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1. Zusammenfassung 

Das Rückenmark besitzt eine essenzielle Rolle in der Nozizeption. Hier erfolgt die Kon-

vergenz der Informationen aus der Peripherie, als auch deren weitere Verarbeitung. 

Die so verarbeiteten Informationen werden anschließend an supraspinale Zentren wei-

tergeleitet und führen dort zu einer Schmerzwahrnehmung. Zytokine spielen sowohl in 

der Peripherie als auch im Rückenmark eine zentrale Rolle für die Nozizeption. Die 

Zytokine Interleukin-1β (IL-1β), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) 

sind klassische proinflammatorische Zytokine. Sie werden auf spinaler Ebene von 

Neuronen und Gliazellen freigesetzt. Experimentelle Studien weisen darauf hin, dass 

proinflammatorische Zytokine neuropathische und entzündliche Schmerzen induzie-

ren oder verstärken können (Sommer 2001). Die Zytokine sind in der Lage das nozi-

zeptive System kurzfristig und langfristig, sowohl in der Peripherie, auf spinaler Ebene, 

als auch in supraspinalen Bereichen zu beeinflussen. 

Die Zytokine tragen zur Sensibilisierung des nozizeptiven Systems bei. Während der 

Sensibilisierung nozizeptiver Neurone kommt es, unter anderem, zu erhöhten neuro-

nalen Antworten auf Reize, zur Vergrößerung der rezeptiven Felder der Neurone und 

zur Rekrutierung stummer Nozizeptoren in der Peripherie. König et al. zeigten, dass 

die spinale Applikation von TNF-α zur Entstehung einer spinalen Übererregbarkeit 

führt und dass dieser Effekt durch die Freisetzung von IL-6 aus Neuronen und von 

löslichem IL-6-Rezptoren aus Mikrogliazellen vermittelt wird (König et al. 2016). Da der 

spinale Effekt von TNF-α weitgehend durch das IL-6-Transsignaling vermittelt wird, 

stellt sich die Frage, ob auch der Effekt von spinalem IL-1β über eine Freisetzung von 

Interleukin-6 und dem löslichen Interleukin-6-Rezeptor zu einer spinalen Übererreg-

barkeit führen könnte.  

Um diese Hypothese zu prüfen, wurden elektrophysiologische Ableitungen von nozi-

zeptiven Hinterhornneuronen in narkotisierten Ratten durchgeführt. Es wurden neuro-

nale Antworten auf nicht-noxische und noxische mechanische Stimulation des Knies, 

Sprunggelenks und der Pfote nach spinaler Applikation von IL-1β allein und in Kombi-

nation mit sgp130, einem spezifischen Hemmstoff des IL-6-Transsignalings gemes-

sen. Ebenfalls wurden die neuronalen, mechanisch induzierten Antworten nach spina-

ler Applikation von IL-1β und einem IL-6-Rezeptor-Antikörper gemessen. Die neuro-

nalen Antworten auf Gelenkreizung stiegen nach spinaler Applikation von IL-1β signi-

fikant an. Bei spezifischer Hemmung des löslichen Komplexes aus IL-6 und seinem 
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löslichen IL-6-Rezeptor durch sgp130 kam es zu keinem Anstieg der neuronalen Ant-

worten im Vergleich zur Baseline. Die neuronalen Antworten auf Gelenkreizung stie-

gen jedoch bei spinaler Applikation von IL-1β und dem IL-6-Rezeptor-Antikörper an. 

Möglicherweise ist ein anderes über gp130 wirkendes Zytokin an der IL-1β-Wirkung 

beteiligt. 

Nachdem viele dieser Zytokine von der Mikroglia freigesetzt werden, wurde getestet, 

ob eine Hemmung der Mikroglia die spinale Wirkung von IL-1β auf die nozizeptiven 

Neurone im Rückenmark aufhebt. Hierfür wurde Minocyclin, ein selektiver Inhibitor von 

Mikrogliazellen, zusammen mit IL-1β spinal appliziert. Aufgrund geringer Tierzahlen 

konnte jedoch keine signifikante Veränderung der neuronalen Antworten gezeigt wer-

den. Aus technischen Gründen konnte die Tierzahl nicht erhöht werden. 

Weiterhin wurde anhand von Zellkulturen untersucht, ob die Zytokine IL-1β und TNF-

α zur Freisetzung des löslichen IL-6-Rezeptors aus Mikrogliazellen führen. Die Stimu-

lation der primären Mikrogliazellen mit IL-1β führte zu keiner signifikanten Freisetzung 

des löslichen IL-6-Rezeptors. Die Stimulation der immortalisierten murinen Mikroglia-

zellen (BV-2-Zellen) mit IL-1β ergab eine signifikante Freisetzung des löslichen IL-6-

Rezeptors.  

IL-1β führte zu einer spinalen Sensibilisierung. Durch die Hemmung mit sgp130 konnte 

die Entstehung dieser spinalen Übererregbarkeit verhindert werden. Jedoch ist diese 

Hemmung nicht vom IL-6-Transsignaling abhängig, da ein neutralisierender Antikörper 

gegen den IL-6 Rezeptor wirkungslos blieb. In In-vitro-Experimenten konnte ein Zu-

sammenhang mit dem sgp-130-sensitiven Transsignaling-Mechanismen des Zytokins 

IL-11 belegt werden. Prinzipiell zeigte die Stimulation von immortalisierten murinen 

Mikrogliazellen mit IL-1β eine signifikante Freisetzung des löslichen IL-6-Rezeptors, 

d.h. eine der beiden wesentlichen Komponenten des IL-6-Transsignalings wird durch 

IL-1β gefördert. Es lässt sich zusammenfassen, dass IL-1β an der Entwicklung einer 

spinalen Übererregbarkeit beteiligt ist. Dabei spielt die Aktivierung der Mikroglia eine 

bedeutende Rolle. Die Identifizierung der genauen Mechanismen bleibt Gegenstand 

der zukünftigen Forschung. 
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2. Einleitung 

2.1. Einführung 

Zytokine sind hormonähnliche Mediatoren, die eine Kommunikation zwischen ver-

schiedenen Zellen ermöglichen. Sie agieren in der Regulation vielfältiger Körperpro-

zesse, wie in der Organbildung, der Gewebereparatur, der Immunabwehr und bei Ent-

zündungen. Sie werden von zahlreichen Zellen gebildet, unter anderem auch von Zel-

len des Nervensystems (Ebersberger 2018). Die Zytokine sind an der Pathogenese 

diverser Erkrankungen beteiligt, dazu gehören beispielsweise Rheumatoide Arthritis, 

chronisch entzündliche Darmerkrankungen und Psoriasis. Die Zytokine Interleukin-1β 

(IL-1β), Interleukin-6 (IL-6) und Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) besitzen eine systemi-

sche Wirkung und sind an der Entstehung und Aufrechterhaltung von Entzündungsre-

aktionen beteiligt (Sommer 2001). Experimentelle Studien weisen darauf hin, dass 

diese proinflammatorischen (entzündungsfördernden) Zytokine neuropathische und 

entzündliche Schmerzen induzieren und verstärken können (Sommer 2001). Proin-

flammatorische Zytokine können Nervenzellen in direkter Weise beeinflussen und tra-

gen so zur Schmerzentstehung bei (Schaible 2014). In den letzten Jahren rückten die 

Zytokine mehr in den Fokus der Schmerzforschung und es wurde erkannt, dass die 

Neutralisierung von Zytokinen auch direkt schmerzhemmend sein kann (Ebersberger 

2018). So führt die Blockade des proinflammatorischen Zytokins TNF-α, mittels syste-

mischer Gabe des Antikörpers Infliximab, in den schmerzrelevanten Gehirnarealen 

von Patienten mit Rheumatoider Arthritis innerhalb eines Tages zu einer Schmerzre-

duktion (Hess et al. 2011). Noch bevor ein Effekt auf die Gelenke festgestellt werden 

konnte, gaben die Patienten eine verminderte Schmerzwahrnehmung an. Dies ver-

deutlicht das therapeutische Potential der Zytokine. Wenn verstanden wird, welchen 

Einfluss die Zytokine im Prozess der Nozizeption besitzen, könnte eine gezielte Inhi-

bition der Zytokine in Zukunft als therapeutischer Zugang zur Schmerzreduktion ein-

gesetzt werden.  
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2.2. Differenzierung von Nozizeption und Schmerz 

Die internationale Gesellschaft zur Erforschung des Schmerzes (IASP) differenzierte 

die beiden Begriffe Schmerz und Nozizeption. Nozizeption beschreibt den objektiven, 

neuronalen Prozess der Aufnahme und Verarbeitung von potenziell oder tatsächlich 

schädigenden Reizen (Noxen) in peripheren und zentralvenösen Neuronen. Davon 

abzugrenzen ist die Definition des Schmerzes, als unangenehmes subjektives Sinnes- 

und Gefühlserlebnis, das mit aktueller oder potentieller Gewebeschädigung verknüpft 

ist, oder mit Begriffen einer solchen Schädigung beschrieben wird (Loeser und Treede 

2008). Die bewusste Sinnesempfindung Schmerz entsteht durch die zentralnervöse 

Verarbeitung und Bewertung des nozizeptiven Informationseingangs. 

2.3. Eine Schmerzklassifikation 

Es existieren verschiedene Systeme der Schmerzklassifikation. Eine mögliche Eintei-

lung unterscheidet nach ätiopathogenetischen Gesichtspunkten folgende Schmerzty-

pen:  

Der physiologische Nozizeptorschmerz entsteht durch Aktivierung von Nozizeptoren 

durch das Einwirken noxischer Reize auf normales Gewebe und übernimmt eine le-

benswichtige Schutzfunktion, da er als Warnsignal Schutzreflexe, beispielsweise den 

Wegziehreflex, auslöst (Schaible und Richter 2004).  

Der pathophysiologische Nozizeptorschmerz entsteht unter anderem nach einer Ge-

webeverletzung (Schaible und Richter 2004). In Folge kann eine Entzündung mit Frei-

setzung von proinflammatorischen Mediatoren, der Sensibilisierung polymodaler No-

zizeptoren und einer Aktivierung stummer Nozizeptoren auftreten. Diese Art des 

Schmerzes führt zu Schonverhalten, welches zur Heilung beiträgt.  

Beim neuropathischen Schmerz entsteht der Schmerz durch direkte Schädigung des 

somatosensorischen Systems oder durch eine Erkrankung, die das somatosensori-

sche System beeinflusst (Loeser und Treede 2008). Dadurch geht die Schutzfunktion 

des Schmerzes verloren und der Schmerz besteht auch in Abwesenheit eines noxi-

schen Reizes. 
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2.4. Das nozizeptive System 

Schmerz ist eine eigene Sinnesmodalität wie Hören oder Sehen. Doch genauso 

wie Sehen mehr beinhaltet als die Bildentstehung und Hören mehr umfasst als die 

Audition, bedeutet Schmerz mehr als Nozizeption (Treede 2006). Die Nozizeption 

erfolgt im nozizeptiven System. Dieses System wird durch periphere und zentrale 

nozizeptive Nervenzellen gebildet (Schaible 2010). Die Abbildung 1 stellt eine 

Übersicht des nozizeptiven Systems dar. 

 

Abbildung 1: Schematische Übersicht des nozizeptiven Systems  

Die Schnittebenen durch das zentrale nozizeptive System befinden sich auf Höhe des Rü-
ckenmarks, Hirnstamms, Mesencephalons und Telencephalons. Von peripheren Nozizep-
toren in den Extremitäten, den Organen und der Haut ziehen die Aδ- und C- Fasern über 
das Spinalganglion in das Hinterhorn des Rückenmarks. Die nozizeptiven Informationen 
werden nach spinaler Verarbeitung über aufsteigende Bahnen, wie den Tractus spinotha-
lamicus, an supraspinale nozizeptive Zentren weitergeleitet. Die nozizeptive Verarbeitung 
im Rückenmark wird unter anderem durch die deszendierenden inhibitorischen Bahnen 
moduliert (modifizert nach Steeds 2009). 
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2.4.1. Das periphere nozizeptive System 

Im Jahr 1906 führte der Neurophysiologe Charles Scott Sherrington den Begriff „Nozi-

zeptor“, zusammengefügt aus den beiden lateinischen Wörtern „nocivus“ für schädlich 

und „aceptor“ für Empfänger ein (Moayedi und Davis 2012). Ein Nozizeptor ist eine 

sensorische Nervenzelle, die fähig ist noxische Reize in elektrische Potentiale und Ak-

tionspotentiale umzuwandeln (Loeser und Treede 2008). Noxische Reize sind poten-

ziell gewebeschädigende Einflüsse auf den Organismus. Nozizeptoren sind primär af-

ferente Nervenfasern, deren Zellkörper sich in den Hinterwurzelganglien befindet 

(Basbaum et al. 2009). Jeder Nozizeptor besitzt ein Areal, in welchem er durch einen 

noxischen Stimulus erregt werden kann. Dieses Areal wird als rezeptives Feld bezeich-

net (Schaible 2010). 

Die Nozizeptoren können nach ihrer Leitungsgeschwindigkeit in zwei Hauptklassen, 

die Aδ-Fasern und die C-Fasern, eingeteilt werden. Die Aδ-Fasern kommen unter an-

derem an der Körperoberfläche, in Muskeln und Gelenken vor. Sie sind dünn myelini-

siert und schnell leitend (8-30 m/s). Vor allem in der Haut vermitteln sie nach adäquater 

Reizung einen schnellen stechenden Schmerz, der als heller Erstschmerz bezeichnet 

wird. Die langsam leitenden C-Fasern (0,5 -2 m/s) sind für den verzögert einsetzenden, 

dumpfen, brennenden Schmerz der Haut verantwortlich. Die C-Fasern reagieren auf 

Reize verschiedener Modalitäten, das heißt, sie können sowohl von thermischen, me-

chanischen als auch chemischen nozizeptiven Reizen erregt werden. Doch auch viele 

Aδ-Fasern sind polymodal. 

Eine Subpopulation der C-Faser-Nozizeptoren ist unter physiologischen Bedingungen 

weder hitze- noch mechanosensitiv. Diese werden als stumme Nozizeptoren bezeich-

net (Schmidt et al. 1995). Diese reagieren erst unter pathologischen Bedingungen auf 

noxische Reize, z.B. im Rahmen einer Verletzung oder durch längeres Einwirken von 

inflammatorischen Mediatoren, wie Histamin und Capsaicin (Basbaum et al. 2009). 

Die stark myelinisierten Aβ-Fasern haben eine geringe mechanische Erregungs-

schwelle und antworten unter physiologischen Bedingungen auf leichte Berührung. 

Unter physiologischen Bedingungen spielen sie für die Nozizeption keine Rolle. 
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2.4.2. Das spinale nozizeptive System 

Die peripheren Nozizeptoren aktivieren über spinale Synapsen die nozizeptiven Neu-

rone des Rückenmarks. Das Rückenmark ist von kranial nach kaudal in Segmente 

gegliedert. Jedes Segment des Rückenmarks innerviert sensibel ein bestimmtes Haut-

areal (Dermatom) und bestimmte Muskelgruppen. Auch die peripheren Nozizeptoren 

folgen dieser segmentalen Gliederung. Die nozizeptiven Eingänge aus der Peripherie 

werden innerhalb eines bestimmten Segments des Rückenmarks empfangen und das 

erste Mal auf zentrale nozizeptive Neurone umgeschaltet. Während der Mensch ins-

gesamt 32 Segmente besitzt, kann das Rückenmark der Ratte in 30 (7 zervikale, 13 

thorakale, 6 lumbale und 4 sakrale) Segmente gegliedert werden.  

Unter den Neuronen des Rückenmarks sind Projektionsneurone zu supraspinalen Re-

gionen, segmentale exzitatorische Neurone und inhibitorische Interneurone. Daneben 

werden die Gliazellen unter dem Begriff der „nicht-neuronalen Zellen“ zusammenge-

fasst.  

Die graue Substanz des Rückenmarks wurde 1952 von Rexed anhand der Zytoarchi-

tektur in zehn Laminae eingeteilt. Die Abbildung 2 zeigt eine schematische Darstellung 

der Zellen des Rückenmarks, der peripheren Eingänge und der Laminae nach Rexed. 

Die Laminae I bis VI gehören zum Hinterhorn. Die Laminae VII bis X sind dem Seiten-

horn und dem ventralen Horn des Rückenmarks zugeordnet. Dabei werden die Eigen-

namen Zona marginalis für die Lamina I, Substania gelatinosa für die Lamina II und 

Nucleus proprius für die Laminae III bis VI synonym verwendet. Die zentralen Endi-

gungen der primär afferenten Fasern ziehen in das Hinterhorn des Rückenmarks. Dort 

enden sie abhängig von der Faserklasse in den entsprechenden Laminea nach Rexed: 

Die Aβ-Fasern ziehen in die Laminae III, IV, V und VI (Brown 1982). In der Lamina I 

enden vor allem die Aδ-Fasern und geben Kollateralen in die tiefere Lamina V ab 

(Baumgärtner 2010). Die afferenten C-Fasern enden hauptsächlich an den Interneu-

ronen der Lamina II. Einige C-Fasern bilden jedoch Kollateralen in die Laminae I, III 

und VI (Sugiura et al. 1986). Die Afferenzen aus Muskeln und Gelenken ziehen in die 

Laminae I, V, VI und VII (Mense und Prabhakar 1986, Craig et al. 1988). Die spinalen 

Neurone des Hinterhorns in Lamina I und III antworten auf noxische Stimulation über 

Aδ- und C-Fasern. Neurone der Lamina III und IV haben hautsächlich Eingang von 

Aβ-Fasern die z.B. Mechanosensitivität und Propriozeption codieren. Die Neurone der 

Lamina V erhalten nicht-noxische und noxische Informationen über monosynaptische 



11 
 

Aβ- und Aδ-Fasern und über polysynaptische C-Fasern. Die wide-dynamic-range-

Neurone (WDR-Neurone) bilden einen großen Teil der Zellen des Hinterhorns und 

kommen vor allem in den tiefen Schichten (Lamina V) vor. WDR-Neurone sind multi-

rezeptive Zellen, die Eingänge von nozizeptiven und nicht-nozizeptiven Fasern erhal-

ten. WDR-Neurone reagieren auf nozizeptive Signale mit einer höheren Intensität als 

auf nicht- nozizeptive Signale. Eine zweite Art von Projektionsneuronen werden als 

NS- („nociceptive specific“) - oder auch HT- („high-threshold“) Neurone bezeichnet. Sie 

erhalten Eingänge von Rezeptoren aus der Haut, den Muskeln und den Eingeweiden 

und antworten spezifisch auf noxische Reize. Im Gegensatz zu den WDR-Zellen be-

sitzen sie kleinere rezeptive Felder. HT-Neurone sind hauptsächlich in Lamina I und in 

geringerer Zahl auch in tieferen Schichten des Hinterhorns zu finden. Da mehrere af-

ferente Fasern auf ein spinales Neuron konvergieren, ist das rezeptive Feld eines Rü-

ckenmarkneurons größer als das rezeptive Feld eines peripheren Nozizeptors.  
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines halbseitigen Rückenmarkquerschnitts mit den 
Laminae nach Rexed 

Die Aβ-, Aδ- und C- Fasern von peripheren Rezeptoren ziehen über das Hinterwurzelganglion 
in das Hinterhorn des Rückenmarks. Die primär afferenten Fasern bilden Synapsen mit den 
NS-Neuronen in der Zona marginalis (Lamina I) und mit WDR-Neuronen in der Lamina V des 
Hinterhorns. Die Afferenzen können direkt oder indirekt über exzitatorische Interneurone (①) 
mit spinalen Neuronen Synapsen bilden. Eine afferente Faser gibt Kollateralen ab und diver-
giert dadurch auf mehrere spinale Neurone (②). DRG: Dorsal root ganglion, Hinterwur-
zelganglion, NS-Neuron: nociceptive-specific neuron, nozizeptiv-spezifische Neurone,  
WDR- Neuron: wide-dynamic-range neuron (Modifiziert nach D‘Mello und Dickenson 2008). 

 

Die Übertragung der nozizeptiven Informationen von den primär sensorischen Fasern 

auf die spinalen Neurone erfolgt an Synapsen im Hinterhorn des Rückenmarks (Bas-

baum et al. 2009). Eine Übersicht dazu gibt die Abbildung 3.  
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Abbildung 3: Übersicht der nozizeptiven Übertragung im Rückenmark 

An einem spinalen Projektionsneuron enden eine nozizeptive C- oder Aδ-Faser und die nicht-
nozizeptive Aβ-Faser. Das spinale Projektionsneuron besitzt AMPA- und NMDA-Rezeptoren, 
die durch die präsynaptische Freisetzung von Glutamat erregt werden. Darüber hinaus werden 
durch die Depolarisation der Präsynapse Neuropeptide, wie Substanz P freigesetzt. Das ab-
steigende hemmende System aktiviert über seine Transmitter, Serotonin und Noradrenalin, 
die inhibitorischen Interneurone. Die inhibitorischen Interneurone setzen daraufhin in verschie-
denen Vesikeln die hemmenden Transmitter GABA und Glycin frei. Über GABA- und Glycin-
Rezeptoren kommt es zu einer prä- und postsynaptischen Hemmung. Erregende Transmitter 
sind dunkel, hemmende Transmittel hell dargestellt. 

NA: Noradrenalin, 5-HT: Serotonin, NA-R: Noradrenalin-Rezeptor, 5-HT-R: Serotonin-Rezep-

tor, Gly: Glycin, GABA: Ϫ-Aminobuttersäure, Gly-R: Glycin-Rezeptor, GABA-R: GABA-Rezep-
tor, Glu: Glutamat, SP: Substanz P, AMPA: α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropions-
äure-Rezeptoren, NMDA: N-Methyl-D-Aspartat–Rezeptor, (modifiziert nach Michael Gekle et 
al. 2010). 
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Die klassischen Neurotransmitter des Hinterhorns sind Glutamat, GABA (Ϫ-Aminobut-

tersäure) und Glycin (Schaible 2006, Zhuo 2014). Die Aminosäure Glutamat wird an 

der Präsynapse der afferenten Fasern ausgeschüttet und bewirkt über verschiedene 

Glutamat-Rezeptoren an der Postsynapse exzitatorische postsynaptische Potentiale 

(Todd 2010). Die AMPA (α-Amino-3-Hydroxy-5-Methyl-4-Isoxazolpropionsäure) -Re-

zeptoren und die Kainat-Rezeptoren sind vor allem für die Weitergabe des Ursprungs-

signals an die nächste Zelle verantwortlich und generieren dort hauptsächlich Natrium-

Einströme. Dagegen wird der NMDA-Rezeptor durch einen Magnesiumblock ver-

schlossen und erst durch höhere präsynaptische Depolarisation geöffnet. Zur Aktivie-

rung des NMDA-Rezeptors muss auch Glycin oder D-Serin als Cofaktor binden. Nach-

dem der Magnesiumblock aufgehoben ist, strömt Kalzium in die Zellen, das dort als 

Second Messenger agieren kann und mittelfristige bis langfristige Veränderungen er-

zielen kann. Besondere Bedeutung gewinnt dieser Mechanismus während der zentra-

len Sensibilisierung und wird im Kapitel 2.4.2 genauer erläutert (Kim et al. 2012, Haley 

et al. 2016). Neben Glutamat werden die Neuropeptide Substanz P, CGRP (Calcitonin-

Gene-Releated-Peptid) und der neuroptrophe Faktor BDNF (Brain-derived neurotro-

phic Faktor) aus präsynaptischen Vesikeln freigesetzt. Diese Mediatoren verstärken 

die Wirkung von Glutamat und wirken als nozizeptiv-modulierende Signale (D'Mello 

und Dickenson 2008, Latremoliere und Woolf 2009). Substanz P bindet an den Neu-

rokinin-Rezeptor 1 (NK1-R) und steigert die Antwort dieser Neurone auf lokal freige-

setztes Glutamat (Zieglgänsberger und Herz 1971, King et al. 2005, Zieglgänsberger 

2019). 

Die Weiterleitung nozizeptiver Informationen an supraspinale Bereiche ist von der 

Summe der exzitatorischen und inhibitorischen postsynaptischen Potentiale abhängig. 

Die Neurotransmitter GABA (Ϫ-Aminobuttersäure) und Glycin werden von inhibieren-

den Interneuronen freigesetzt und können die Weiterleitung der nozizeptiven Informa-

tion vom Rückenmark zum Gehirn beeinflussen (Price et al. 2008). GABA und Glycin 

binden an den GABA-A- oder Glycin-Rezeptor, dies führt über die Kopplung mit Ionen-

kanälen zu einem Chlorid-Einstrom. Durch den Chlorid-Einstrom wird der postsynapti-

sche Membranwiderstand verringert und ein inhibitorisches Potential ausgelöst (Price 

et al. 2008).  
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Weiterhin wird die spinale Nozizeption über segmentale oder supraspinale inhibitori-

sche Mechanismen beeinflusst. Inhibitorische Interneurone an der Postsynapse hem-

men bzw. reduzieren die Signalübertragung nozizeptiver Neurone durch die präsynap-

tische Freisetzung von GABA und Glycin. Daneben kann an der Präsynapse, durch 

die synaptische Freisetzung von Glutamat, die Rezeptoraktivierung vermindert wer-

den. Die WDR-Neurone im Hinterhorn erhalten neben Eingängen der nozizeptiven Aδ- 

oder C-Fasern auch Eingänge von nicht-nozizeptiven, mechanosensitiven Aβ-Fasern 

(D'Mello und Dickenson 2008). 

Neben der segmentalen spinalen Hemmung wird ein weiterer Mechanismus der spi-

nalen nozizeptiven Hemmung durch absteigende Bahnen von supraspinalen Zentren 

wie dem periaquäduktalen Grau (PAG) im Mesencephalon vermittelt (Heinricher et al. 

2008). Vom PAG projizieren die absteigenden Bahnen via Hirnstamm auf die Neurone 

des Hinterhorns (Heinricher et al. 2008). Reynolds zeigte, dass die elektrische Stimu-

lation von Zellen des PAG zu einer für einen chirurgischen Eingriff ausreichenden Anal-

gesie führt (Reynolds 1969). Die zerebralen Neurotransmitter Serotonin und Noradre-

nalin bewirken an den spinalen synaptischen Endigungen der absteigenden Bahnen 

eine Freisetzung der inhibierenden Transmitter GABA, Glycin und endogener Opioiden 

aus inhibitorischen Interneuronen (Baba et al. 2000, Bannister und Dickenson 2016). 

Die endogenen Opioide, wie Endorphine, Enkephaline und Dynorphine, sind körperei-

gene Peptide und stellen im Gehirn, sowie im Rückenmark die wichtigsten Botenstoffe 

der absteigenden Hemmung dar. Die Rezeptorbindung führt über die Hemmung von 

Kalzium-Kanälen an der Präsynapse zur verminderten Transmitterfreisetzung in den 

synaptischen Spalt und zu einer Hyperpolarisation der Postsynapse durch Aktivierung 

von Kalium-Kanälen (Christie et al. 2000). 

 

2.4.3. Das supraspinale nozizeptive System 

Zur Entstehung einer bewussten Schmerzempfindung müssen die nozizeptiven Infor-

mationen nach der spinalen Verarbeitung über aufsteigende Bahnen an supraspinale 

Zentren weitergeleitet werden. Die fünf aufsteigenden Bahnen sind der Tractus 

spinothalamicus, der Tractus spinoreticularis, der Tractus spinomesencephalicus, der 

Tractus spinohypothalamicus und der Tractus cervicothalamicus. Der für die 
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Schmerzwahrnehmung bedeutendste ist der Tractus spinothalamicus, auch Vorder-

seitenstrangbahn genannt (Baumgärtner 2010). Der Tractus spinothalamicus kreuzt 

auf spinaler Ebene nach kontralateral und steigt über den Hirnstamm in den Thalamus 

auf. Die thalamischen Fasern projizieren zum somatosensorischen Kortex. 

Die Entstehung der komplexen Empfindung Schmerz bedarf zahlreicher Strukturen 

des Gehirns. Der Schmerz kann in eine sensorische, in eine affektive, in eine vegeta-

tive, in eine motorische und in eine kognitive Komponente gegliedert werden (Reddan 

und Wager 2018). Anhand der aufgeführten Schmerzkomponenten soll im Folgenden 

eine vereinfachte Übersicht der an der Schmerzentstehung beteiligten Hirnareale auf-

gezeigt werden. Die Wahrnehmung der Lokalisation, Stärke und Dauer eines ein-

wirkenden Schmerzreizes wird als sensorische Schmerzkomponente bezeichnet. Für 

die Entstehung der sensorischen Schmerzkomponente sind das laterale System des 

Thalamus und die von dort ausgehenden Projektionen zum primären und sekundären 

somatosensorischen Kortex verantwortlich (Iannetti und Mouraux 2010). Durch sie 

kann der Ort, die Intensität und Einwirkungsdauer eines Reizes auf den Körper be-

stimmt werden. Für die aversiven Gefühle, die mit dem Schmerz verbunden sind, ist 

das limbische System verantwortlich. Vor allem die Amygdala und der mediale Tha-

lamus sorgen für die affektive Schmerzkomponente (Roy et al. 2009, Veinante et al. 

2013). Die Amygdala spielt eine wichtige Rolle in der Entstehung von Furcht und Angst 

(Thompson und Neugebauer 2017). Die vegetative Komponente des Schmerzes wird 

sowohl auf Ebene des Rückenmarks, als auch supraspinal durch die Formatio reticu-

laris, den Hypothalamus und den Gyrus cinguli vermittelt (Benarroch 2006). Folge ei-

nes intensiven Schmerzreizes könnte ein Anstieg der Herzfrequenz und des Blut-

drucks, der Schweißsekretion, sowie des Atemantriebs, als sympathikusvermittelte 

Reaktionen auf den Schmerzreiz, sein. Die motorische Schmerzkomponente wird ent-

weder auf spinaler oder supraspinaler Ebene generiert (Sandrini et al. 2005). Sie um-

fasst Wegziehreflexe und Schonhaltungen. 

Das Gehirn empfängt nicht nur nozizeptive Informationen, sondern kann durch abstei-

gende Bahnen die spinale Nozizeption beeinflussen. Dadurch kann die Schmerzwahr-

nehmung gemindert oder sogar aufgehoben werden. In Stresssituationen oder wäh-

rend einer Entzündung wird dieser Weg der körpereigenen Schmerzkontrolle genutzt. 

Das Zentrum dieser Schmerzmodulation ist das periaquäduktale Grau im Mittelhirn 

(Baumgärtner 2010). Es erhält Eingänge aus den relevanten schmerzverarbeitenden 
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Arealen: somatosensorischer Kortex, limbisches System und Hypothalamus. Die tier-

experimentelle Stimulation des periaquäduktalen Graus führte zur Analgesie, in der 

starke noxische Reize keine erkennbaren Schmerzwahrnehmungen erzeugten 

(Cervero 2006). Neben dem periaquäduktalen Grau ist der Nucleus raphe magnus an 

der absteigenden Hemmung beteiligt. Die absteigenden Bahnen projizieren auf nozi-

zeptive Afferenzen und auf inhibitorische Interneurone im spinalen Hinterhorn. Für eine 

nähere Beschreibung der hemmenden Mechanismen der deszendierenden Bahnen 

wird auf das Unterkapitel 2.3.1 verwiesen.  

 

2.5. Sensibilisierung nozizeptiver Neurone 

Sensibilisierung wird von der IASP als erhöhtes Ansprechen der nozizeptiven Neurone 

auf über- und unterschwellige Reize definiert. Die Sensibilisierung ist generell durch 

folgende elektrophysiologische Aspekte gekennzeichnet: 

- eine herabgesetzte Erregungsschwelle der Nozizeptoren  

- stärkere Antworten auf noxische Reize 

- eine Vergrößerung des rezeptiven Feldes 

- eine Rekrutierung stummer Nozizeptoren. 

Wie der Schmerz selbst, dient die Sensibilisierung des nozizeptiven Systems dem 

Schutz des Organismus. Durch die Sensibilisierung wird das nozizeptive System 

„überwachsam“ gegenüber noxischen Reizen (Latremoliere und Woolf 2009). Dies 

schützt vor einem weiteren Gewebeschaden, denn nach einer unangenehmen 

Schmerzwahrnehmung wird der Kontakt mit dem noxischen Reiz in Zukunft gemieden. 

Die Sensibilisierung des nozizeptiven Systems tritt nach wiederholter oder besonders 

intensiver noxischer Reizung auf und ist grundsätzlich reversibel, wenn der Reiz ent-

fernt wird oder eine Verletzung verheilt ist. Bei einigen Erkrankungen wird der Schmerz 

jedoch pathologisch, verliert seine Schutzfunktion und tritt spontan und ohne adäqua-

ten noxischen Reiz auf.  
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2.5.1. Sensibilisierung von peripheren Nozizeptoren 

Periphere Sensibilisierung kann als ein erhöhtes Ansprechen und eine verminderte 

Reizschwelle der peripheren nozizeptiven Neurone auf Stimulation in ihrem rezeptiven 

Feld definiert werden (Loeser und Treede 2008). Eine Entzündung kann zu einer Sen-

sibilisierung von Nozizeptoren führen. Der Körper reagiert auf schädliche Reize, wie 

Bakterien, Viren oder eine Gewebeverletzung mit einer Freisetzung von Entzündungs-

mediatoren. Zu diesen Entzündungsmediatoren gehören beispielsweise die Zytokine. 

Proinflammatorische Mediatoren können die peripheren polymodalen Nozizeptoren di-

rekt über entsprechende Rezeptoren stimulieren, sowie sie indirekt über intrazelluläre 

Signalwege und Veränderungen in der Genexpression sensibilisieren. Dies führt zu 

erniedrigten Reizschwellen der sensibilisierten Neurone und erhöhten Antworten auf 

mechanische und thermische Reize, als auch zu spontaner Aktivität von freien Ner-

venendigungen und Veränderungen in der Genexpression (Pace et al. 2017). Diese 

Veränderungen definieren die periphere Sensibilisierung und äußern sich im Auftreten 

einer primären Hyperalgesie. Im Zustand der primären Hyperalgesie lösen noxische 

Reize im Bereich des geschädigten Gewebes durch die Aktivierung von Nozizeptoren 

eine über das normale Maß verstärkte Schmerzempfindung aus (Loeser und Treede 

2008). Interleukin-1β (IL-1β), welches als proinflammatorisches Zytokin während einer 

Entzündung beispielsweise von sensorischen Neuronen freigesetzt wird, erregt direkt 

nozizeptive Fasern (Obreja et al. 2002, Binshtok et al. 2008). Die experimentelle Injek-

tion von IL-1β in die Hinterpfoten von Ratten senkt die Reizschwellen in peripheren 

Nozizeptoren und erhöht deren Antworten auf thermische und mechanische Reize 

(Fukuoka et al. 1994, Obreja et al. 2002, Ebbinghaus et al. 2012).  

Inflammatorische Mediatoren sind auch in der Lage Aδ- und C-Fasern zu sensibilisie-

ren, deren periphere Endigungen aufgrund hoher Reizschwellen in gesundem Gewebe 

nicht durch noxische mechanische oder thermische Reize aktiviert werden (Prato et 

al. 2017). Diese Fasern werden als stumme Nozizeptoren bezeichnet (Schaible und 

Schmidt 1985). In der Haut des Menschen machen die stummen Nozizeptoren etwa 

ein Viertel aller C-Faser-Nozizeptoren aus (Schmidt et al. 1995). Die stummen Nozi-

zeptoren werden durch inflammatorische Mediatoren sensibilisiert und beginnen erst 

dann auf mechanische und thermische Reize zu antworten (Gold und Gebhart 2010, 
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Koerber et al. 2010). Der erhöhte Eingang über sensibilisierte und aktivierte Nozizep-

toren fördert die Entstehung der zentralen Sensibilisierung (Latremoliere und Woolf 

2009). 

2.5.2. Zentrale Sensibilisierung  

Zentrale Sensibilisierung bezeichnet eine Übererregbarkeit der nozizeptiven Neurone 

des zentralen Nervensystems (Latremoliere und Woolf 2009). Klinisch äußert sich dies 

im Auftreten einer sekundären Hyperalgesie und einer Allodynie (Woolf und Salter 

2000). Während sich die primäre Hyperalgesie infolge der peripheren Sensibilisierung 

auf den geschädigten Bereich beschränkt, betrifft die sekundäre Hyperalgesie das un-

verletzte, der Schädigung benachbarte Areal. Ein noxischer Reiz in diesem unverletz-

ten Bereich führt zu einer gesteigerten schmerzhaften Wahrnehmung. Dies wird nicht 

durch Veränderungen in der Peripherie bedingt, sondern wird durch das gesteigerte 

Antwortverhalten der sensibilisierten, nozizeptiven Neurone im Rückenmark ausgelöst 

(Treede 2006). Schmerz, der aufgrund einer Aktivierung spinaler Projektionsneurone 

durch normalerweise nicht-noxische Aβ-Fasern entsteht, ist ein Sonderfall der Hyper-

algesie und wird als Allodynie bezeichnet (Treede 2006). Als Folge der zentralen Sen-

sibilisierung ist die Erregungsschwelle der spinalen Projektionsneurone herabgesetzt 

und die mechanosensitiven Aβ-Fasern führen zur Aktivierung der spinalen, nozizepti-

ven Neurone. So kann eine leichte Berührung, die über mechanosensitive Aβ-Fasern 

detektiert wird, zu einer Schmerzwahrnehmung führen (Latremoliere und Woolf 2009).  

Die grundlegende Voraussetzung für die Vorgänge der Sensibilisierung ist die Plasti-

zität des neuronalen Systems. Neuronale Plastizität beschreibt unter anderem die Fä-

higkeit des neuronalen Systems die Stärke der synaptischen Übertragung abhängig 

von der Aktivität zu verändern. Die Veränderungen können sowohl kurzfristig, für Se-

kunden bis Minuten oder langfristig anhalten. Das sogenannte Wind-up-Phänomen 

entsteht durch diese kurzfristigen Mechanismen der zentralen Sensibilisierung. Die 

Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung des Wind-up-Phänomens. Die 

unmyelinisierten C-Fasern erzeugen während repetitiver niedrig-frequenter Stimula-

tion (0,3 - 3 Hz) langsame, exzitatorische, synaptische Potentiale an den Neuronen, 

vor allem in Lamina V des Hinterhorns (Eide 2000). Durch die wiederholte Stimulation 

kann das Membranpotential zwischen den einzelnen Reizen nicht auf Niveau des Ru-

hemembranpotentials absinken. Deswegen können sich die synaptischen Potentiale 

summieren und zu einer steigenden Depolarisation der Membran führen. Die Antwort 
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des stimulierten Rückenmarkneurons wird mit jeder Reizung größer. Wichtig ist hier-

bei, dass die so generierte Depolarisation des postsynaptischen Neurons über die 

Reizdauer hinweg anhält. 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Wind-up-Phänomens 

Bei der wiederholten Stimulation eines C-Faser-Neurons kann das Membranpotential des spi-
nalen Neurons nach einem Reiz nicht auf das Ruhemembranpotential absinken. Die erregen-
den synaptischen Potentiale summieren sich auf und mit jedem Reiz wird das erzeugte Poten-
tial größer. Dieser kurzanhaltende Mechanismus wird durch die präsynaptische Freisetzung 
der exzitatorischen Transmitter Glutamat, BDNF und Substanz P und durch Aktivierung der 
postsynaptischen AMPA-, NMDA- und Neurokinin-Rezeptoren ausgelöst. Dies ist anhand ei-
ner Synapse im Teil a) dargestellt. Der Bildausschnitt b) stellt die steigende neuronale Antwort 
als Folge der verstärkten synaptische Potentiale dar. Der Bildausschnitt c) ist eine Vergröße-
rung der gemessenen neuronalen Antworten. Es wird das fehlende Absinken des Membran-
potentials mit den Ziffern 1-3 dargestellt. Das mit 1 bezeichnete Niveau entspricht dem Ruhe-
membranpotential. Infolge der wiederholten Stimulation steigt das Membranpotential auf die 
Ebene der Ziffern 2 und 3 an (modifiziert nach Kröner-Herwig et al. 2011). 

Die Plastizität ist durch zahlreiche zelluläre Mechanismen bedingt. Diese sind in Abbil-

dung 5 dargestellt. 
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Abbildung 5: Die Mechanismen der zentralen Sensibilisierung im Überblick  

(modifiziert nach Latremoliere und Woolf 2010). 

Ein intensiver Reiz oder eine anhaltende Verletzung führen zur Freisetzung von Glu-

tamat und erregenden Neuropeptiden wie SP und CGRP aus den primären C- oder 

Aδ- Afferenzen im Hinterhorn. Dies bewirkt eine ausreichende postsynaptische Depo-

larisation, um postsynaptische NMDA-Kanäle zu aktivieren. Diese Aktivierung der 

NMDA-Rezeptoren ist ein essenzieller Schritt in der Entstehung und Aufrechterhaltung 

der zentralen Sensibilisierung. Experimentell konnte gezeigt werden, dass die Blo-

ckade der NMDA-Rezeptoren die Übererregbarkeit der nozizeptiven Neurone verhin-

dern kann (Woolf und Thompson 1991, Ma und Woolf 1995). Über die aktivierten 

NMDA-Rezeptoren strömen Kalziumionen in die Zelle. Der Anstieg des freien Kalzi-

ums im Inneren der Hinterhornneurone aktiviert intrazelluläre Signalwege. Für die 

akuten Effekte der Sensibilisierung sind kalziumabhängige Enzyme verantwortlich, 

welche die AMPA- und NMDA-Rezeptoren phosphorylieren (Latremoliere und Woolf 

2009). Die phosphorylierten Rezeptoren besitzen eine erhöhte Aktivität und werden 

vermehrt in die postsynaptische Membran eingebaut. Die Vergrößerung des rezepti-

ven Felds entsteht infolge der NMDA-abhängigen Übererregbarkeit der nozizeptiven 

Neurone und kennzeichnet die zentrale Sensibilisierung (Cervero 2006). Mittelfristig 

bedingt die zentrale Sensibilisierung die Aktivierung von kalziumabhängigen Tran-
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skriptionsfaktoren. Dies führt zu einer vermehrten Bildung und Einbau von exzitatori-

schen Rezeptoren, sowie der verstärkten Bildung und Freisetzung von exzitatorischen 

Transmittern und Mediatoren. Dadurch steigt die synaptische Übertragung von Aδ- 

und C-Fasern. Dies führt zu einer langanhaltenden Potenzierung (eng. Long-term-po-

tentiation, LTP) im Rückenmark, während im Gegensatz dazu das Wind-up-Phänomen 

eine kurz andauernde Form der Plastizität ist. Diese Veränderungen betreffen nicht 

nur die Synapse, an welcher die auslösenden Reize eingehen, sondern breiten sich 

auf die umliegenden Synapsen aus (Latremoliere und Woolf 2009). Deswegen wird 

von einer heterosynaptischen Fazilitation gesprochen. Das bedeutet, dass einige spi-

nale Neurone mit polysynaptischen Verbindungen Eingänge von nicht-nozizeptiven 

Aβ-Fasern erhalten (Todd 2010). 

Die Hemmung der inhibitorischen Interneurone wird als Disinhibition bezeichnet. Die 

inhibitorischen Interneurone senken über GABA und Glycin die Erregbarkeit der nozi-

zeptiven Neurone des Hinterhorns und somit die zerebrale Weiterleitung. Im Rahmen 

der Sensibilisierung wird die Sekretion von GABA und Glycin vermindert. Dadurch wer-

den vermehrt nozizeptive Informationen an supraspinale Bereiche weitergeleitet. Als 

Folge der Disinhibition und der verstärkten synaptischen Übertragung kann nun die 

mechanosensible Aβ-Afferenz an einem nozizeptiven Projektionsneuron ein Aktions-

potential auslösen und zu einer Schmerzwahrnehmung führen. Eine leichte Berüh-

rung, die über die Aβ-Fasern detektiert wird, kann in Folge der Disinhibition eine 

schmerzhafte Wahrnehmung erzeugen. Experimentell kann durch Hemmung dieser 

inhibitorischen Interneurone eine Allodynie erzeugt werden (Foster et al. 2015).  
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2.6. Zytokine 

Zytokine sind Polypeptide, die als hormonähnliche Mediatoren auf zahlreiche Zellen 

wirken. Sie sind Mediatoren des Immunsystems und ermöglichen die Kommunikation 

sowohl von Immunzellen untereinander als auch mit anderen Zellen, beispielsweise 

Nervenzellen. Zytokine werden hauptsächlich von T-Helferzellen und Makrophagen, 

von peripheren Mastzellen und Endothelzellen, sowie von zentralen Neuronen und 

Gliazellen produziert (Ramesh et al. 2013, Ebersberger 2018). Ein Zytokin kann auf 

unterschiedliche Zelltypen wirken (pleiotrop) und zugleich können verschiedene Zyto-

kine dieselben zellulären Antworten auslösen (redundant). Sie entfalten bereits in Kon-

zentrationen von Piko- und Nanogramm ihre Wirkung und binden hochaffin an die Zy-

tokin-Rezeptoren (Loppnow 2001). Die Signalwege der Zytokine erfolgen als Kaskade, 

in welcher ein primäres Zytokin über einen Rezeptor zur Expression von einem oder 

mehreren sekundären Zytokinen führt (Miller et al. 2014). Es existieren verschiedene 

Klassifikationssysteme der Zytokine. Das bekannteste System teilt die Zytokine nach 

ihrer pro- bzw. antiinflammatorischen Wirkung auf die Zielzellen ein. Klassische proin-

flammatorische Zytokine sind IL-1β, IL-6 und TNF-α. Klassische antiinflammatorische 

Zytokine sind IL-4, IL-10 und IL-13 (Rittner et al. 2002). Experimentelle Studien weisen 

darauf hin, dass proinflammatorische Zytokine neuropathische und entzündliche 

Schmerzen induzieren oder verstärken können (Sommer 2001). Die direkte Wirkung 

der Zytokine auf afferente Nervenfasern und über weitere Signalmoleküle vermittelte 

Effekte ermöglichen eine Interaktion zwischen nozizeptivem System (Nervensystem) 

und Immunsystem. Die Zytokine sind in der Lage das nozizeptive System kurzfristig 

und langfristig, sowohl in der Peripherie, auf spinaler Ebene, als auch in supraspinalen 

Bereichen zu beeinflussen. Dies stellt die Abbildung 6 dar.  

Nachdem über die Interaktion von TNF-α und IL-6 bereits einiges bekannt ist und in 

der vorliegenden Arbeit erprobt werden sollte, ob eine solche Interaktion auch auf IL-

1β und IL-6 übertragbar ist, konzentriert sich der nachfolgende Teil der Einleitung auf 

IL-1β, IL-6 und TNF-α. 
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Abbildung 6: Wirkorte der Zytokine im nozizeptiven System 
 

Die Wirkung der Zytokine kann an peripheren Nozizeptoren, spinalen Nozizeptoren und zentralen 
nozizeptiven Bereichen auftreten. Die spezifischen Wirkungen der einzelnen Zytokine wurden nicht 
berücksichtigt. (modifiziert nach Schaible 2012) 

 

 

2.6.1. Interleukin-1β 

IL-1β gehört zu der Interleukin-1-Familie. Es wird unter anderem von aktivierten Mo-

nozyten, Makrophagen, Neuronen und Mikroglia des zentralen Nervensystems gebil-

det. Das Zytokin ist an einer Vielzahl von Mechanismen, wie der Proliferation, der Dif-

ferenzierung und der Apoptose von Zellen beteiligt. Die Bildung von IL-1β wird durch 

Mikroorganismen, Bestandteilen des Komplementsystems und Zytokinen wie TNF-α 

und IL-1 induziert (Dinarello 2011). Die inaktive IL-1β-Vorläuferform wird durch intra-

zelluläre (Caspase-1) und extrazelluläre (Proteinase-3 und Elastase) Prozesse zum 

aktiven IL-1β gespalten (Dinarello 2011). Das klassisch proinflammatorische IL-1β be-

sitzt zwei Rezeptoren, Interleukin-1-Rezeptor Typ 1 (IL-1R1) und Interleukin-1-Rezep-

tor Typ 2 (IL-1R2). Diese sind in Abbildung 7 dargestellt.  



25 
 

Wenn IL-1β an IL-1R1 bindet, lagert sich der lösliche Co-Rezeptor Interleukin-1-Re-

zeptor 3 (IL-1R3) an IL-1R1 an. Der Komplex aus IL-1R1, IL-1R3 und Interleukin-1 

aktiviert über mehrere Adaptermoleküle, wie die TIR-Domäne (Toll/IL-1-Rezeptor-Do-

mäne), MyD88 (Myleoid differentiation primary respond 88) und IRAK1 (Interleukin-1 

rezeptor associated kinase), die proinflammatorischen Transkriptionsfaktoren NFB 

(nuclear factor kappa-light-chain- enhancer of activated B-cells) oder MAP-Kinase p38 

(mitogen activated kinase p38). Transkriptionsfaktor NFB ist an der Entstehung von 

neuropathischen Schmerzen und entzündlicher Hyperalgesie beteiligt (Niederberger 

und Geisslinger 2008). Eine Isoform des IL-1R1 (IL-1RAcPb) wurde auf Neuronen 

nachgewiesen und potenziert dosisabhängig den NMDA-Rezeptor vermittelten Kal-

zium-Einstrom in Neurone des Hippocampus und des Rückenmarks (Huang et al. 

2011, Clark et al. 2015). Der IL-1 Rezeptorantagonist (IL-1Ra) besetzt den IL-1R1 und 

verhindert dadurch die Aktivierung intrazellulärer Signale. IL-1R2 ist ein sogenannter 

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung der membranständigen IL-1-Rezeptoren  

IL-1β bindet an die extrazelluläre Domäne des membranösen IL-1R1. Durch Rezeptordimer-
isierung des IL-1R1 und des Ko-Rezeptors IL-1R3 kommt es über Adaptormoleküle, wie 
TIR, MyD88 und IRAK zur Aktivierung proinflammatorischer Signalwege, beispielsweise 

wird der Signalweg über Transkriptionsfaktor NFB aktiviert. IL-1R2 wirkt als Köder-Rezep-
tor, da er IL-1β bindet, jedoch keine Signalwege aktiviert. IL-1β: Interleukin-1β, IL-1 Ra: In-
terleukin-1-Rezeptorantagonist, IL-1R1: Interleukin-1-Rezeptor 1, IL-1R2: Interleukin-1-Re-
zeptor 2, IL-1R3: Interleukin-1-Rezeptor 3, TIR: Toll/IL-1R homology domain, MYD 88: 
Myleoid differentiation primary response 88, IRAK 1: Interleukin-1 receptor associated 
kinase (modifiziert nach Boraschi und Tagliabue 2013). 
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Köder-Rezeptor, der das IL-1β bindet und damit die IL-1β-Effekte blockiert. IL-1R2 

kommt sowohl in membrangebundener als auch in löslicher Form vor.  

Eine intraplantare Injektion von IL-1β führt innerhalb einer Minute zu vorübergehenden 

Entladungen, sowie erhöhten Antwortraten auf mechanische und thermische Reize 

(Fukuoka et al. 1994). IL-1β wirkt über IL-1R1 direkt auf die sensorischen Neurone, 

sensibilisiert diese gegenüber noxischen Hitzereizen und führt zur Entstehung einer 

thermischen Hyperalgesie (Obreja et al. 2002). Die nozizeptiven Afferenzen besitzen 

hitze-sensible Ionenkanäle, die sogenannten TRPV1-Rezeptoren (Caterina und Julius 

2001). In kultivierten Neuronen der Spinalganglien erhöht die Applikation von IL-1β die 

Expression des Ionenkanals TRPV-1 und vermittelt vermutlich darüber eine thermi-

sche Hyperalgesie (Ebbinghaus et al. 2012).  

IL-1β und IL-1R1 sind auch im Hinterhorn des Rückenmarks und im Gehirn lokalisiert 

(Samad et al. 2001, Guo et al. 2007, Zhang et al. 2008, Hung et al. 2017). Nach peri-

pheren Nervenverletzungen oder Verletzungen und Erkrankungen des Rückenmarks 

steigt die Konzentration an IL-1β in den Spinalganglien, den Neuronen des Hinterhorns 

und den Gliazellen an (DeLeo et al. 1997). Die spinale Applikation von IL-1β verstärkt 

die Antworten der C-Fasern und das Auftreten des Wind-up-Phänomens in WDR-Neu-

ronen des Hinterhorns gesunder Ratten (Reeve et al. 2000). Die intrathekale Gabe von 

IL-1β induziert eine mechanische und thermische Hyperalgesie, sowie eine Allodynie 

(Reeve et al. 2000, Falchi et al. 2001, Kawasaki et al. 2008). IL-1β beeinflusst die 

neuronale Erregbarkeit über Veränderungen von AMPA- und NMDA-Rezeptoren und 

GABA-Rezeptoren (Schäfers und Sorkin 2008, Liu et al. 2013). Dadurch steigt die sy-

naptische Übertragung in den nozizeptiven Neuronen der superfiziellen Schichten des 

Hinterhorns von Ratten (Kawasaki et al. 2008, Liu et al. 2013). IL-1β führt zu langan-

haltenden neuronalen Veränderungen durch Phosphorylierung von Transkriptionsfak-

toren, z.B. CREB (cAMP-response element bindung protein), die wiederum zur Erhö-

hung des Schmerzes führen (Kawasaki et al. 2008, Zhang et al. 2018). 
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2.6.2. Interleukin-6 

IL-6 wird von verschiedenen Zellen, wie Makrophagen, Neutrophilen, Mastzellen, Fib-

roblasten, Neuronen und Gliazellen produziert (Kishimoto und Tanaka 2014). Im Kör-

per ist es an zahlreichen Prozessen beteiligt, wie der Blutbildung, dem Knochenstoff-

wechsel und der Differenzierung spezifischer Immunzellen (T-Zellen). Seine Wirkung 

entfaltet Interleukin-6 über zwei unterschiedliche Wege, das klassische Signaling und 

das sogenannte Transsignaling. Diese beiden Signalwege sind in Abbildung 8 darge-

stellt.  

Beim klassischen Signalweg bindet Interleukin-6 an den membrangebunden Interleu-

kin-6-Rezeptor, der auch als Glykoprotein 80 bezeichnet wird. Um die intrazellulären 

Signalwege in Gang setzen zu können, braucht der Interleukin-6-Rezeptor Glykopro-

tein 130 als Untereinheit. Der klassische Signalweg kommt in Leukozyten, Leberzellen 

und Epithelzellen vor, da diese Zellen die membrangebundenen Interleukin-6-Rezep-

toren exprimieren. Der klassische Interleukin-6-Signalweg initiiert anti-inflammatori-

sche Effekte, beispielsweise die Regeneration von Leberzellen (Schmidt-Arras und 

Rose-John 2016).  

Das Transsignaling vermittelt hingegen die proinflammatorische Wirkung von IL-6 

(Rose-John 2012, Garbers et al. 2015). Dabei bindet Interleukin-6 an lösliche Interleu-

kin-6-Rezeptoren. Der lösliche Interleukin-6-Rezeptor wird von Metalloproteasen (z.B. 

ADAM 17) aus der Membran abgespalten. Dieser Vorgang wird als Shedding bezeich-

net. Der lösliche Interleukin-6-Rezeptor bildet mit dem freien Interleukin-6 einen Kom-

plex. Dieser Komplex bindet an ein Dimer des membrangebundene Glykoproteins 130 

und aktiviert intrazelluläre Signalwege. 
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Abbildung 8: Klassisches Signaling und Transsignaling von Interleukin-6 
 

Beim klassischen Signaling bindet das Interleukin-6 (IL-6) an den membrangebunden Inter-
leukin-6-Rezeptor (gp 80). Nach der Anlagerung des Glykoproteins 130 (gp130) werden in-
trazelluläre Signalwege aktiviert. Beim Transsignaling bindet IL-6 den löslichen IL-6 Rezep-
tor (sIL-6R). Der sIL-6R wird durch Metalloproteasen, wie ADAM 17 von der Membran ge-
spalten. Der Komplex aus IL-6 und sIL-6R kann durch das ubiquitär exprimierte, membran-
ständige gp130 an zahlreichen Zellen intrazelluläre Signalwege auslösen. 
IL-6: Interleukin-6, gp130: Glykoprotein 130, IL-6R: Interleukin-6 Rezeptor, sIL-6R: löslicher 
Interleukin-6 Rezeptor, ADAM 17: A Disintegrin And Metalloproteinase Domain 17 (Scheller 
et al. 2007). 
 

Da Glykoprotein 130 auf nahezu allen Zellen des menschlichen Organismus exprimiert 

wird, erweitert der Mechanismus des Transsignalings den Wirkungsbereich des IL-6. 

Jedoch funktioniert das Transsignaling nur, wenn die Konzentration des löslichen In-

terleukin-6-Rezeptors die Konzentration des endogenen, löslichen Glykoproteins 130 

überschreitet. Das lösliche Glykoprotein 130 neutralisiert den Komplex aus Interleukin-

6 und löslichen Interleukin-6-Rezeptor (Jostock et al. 2001). Somit verhindert das lös-

liche Glykoprotein 130, dass der Komplex an membrangebundenes Glykoprotein 130 

bindet und jede Zelle stimuliert. Das lösliche Glykoprotein 130 wirkt antagonistisch und 

hemmt selektiv die Interleukin-6-Antworten über den löslichen Interleukin-6-Rezeptor. 

Die Wirkung über den membrangebundenen Interleukin-6-Rezeptor bleibt davon un-

beeinflusst (Scheller et al. 2015). 
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Die peripheren sensorischen Fasern exprimieren Glykoprotein 130 in ihrer Membran. 

Über das Transsignaling führt Interleukin-6 in der Peripherie zu einer dosisabhängigen 

Sensibilisierung von C-Fasern. Experimentell steigen nach einer Injektion von 20 ng 

Interleukin-6 in das gesunde Kniegelenk einer Ratte die gemessenen C-Faser-Antwor-

ten bei mechanischer Reizung (Brenn et al. 2007). Die gleichzeitige Injektion des lös-

lichen Glykoprotein 130 verhindert das Auftreten der gesteigerten Antwort (Brenn et 

al. 2007). Dies konnte auch an Verhaltensexperimenten bestätigt werden (Boettger et 

al. 2010).  

Im Rückenmark wird Interleukin-6 von den zentralen Endigungen der peripheren No-

zizeptoren, von spinalen Neuronen oder von aktivierten Gliazellen freigesetzt 

(McMahon und Malcangio 2009, Erta et al. 2012). Beispielsweise setzen während ei-

nes entzündlichen Geschehens im Kniegelenk die zentralen nozizeptiven Endigungen 

vermehrt Interleukin-6 im Rückenmark frei (Vazquez et al. 2012). Interleukin-6 entfaltet 

seine Wirkung über membrangebundene Interleukin-6-Rezeptoren, die auf Gliazellen 

und zerebrovaskulären Endothelzellen vorkommen, sowie über den löslichen Interleu-

kin-6-Rezeptor, der von Mikrogliazellen freigesetzt wird (Vazquez et al. 2012, König et 

al. 2016). Interleukin-6 verstärkt die exzitatorische synaptische Übertragung, indem es 

die präsynaptische Glutamatfreisetzung erhöht und damit die Frequenz von exzitatori-

schen synaptischen Potentialen an den spinalen Neuronen erhöht (Kawasaki et al. 

2008). Weiterhin hemmt es die inhibitorische Wirkung von GABA und Glycin (Kawasaki 

et al. 2008). In Folge treten die klassischen Merkmale der zentralen Sensibilisierung 

auf: eine erhöhte Antwortrate der spinalen nozizeptiven Neurone auf mechanische 

Reize, eine Vergrößerung des rezeptiven Feldes (Vazquez et al. 2012). 

2.6.3. Tumornekrosefaktor-α 

Der Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) ist ein proinflammatorisches Zytokin, das häufig 

zur Freisetzung weiterer Zytokine führt (Cook et al. 2018). Es beeinflusst und koordi-

niert die inflammatorische Antwort in nahezu allen Geweben (Miller et al. 2014). Eine 

Injektion von TNF-α in das Kniegelenk gesunder Ratten erhöht die Antwortraten von 

C- und Aδ-Fasern auf nicht-noxische und noxische Stimulation (Richter et al. 2010).  

Die intrathekale Injektion von TNF-α verursacht die Entwicklung einer thermischen und 

mechanischen Hyperalgesie (Kawasaki et al. 2008). Im Rückenmark steigert TNF-α 

die nozizeptive Informationsübertragung, indem es die Freisetzung von Glutamat an 
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der Präsynapse erhöht und über eine Aktivitätssteigerung der postsynaptischen 

AMPA- und NMDA-Rezeptoren vermehrt zu exzitatorischen postsynaptischen Poten-

tialen führt (Zhang et al. 2011). Außerdem hemmt TNF-α die Frequenz von inhibitori-

schen postsynaptischen Potentialen (Zhang et al. 2010). Die Neurone des Hinterhorns 

exprimieren zwei Rezeptorentypen für TNF-α, wobei TNFR1 einen größeren Einfluss 

auf die spinale nozizeptive Informationsweiterleitung zu haben scheint als TNFR2 

(Zhang et al. 2011). Das von der Mikroglia freigesetzte TNF-α erhöht über TNFR1 auf 

nozizeptiven Neuronen des Hinterhorns die exzitatorische synaptische Aktivität und 

hemmt die inhibitorische synaptische Aktivität. Damit wird eine zentrale Sensibilisie-

rung gefördert (Taves et al. 2013). TNF-α führt zu einer spinalen Übererregbarkeit 

(König et al. 2016) und steht im Zusammenhang mit neuropathischem und entzündli-

chem Schmerz (Milligan und Watkins 2009, König et al. 2014). Die spinale Applikation 

von Etanercept, das die TNF-α-Wirkung neutralisiert, verhindert die Entwicklung einer 

spinalen Übererregbarkeit während einer peripheren Entzündung (König et al. 2014). 

Die von TNF-α induzierte spinale Übererregbarkeit ist vom Transsignaling des IL-6 und 

seines löslichen IL-6-Rezeptors abhängig. Dies ist in Abbildung 9 dargestellt. 

 

Abbildung 9: Diagramm der Wirkungskaskade des TNF-α 
 

TNF-α führt zur Freisetzung von IL-6 aus spinalen Neuronen und dem löslichen IL-6R aus 
Mikrogliazellen. Durch das Transsignaling vermittelt der Komplex aus IL-6 und sIL-6R eine 
Übererregbarkeit von spinalen Neuronen. TNF-α: Tumornekrosefaktor-α, IL-6: Interleukin-6, 
sIL-6R: löslicher Interleukin-6-Rezeptor (König et al. 2016).  

 

 

 

 

 

 

 

 

spinale Übererregbarkeit 
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2.7. Bedeutung der Mikroglia für die Nozizeption 

Als Mikroglia werden die residenten Immunzellen des ZNS bezeichnet (York et al. 

2018). Die Mikrogliazellen machen 10 - 20 % aller Zellen des ZNS aus und sind hete-

rogen im gesamten ZNS verteilt (Lawson et al. 1990). Sie sind an der neuronalen Ent-

wicklung beteiligt, übernehmen Reparaturprozesse und regulieren die neuronale Akti-

vität und Plastizität im gesunden Gehirn (York et al. 2018). Die ruhende Mikroglia be-

sitzt weitverzweigte Fortsätze und überwacht damit ihre Umgebung (Nimmerjahn et al. 

2005, Raivich 2005, Hanisch und Kettenmann 2007, Ji et al. 2013).  

Die primär afferenten Endigungen der Nozizeptoren setzen infolge einer Entzündung 

oder einer Verletzung von Nervenfasern verstärkt Glutamat und Neuromodulatoren, 

wie Substanz P, Calcitonin Gene-Related Peptide und Adenosintriphosphat frei (Ren 

und Dubner 2008). Diese Transmitter tragen nicht nur zur Sensibilisierung postsynap-

tischer Neurone bei, sondern aktivieren die Gliazellen im Bereich der Synapse (Guo et 

al. 2007, Ikeda et al. 2007, Vallejo et al. 2010). 

Starke noxische Stimulation, z.B. durch eine periphere Gewebe- oder Nervenverlet-

zung, führt zu anhaltenden nozizeptiven Eingängen an den spinalen Synapsen (Woolf 

und Salter 2000). In Folge setzen die primären Afferenzen vermehrt Neurotransmitter, 

wie Glutamat und ATP frei. Da Mikrogliazellen nahezu dieselben Rezeptoren wie Neu-

rone exprimieren, können auch sie auf die gesteigerte synaptische Aktivität reagieren 

(Murugan et al. 2012, Domercq et al. 2013, York et al. 2018). Beispielsweise sind 

NMDA-Rezeptoren sowohl auf Neuronen, Mikrogliazellen und Astrozyten zu finden 

(Ren und Dubner 2008). Im Rückenmark reagiert die Mikroglia unter anderem auf das 

von stimulierten Neuronen freigesetzte Adenosintriphosphat (ATP) (Eyo et al. 2015). 

Orr et al zeigten, dass die Adenosin-Rezeptoren der Mikroglia unter inflammatorischen 

Bedingungen hochreguliert sind und dies möglicherweise zur Aktivierung der Mikroglia 

führt (Orr et al. 2009). Die Folge dieser pathologischen Veränderungen, insbesondere 

bei Nervenverletzungen, ist eine Veränderung der Mikroglia, die als „Mikrogliose“ be-

zeichnet wird. Die Mikroglia verändert in diesem Prozess ihre Morphologie, ihre Ver-

zweigungen nehmen stak ab und sie wird amöboid (Streit et al. 1999). Diese Verän-

derungen ermöglichen der Mikroglia rasch zu antworten und tragen zur Abschirmung 

der Verletzung, zur Regeneration und durch Freisetzung von inflammatorischen Sig-

nalen zur Immunantwort bei (Taves et al. 2013).  
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Beispielsweise führt die ATP-induzierte Aktivierung von Mikroglia zu einem Anstieg 

des intrazellulären Kalziums und des Brain-derived neurotrophic factor (BDNF). Dies 

aktiviert den proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NFB und leitet so die Pro-

duktion von proinflammatorischen Mediatoren ein (Vallejo et al. 2010). Als Antwort auf 

eine gesteigerte synaptische Aktivität kann die Mikroglia durch Freisetzung von Sig-

nalmolekülen, z.B. TNF-α und IL-1β, oder durch direkten Kontakt zu Neuronen, zu sy-

naptischen Veränderungen führen (York et al. 2018). Die von der aktivierten Mikroglia 

freigesetzten Mediatoren, sind in der Modulation der neuronalen Signale potenter als 

die klassischen Neurotransmitter (Ji et al. 2013). Diese proinflammatorischen Media-

toren bewirken eine langanhaltende plastische Veränderung der synaptischen Verbin-

dungen, die zu einer verstärkten Vermittlung der aufsteigenden nozizeptiven Informa-

tion führt (Dodds et al. 2016).  

Minocyclin, ein Inhibitor der Mikroglia, kann neuropathische, entzündliche und post-

operative Schmerzen reduzieren (Raghavendra et al. 2003, Hua et al. 2005). Die Ak-

tivierung der Mikroglia und die Interaktion zwischen Neuronen und Gliazellen ist ein 

Schlüsselmechanismus der zu chronischen Schmerzen führt (Ji et al. 2013). König et 

al. konnten zeigen, dass die Interaktion zwischen Neuronen und Mikroglia über die 

proinflammatorischen Zytokine TNF-α und IL-6 zu einer spinalen, neuronalen Überer-

regbarkeit führt (König et al. 2016). Die Abbildung 10 stellt die Vorgänge grafisch dar. 

Die Applikation von TNF-α führt über die Aktivierung von TNFR1 zur Freisetzung von 

IL-6 aus spinalen Neuronen. Gleichzeitig induziert TNF-α an kultivierten Mikrogliazel-

len das Shedding (Abspaltung) des löslichen IL-6-Rezeptors von der Zellmembran 

über ADAM 10/17. Der Komplex aus freiem IL-6 und löslichem IL-6-R (sIL-6R) kann 

durch das Transsignaling weitere Neurone aktivieren (König et al. 2016). 
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Abbildung 10: Interaktion von Mikroglia und Neuronen über die Zytokine TNF-α und IL-6 

TNF-α führt über TNFR1 zur Freisetzung von IL-6 aus Neuronen. Weiterhin bewirkt TNF-α in 
kultivierten Mikrogliazellen die Abspaltung (Shedding) des sIL-6R. Das bedeutet, der IL-6 
Rezeptor wird durch ADAM 10/17 aus der Membran der Mikrogliazellen geschnitten und als 
löslicher IL-6R freigesetzt. Der Komplex aus IL-6 und dem löslichen IL-6R (sIL-6R) bindet an 
das ubiquitär von Zellen exprimierte gp130 und vermittelt die proinflammatorischen Effekte 
des IL-6. Dadurch entwickelt sich eine spinalen Übererregbarkeit (modifiziert nach König et al. 
2016). 
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3. Ziele dieser Arbeit 

Diese Arbeit befasst sich mit den neuronalen Grundlagen des Gelenkschmerzes.  

Vorangehende Studien hatten gezeigt, dass proinflammatorische Zytokine wie IL-1β, 

TNF-α und IL-6 im Gewebe eine essentielle Rolle in der Sensibilisierung von periphe-

ren Nozizeptoren spielen (Sommer und Kress 2004). Die proinflammatorischen Zyto-

kine sind jedoch nicht nur in der Peripherie für die Nozizeption von Bedeutung, sondern 

sie werden auch im zentralen Nervensystem freigesetzt und bewirken auch über zent-

rale Mechanismen eine gesteigerte Schmerzempfindung. TNF-α und IL-6/sIL-6R-

Komplexe führen bei spinaler Applikation zur Übererregbarkeit der nozizeptiven Neu-

rone im Rückenmark, die Einstrom von Kniegelenkafferenzen bekommen. Nicht-

schmerzhafte und schmerzhafte mechanische Reize erzeugen nach Applikation dieser 

Zytokine erhöhte neuronale Antworten, und die rezeptiven Felder der Neurone vergrö-

ßern sich (Vazquez et al. 2012, König et al. 2014, König et al. 2016).  

Welchen Einfluss spinales IL-1β dabei auf die Antwort spinaler nozizeptiver Neurone 

auf mechanische Gelenkreizung hat, ist jedoch unklar, insbesondere auch ob es ähn-

lich wie TNF-α in Interaktion mit dem spinalen IL-6-Transsignaling steht (König et al. 

2016). An derartigen Interaktionen sind Neurone und Gliazellen des Rückenmarks be-

teiligt. Daher war es ebenfalls Ziel dieser Arbeit, die Wirkung von IL-1β auf die Mikrog-

lia in vivo und in vitro zu untersuchen. IL-1β entfaltet seine proinflammatorische Wir-

kung über NFB und p38, die auch in der Nozizeption von Bedeutung sind und daher 

als Messparameter für die In-vitro-Versuche herangezogen wurden (Niederberger und 

Geisslinger 2008). 

Folgende Fragen wurden gestellt: 

• Führt die spinale Applikation von IL-1β zu einer spinalen Übererregbarkeit bei 

mechanischer Reizung des Gelenks? 

• Wird eine von IL-1β induzierte spinale Übererregbarkeit durch den IL-6/sIL-6-R-

Komplex, also das IL-6-Transsignaling vermittelt? 

• Führt die Stimulation von kultivierter Mikroglia mit IL-1β zur Freisetzung des lös-

lichen IL-6-Rezeptors (sIL-6-R)? 

Die Untersuchungen zur Bedeutung von IL-1β für die spinale Erregbarkeit wurden mit 

Hilfe von extrazellulären Ableitungen an nozizeptiven Neuronen des Rückenmarks in 

vivo an narkotisierten Ratten durchgeführt. 
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4. Methoden 

4.1. Versuchsvorbereitung 

4.1.1. Herstellung von Elektroden 

Zur Ableitung extrazellulärer neuronaler Aktionspotentiale wurde eine Carbonfaser-

elektrode verwendet, deren Anfertigung im Folgenden beschrieben wird und in Abbil-

dung 11 schematisch dargestellt ist. 

Aus einem Bündel von Carbonfasern wurde eine einzelne 7 - 10 cm lange Faser mit 

einem Durchmesser von 5 µm entnommen. An einen Goldstecker (Durchmesser 0,8 

mm) wurde eine vernickelte Kupferspitze gelötet. An die Kupferspitze wurde die Car-

bonfaser mit Silberleitlack geklebt. Über die Faser wurde eine 10 cm lange Glaskapil-

lare (Hilgenberg Borosilicatglaskapillare, Art.-Nr. 1142170, Malsfeld, Deutschland) ge-

schoben und mit Zweikomponentenkleber an dem Goldstecker fixiert. Die Rohlinge 

wurden mit einem Elektrodenziehgerät (Nachbau: Narashige, Tokyo) fein ausgezogen, 

sodass der Spitzendruchmesser etwa 5 µm betrug. Um den optimalen Widerstand der 

Elektrode (5 -10 MOhm) zu erreichen, wurde die aus dem Glas ragende Carbonfaser 

mit Schwefelsäure (𝐻2𝑆𝑂4, 0,1 𝑀), die mit wenigen Kristallen Kaliumchromat 

(𝐾2𝐶𝑟2𝑂7)   versetzt wurde, unter optischer Kontrolle (Mikroskop Carl Zeiss, Jena, 

Deutschland) abgeätzt. Schließlich wurde die Leitfähigkeit der Elektroden mit einem 

Impedanzmessgerät überprüft. 

 

Abbildung 11: Schematischer Aufbau der Glasfaserelektroden vor dem Ziehen und Abät-
zen 
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4.1.2. Narkose und Präparation der Ratte 

Alle Tierversuche wurden nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes 

genehmigt und durchgeführt (Antrags-Nummer 02-013/08 „Neuronale Grundlagen des 

Gelenkschmerzes: Nozizeptive Wirkung proinflammatorischer Zytokine“ und Antrags-

Nummer 02-008/13 „Die schmerzerzeugende Rolle von Zytokinen bei Gelenkerkran-

kungen“). Für die Experimente wurden 40 männliche Wistarratten (Janvier, Frankreich, 

oder deren Nachkommen aus eigener Züchtung) mit einem Gewicht von 350 – 500 g 

und im Alter von 10 - 15 Wochen verwendet. Die Tiere wurden mit dem Babituratderivat 

Thiopental-Natrium (Trapanal ®, Rotexmedica, Trittau, Deutschland) narkotisiert. Bei 

intraperitonealer Injektion von 100 - 120 mg/kg Körpergewicht konnte nach etwa 10 

Minuten mit einem Wirkungseintritt gerechnet werden. Eine Überprüfung des Korneal-

reflexes und der Reaktion auf Schmerzreize zeigte die Narkosetiefe. Eine unverän-

derte Atemfrequenz, sowie ausbleibende Beuge- und Strecksynergismen bei 

Schmerzreizen und das Fehlen des Kornealreflexes galten als Zeichen ausreichend 

tiefer Anästhesie. Falls dies nach einmaliger Injektion nicht erreicht werden konnte, 

bzw. bei Veränderung der Vitalparameter (mittlerer arterieller Druck, Atemfrequenz) 

während des Experiments, wurden geringe Mengen von 20 - 35 mg/kg Trapanal® i.p. 

nachinjiziert. Um die Körpertemperatur konstant auf 37°C ± 0,5 zu halten, wurde ein 

rektaler Temperaturfühler mit einer rückgekoppelten Heizplatte verwendet. Um die 

Austrocknung der Augen zu vermeiden wurde eine Augensalbe (Bepanthen) aufgetra-

gen.  

Das Versuchstier wurde nach einer Rasur im Bereich des Halses, des Rückens und 

des linken Hinterbeins in Rückenlage positioniert. Nach einem medianen Hautschnitt 

am Hals, wurde ein etwa sechs Ringknorpel umfassender Bereich der Trachea von 

der umgebenden Halsmuskulatur stumpf freipräpariert. Nach Inzision zwischen zwei 

Ringknorpeln konnte die Tracheotomiekanüle, ein kurzes gebogenes Kunststoffröhr-

chen, eingeführt werden. Über diese Kanüle wurde die selbstständige Atmung der 

Ratte durch zugeführten Sauerstoff unterstützt. Zur Überwachung des arteriellen Mit-

teldrucks wurde die Arteria carotis communis sinistra unter dem M. omohyoideus seit-

lich der Trachea aufgesucht und stumpf frei präpariert. Unter dem Binokular (Carl 

Zeiss, Jena, Deutschland) wurde die Arterie nach Fixierung mit einer Federschere und 

einer mikrochirugischen Pinzette eröffnet und der mit Heparin (12,5 IE/ml arteriell und 

1,0 IE/ml venös) und Tyrode (127,8 nM NaCl, 2,5 mM KCl, 9 mM CaCl2, 2,1 mM MgCl2, 
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9,8 mM NaHCO3, 0,15 mM NaHCO3 in destilliertem Wasser) befüllte Katheter (VYGON 

umbilical catheter, REF 1270.02, 2,5 Fr, Frankreich) eingeführt. Der Katheter wurde 

mit dem Blutdruckmessgerät (World Precision Instruments, Sarasota, USA) verbun-

den. Mitteldrücke zwischen 80 und 120 mmHg wurden als normwertig beurteilt. In sel-

ber Weise wurde auch die V. jugularis sinistra katheterisiert (VYGON umbilical cathe-

ter, REF 1270.03, 3,5 Fr, Frankreich). Es erfolgte der Verschluss der Halswunde durch 

eine Kutannaht. 

Um die Wirbelsäule zu erreichen, wurde ein medianer Hautschnitt vom 12. Brustwir-

belkörper bis zum 5. Lendenwirbelkörper in Bauchlage durchgeführt. Die Processus 

transversi der ersten bis vierten Lendenwirbelkörper wurden auf beiden Seiten freiprä-

pariert. In einem eigens dafür gebauten Fixationsrahmen wurde die Ratte an Kopf und 

Schwanz befestigt. Die Wirbelsäule wurde mit beidseits je vier Schwanenhalsklem-

men, die Teil des Fixationsrahmens waren, unter den freigelegten Processus trans-

versi stabilisiert. Es folgte eine Laminektomie und Eröffnung der Dura mater im Bereich 

der fixierten Wirbelkörper unter einem Binokular (Carl Zeiss, Jena, Deutschland). 

Um Erschütterungen des Rückenmarks während des Versuchs möglichst gering zu 

halten, wurde der Fixationsrahmen auf einen pneumatisch schwingungsgedämpften 

Tisch geschraubt. 

4.1.3. Technischer Aufbau zur extrazellulären Ableitung 

Zur extrazellulären Ableitung von neuronalen Antworten wurde folgender technischer 

Aufbau verwendet, der in Abbildung 12 skizziert ist. 

Die angefertigte Carbonfaserelektrode wurde in einem Elektrodenhalter unter mikro-

skopischer Sicht dem Rückenmark der Ratte aufgesetzt. Durch einen Mikrostepper 

(Phytron, TC Electronic; Zell/Main, Deutschland) konnte die Elektrode, auf der Suche 

nach einer Region mit neuronalem Einstrom vom linken Kniegelenk und Sprunggelenk 

mikrometerweise in der Medulla spinalis auf- und abwärts bewegt werden. Gleichzeitig 

wurde dabei das linke Bein mechanisch gereizt. Die empfangenen Aktionspotentiale 

wurden über einen Vorverstärker mit Differentialverstärker (DAM80, World Precision 

Instruments, Sarasota, USA) auf etwa 10 V erhöht. Ein regelbarer Verstärker, Hoch- 

und Tiefpass-Filter dienten zur Festlegung des relevanten Frequenzbereichs (300 - 

2000 Hz). Mit einem digitalen Oszilloskop konnten die Aktionspotentiale optisch sicht-

bar gemacht werden und über einen Lautsprecher akustisch bewertet werden. Anhand 
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der Größe und Form der Aktionspotentiale konnte die Zellen unterschieden werden. 

Zur Datenaufnahme wurden sowohl ein Rohdatensignal als auch ein Signal, das Akti-

onspotentiale grob nach ihrer Form sortierte, von der Software Dapsys Version 8,42 

(Turnquist et al., 2004) gespeichert. 

 

 

Abbildung 12: Schema des Versuchsaufbaus  
 

Die Carbonfaserelektrode wurde durch den Mikrostepper im Rückenmark der Ratte bewegt. 
Die extrazellulär gemessenen Aktionspotentiale wurden mehrmals verstärkt. Störende Eingänge  
wurden durch den Hoch- und Tiefpassfilter entfernt. Die gemessenen Aktionspotentiale konnten 
akustisch über einen Lautsprecher und grafisch über das digitale Oszilloskop dargestellt und nach 
Digitalisierung über die Software Dapsys aufgezeichnet werden. 
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4.2. Versuchsablauf 

4.2.1. Eingrenzung des abzuleitenden Rückenmarkbereichs 

Unter mikroskopischer Sicht wurde die Elektrode auf die Oberfläche des Rückenmarks 

im Bereich der Vena spinalis posterior sinistra und der Radix posterior aufgesetzt und 

mit dem Mikrostepper in Schritten von wenigen µm bis zu einer maximalen Tiefe von 

1200 µm in das Hinterhorn des Rückenmarks vorgeschoben. 

Zunächst wurde eine Region mit normalen Antworten auf mechanische Reizung des 

Knie- und Sprunggelenks eingegrenzt. In diesem Bereich wurde durch einen Plastik-

ring (Breite 3 mm, Länge 7 mm, Höhe 2mm) ein mit Tyrode gefüllter Kunststofftrog 

gebildet (im Folgenden als Pool bezeichnet). Der Rest des Operationsgebiets wurde 

mit warmem, flüssigem Agar (3% in Tyrode, Fluka, Deisenhofen, Deutschland), der 

sich bei Raumtemperatur verfestigte, abgedeckt. 

Innerhalb des Pools wurde nun mit der Elektrode nach einem einzelnen Neuron ge-

sucht, das eindeutig und differentiell auf nicht-schmerzhafte und schmerzhafte Druck-

reize aus dem Tiefengewebe des Kniegelenks und Sprunggelenks antwortete. 

Entscheidend für die Auswahl waren folgende Kriterien: 

- Afferenz aus dem Tiefengewebe des Knie- und Sprunggelenks, sowie gegebe-

nenfalls ein rezeptives Feld an der Pfote 

- Keine Reaktion auf Bewegung der unteren Extremität 

- Keine Reaktion auf Berührung oder Bestreichen der Haut über dem Knie 

- Signal-Rausch-Verhältnis mindestens 3:1 

- Stabil gemessene neuronale Antwort über mindestens 30 Minuten während 

nicht-noxischer und noxischer Stimulation des Beins. 
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4.2.2. Versuchsprotokoll 

Ziel war es das Antwortverhalten des Neurons auf standardisierte, nicht-schmerzhafte 

und schmerzhafte Druckreize auf Kniegelenk, Sprunggelenk und Pfote bei spinaler 

Applikation von bestimmten Testsubstanzen, wie beispielsweise IL-1β, zu untersu-

chen. Die Abbildung 13 stellt die ausgewählten Stimulationsorte dar. 

 

Abbildung 13: Darstellung der Stimulationsorte 
 

Es wurden extrazelluläre Aktionspotentiale bei nicht-noxischer und noxischer Stimulation an 
Knie-, Sprunggelenk und Pfote gemessen. 

Im Bereich des Kniegelenks wurde ein Druckreiz mit einem den anatomischen Ver-

hältnissen des Tieres angepassten Stempel (montiert an die Federwaage von COR-

REX, Haag-Streit, Bern, Schweiz) mit einem nicht-noxischen Stimulus von 1,9 N/ 40 

mm² und einer als noxisch definierten Intensität von 7,8 N/ 40 mm² gesetzt. Die Appli-

kation des Reizes an Sprunggelenk und Pfote erfolgte durch zwei modifizierte Kroko-

dilklemmen, die jeweils in mediolateraler und dorsoplanter Richtung aufgesetzt wur-

den. Die Kompressionskraft der nicht-noxischen Krokodilklemme entsprach 1,1N/ 20 

mm², die der noxischen Klemme 5,8 N/ 20 mm². Es wurde versucht während des ge-

samten Versuchs die Krokodilklemmen an derselben Stelle zu platzieren. 

Während standardisierter Abfolgen von mechanischen Stimulationen des Beins wurde 

das Antwortverhalten der Neurone als digitalisiertes Signal mit Hilfe oben genannter 

Software aufgenommen. Zeitgleich wurde jede Reizantwort (Aktionspotentiale inner-

halb von 15 Sekunden) schriftlich protokolliert, um bei der Auswertung auf mögliche 

technische Fehler oder Probleme (z.B. Signalverunreinigungen durch Rauschen) rück-

schließen zu können. 

Eine Stimulationssequenz setzte sich aus 15 Sekunden Stimulation und 15 Sekunden 

Pause an allen drei Stimulationsorten zusammen. Dies ist in Abbildung 13 aufgezeich-

net. Eine Stimulation kann folgendermaßen beschrieben werden: 
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Die Stimulation begann mit einem nicht-noxischen Reiz am Knie für 15 Sekunden, 

dann folgten 15 Sekunden Pause und ein noxischer Reiz für 15 Sekunden. Nach 15 

Sekunden Pause wurde das Sprunggelenk für 15 Sekunden nicht-noxisch stimuliert, 

dann folgten 15 Sekunden Pause und ein noxischer Reiz für 15 Sekunden. Nach 15 

Sekunden Pause erfolgte eine nicht-noxische Stimulation der Pfote für 15 Sekunden, 

dann 15 Sekunden Pause und 15 Sekunden einer noxischen Reizung. An die noxische 

Stimulation des Sprunggelenks schloss sich eine Pause von 120 Sekunden an. Die 

Stimulationen zusammen mit den 120 Sekunden Pause wurden als eine Stimulations-

sequenz bezeichnet. 

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Zeitablaufs einer Stimulationssequenz 
 

Es wird jeweils für 15 Sekunden nicht-noxisch und noxisch an Knie-, Sprunggelenk und Pfote 
stimuliert, dazwischen liegen Pausen von je 15 Sekunden und am Ende eine Pause von 120 
Sekunden. 

Es wurde so lange stimuliert bis sich in einer Phase von mindestens 30 Minuten ein 

stabiles Antwortverhalten der Neurone zeigte. Der stabile, 30-minütige Zeitraum wurde 

als Baseline bezeichnet. Die zu untersuchende Substanz wurde nach Aufnahme einer 

stabilen Baseline auf das Rückenmark der Ratte gegeben. Etwa 75 Minuten nach Be-

ginn des Protokolls wurde die Flüssigkeit auf dem Rückenmark, im Folgenden als 

„Überstand“ bezeichnet, abgenommen und durch frische Substanz ersetzt. Den zeitli-

chen Ablauf der spinalen Substanzapplikation zeigt Abbildung 14 auf.  
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der spinalen Applikation einer Testsubstanz  
 

Nach einer stabilen Baseline wurde die Testsubstanz spinal appliziert und etwa 75 Minuten 
nach Beginn des Versuchsprotokolls erneuert. 

 

4.3. Verwendete Substanzen 

Im Folgenden sind die verwendeten Substanzen, die jeweils in Tyrode gelöst wurden, 

aufgelistet: 

• Tyrode hergestellt aus 127,8 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 9 mM CaCl2, 2,1 mM 

MgCl2, 9,8 mM NaHCO3, 0,15 mM NaH2PO4 in destilliertem Wasser 

• rekombinantes Interleukin-1β der Ratte, Prospec, Rehovot, Israel 

• rekombinantes sgp130 der Ratte, R&D Systems, Minneapolis, USA 

• anti-Interleukin-6 der Ratte (# 115807), Biolegend, San Diego, USA 

• Minocyclin der Ratte, Sigma, Taufkirchen, Deutschland 

• rekombinantes Interleukin-1β der Maus, Prospec, Rehovot, Israel 

• rekombinanter Tumornekrosefaktor-α der Maus, Prospec, Rehovot, Israel 

 

4.4. Statistische Auswertung 

Nach dem Versuch wurden die handschriftlichen Notizen, die während der Messungen 

gemacht wurden, mit den Aufzeichnungen der Software Dapsys Version 8.42 vergli-

chen, um mögliche Fehler der Signalqualität bei der Aufnahme auszuschließen. Die 

Rohdaten bestanden aus den Aktionspotentialen, die als neuronale Antworten auf die 

nicht-noxischen und noxischen mechanischen Stimulationen an Knie, Sprunggelenk 

und Pfote ausgelöst wurden.  

Die statistische Auswertung soll im Folgenden exemplarisch anhand der gemessenen 

Daten bei spinaler Applikation von Tyrode dargestellt werden. Die Antworten der Neu-

rone auf spinale Applikation von Tyrode wurden als Kontrollgruppe verwendet, da die 

Testsubstanzen in Tyrode gelöst waren. Bereits frühere Studien konnten zeigen, dass 

Tyrode keinen Einfluss auf das neuronale Antwortverhalten hat (Vazquez et al. 2012). 

Die Abbildung 15 zeigt die gemessenen Rohdaten einer einzelnen Zelle. 
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Abbildung 16: Exemplarische Darstellung des Messprotokolls einer einzelnen Zelle 

Jeder Punkt entspricht jeweils der neuronalen Antwort auf eine 15-sekündige nicht-noxische 
(■) bzw. noxische (▲) Stimulation des Knie-, Sprunggelenks oder der Pfote. Im Rahmen eines 
5-minütigen Stimulationsblocks wird jede Stimulation jeweils einmal durchgeführt. Während 
der ersten 30 Minuten befindet sich Tyrode auf dem Rückenmark und die Grundaktivität des 
Neurons wird gemessen. Anschließend folgt die Applikation der Testsubstanz. Die spinale Ap-
plikation einer Testsubstanz wurde an mehreren Versuchstieren durchgeführt und im Zeitver-
lauf die Antworten der einzelnen Zellen zu einem Mittelwert zusammengefasst. Zusätzlich lie-
ßen sich zu jedem Mittelwert eine Standardabweichung und ein Standardfehler berechnen. In 
Abbildung 16 sind die gemittelten neuronalen Antwortraten zusammen mit dem Standardfehler 
des Mittelwerts für sechs Tiere einer Versuchsgruppe mit Tyrode dargestellt.  
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Abbildung 17: Die Mittelwerte der neuronalen Antworten  

Die Stimulation von Knie-, Sprunggelenk und Pfote von sechs Rückenmarksneuronen (n=6) 
bei spinal appliziertem Tyrode ergab die dargestellten Mittelwerte. Neben den Mittelwerten 
der Aktionspotentiale ist der dazugehörige Standardfehler dargestellt. Jeder Punkt stellt die 
gemittelte Antwortrate auf eine 15 Sekunden lange Stimulation mit einem nicht-noxischen 
Stimulus (▲) oder einem noxischen Stimulus (■) dar. 
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Um die Varianz der Antwortraten einzelner Zellen auszugleichen, wurden die Mess-

werte eines Tieres auf die Baseline normiert. Das bedeutet, dass der Mittelwert der 

Baseline einer Reizart von allen Einzelwerten der Reizantworten subtrahiert wurde. 

Durch diese Subtraktion konnten auch negative Werte entstehen. Des Weiteren wur-

den die zellulären Antworten innerhalb eines Zeitraums von 30 Minuten, das entspricht 

sechs Reizantworten, zusammengefasst und als ein Punkt dargestellt. In Abbildung 

17 sind die in einem Zeitraum von 30 Minuten (ein Block) zusammengefassten, gemit-

telten und auf die Baseline normierten zellulären Antworten bei spinaler Applikation 

von Tyrode dargestellt. Der erste Block entspricht dabei den ersten 30 Minuten nach 

spinaler Applikation der Testsubstanz, der zweite Block entspricht dem Zeitraum von 

Minute 30 bis Minute 60, der dritte Block dem Zeitraum von Minute 60 bis Minute 90 

und der vierte Block beinhaltet den Zeitraum von Minute 60 bis Minute 120. Um die 

Wirkung einer Testsubstanz auf die neuronalen Antworten statistisch zu beurteilen, 

wurden die mittleren Antworten während der Baseline mit dem ersten, zweiten, dritten 

und vierten Block nach Applikation der Testsubstanz verglichen. Der Vergleich inner-

halb einer Gruppe erfolgte mit dem Wilcoxon-Test für Paardifferenzen, der besonders 

für kleine, nicht-parametrische Stichproben geeignet ist. Eine signifikante Abweichung 

wurde angenommen, wenn p<0,05 war. In den Grafiken wurde eine signifikante Ab-

weichung von der Baseline mit einem Symbol (*) gekennzeichnet. Wurden Testgrup-

pen wiederholten Vergleichen ausgesetzt, ist dies in der Legende angegeben (Bonfer-

roni-Korrektur). 

Ein Vergleich der Antworten zwischen zwei Testsubstanzgruppen wurde mit dem 

Mann-Whitney-U-Test für unverbundene Stichproben durchgeführt. Dieser Test wurde 

ausgewählt, da aufgrund der kleinen Tierzahl nicht von einer Normalverteilung der 

Messwerte ausgegangen werden kann. Im Vergleich zwischen zwei Testsubstanzen 

wurden die entsprechenden Blöcke für Zeit, Stimulationsort und Stimulationsintensität 

miteinander verglichen. Das bedeutet, dass für den gleichen Stimulationstyp (z.B. 

nicht-noxische Stimulation) die Antworten der Gruppen mit und ohne spinale Testsub-

stanz zum gleichen Zeitpunkt verglichen wurden. Dieser Vergleich wurde für alle Blö-

cke, Stimulationsorte und Stimulationsintensitäten berechnet. Das Signifikanzniveau 

wurde bei p<0,05 festgelegt. Ein signifikanter Unterschied in den neuronalen Antwor-

ten von zwei Testsubstanzgruppen wurde in der Abbildung mit dem Symbol „+“ ge-

kennzeichnet. 
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Abbildung 18: Auf die Baseline normierte neuronale Antworten nach spinaler Applikation 
von Tyrode 

Jeder Punkt stellt die gemittelte Antwortrate für einen Zeitraum von 30 Minuten dar, der als 
Block bezeichnet wird.  
BL = Baseline, Vertikale Linie: Zeitpunkt der spinalen Applikation von Tyrode  
Keine signifikanten Abweichungen von der Baseline nach Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test 
für p< 0,05. 
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4.5. Zellkultur 

4.5.1. BV-2-Zelllinie 

Die BV-2- Zellen sind immortalisierte murine Mikrogliazellen und wurden freundlicher-

weise von Apl. Prof. Dr. med. habil. Reinhard Bauer vom Institut für Molekulare Zellbi-

ologie in Jena bereitgestellt. Die Kultivierung erfolgte in DMEM (Dulbeccos’s modified 

Eagle’s medium, Lonza, Basel, Schweiz) mit 10 % FCS (Fetales Kälberserum, hitze-

inaktiviert) bei 37° C und 5% CO2 im Brutschrank. 

Es erfolgte zweimal wöchentlich ein Splitten (Vereinzelung) der Zellen im Verhältnis 

1:10. Dafür wurden die Zellen mit PBS (1x Dulbecco´s-PBS, Ca2+ und Mg2+ frei, life 

technologies, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) und EDTA 

(0.02%) abgelöst. In einer Schwingrotorzentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0) bei 1.000 

rpm für vier Minuten zentrifugiert und dann in frischem Wachstumsmedium aufgenom-

men und neu ausgesät. 

Sowohl für den Western-Blot als auch für den ELISA wurden die Zellen in 12-Well-

Platten ausgesät. Pro Well wurden etwa 50.000 Zellen (ausgezählt mit Hilfe der Neu-

bauer-Zählkammer) verwendet und für 24 Stunden kultiviert. 

Vor den Stimulationsexperimenten erfolgte das „Hungern“ der Zellen, um die unspezi-

fische Aktivierung verschiedener Signalwege zu reduzieren. Dafür wurde 16 bis 18 

Stunden vor Stimulation das Nährstoffmedium der Zellen abpipettiert, die Zellen einmal 

mit DMEM gewaschen und anschließend DMEM ohne FCS hinzugegeben. 

Für die Stimulation wurde zu den gehungerten BV-2-Zellen rekombinantes Maus-IL-

1β (100 ng/ml DMEM, ProSpec, Rehovot, Israel) für verschiedene Zeitpunkte appli-

ziert. Als Kontrolle diente DMEM ohne IL-1β. 

4.5.2. Westernblot mit BV-2-Zellen 

Probenvorbereitung 

Zum Abstoppen der Stimulation der BV-2-Zellen wurden die Well-Platten auf Eis ge-

legt. Dann wurde das Medium abgesaugt und 100 µl eiskalter RIPA – Lysepuffer (10 

mM Tris-HCl (pH 7,59; 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 2,5 mM 𝑁𝑎4𝑃2𝑂7, 1 mM β-Glyce-

rophophat, 1% Na-Deoxycholat, 1 % NP-40, versetzt mit einer Proteaseinhibitor-

tablette von Roche, Ingelheim, Deutschland, nach Herstellerempfehlung) hinzugege-

ben. 
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Anschließend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers (SPL - life sience, Gye-

onggido, Korea) gelöst und in ein vorbereitetes Eppendorf Tube überführt. Nach einem 

Einfrier-Auftauzyklus wurden die Proben bei 14.000 U/min und 4°C für 20 min zentri-

fugiert. Nach Zugabe von 20 µl sechsfach konzentriertem Denaturierungspuffer nach 

Lämmli (% v/v: 20 %ige SDS-Lösung, 30 Glycerol, 30 β- Mercaptoethanol, 10 1M Tris, 

pH 7,5, gefärbt mit Bromphenolblau) zu den Überständen der Proben erfolgte die De-

naturierung bei 100° C für vier Minuten. Die Proben konnten anschließend sofort ver-

wendet werden oder wurden bei -20°C gelagert. 

Elektrophorese 

Für die Gelelektrophroese wurden 10%ige Polyacrylamidgele hergestellt. Dafür wur-

den nacheinander Trenngel (Trenngel 10 ml: 3,33 ml 30% Polyacrylsäure (PAA)-Lö-

sung (Roth, Karlsruhe, Deutschland); 1,9 ml Trenngelpuffer (211 Tris, pH 8,8); 50 µl 

20% Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lösung, 4,8 ml H2O, 40 µl 20%ige Ammoniumpersul-

fatlösung (Roth, Karlsruhe, Deutschland), 10 µl Tetramethylethylendiamin (TE-

MED)(Roth, Karlsruhe, Deutschland) und Sammelgel (Sammelgel: 0,66 ml 30% PAA 

(Roth, Karlsruhe, Deutschland), 1,25 ml Sammelpuffer (0,511Tris, pH 6,8), 25 µl 20% 

SDS-Lösung, 3,1 ml H2O; 30 µl 20%ige Ammoniumpersulfatlösung (Roth, Karlsruhe, 

Deutschland); 7 µl TEMED (Roth, Karlsruhe, Deutschland)) gegossen.  

Die Proben wurden zur Durchführung des SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate poly-

ayrylamide gel electrophoresis) jeweils in eine Tasche des 10 %igen Polyacrylamid-

gels pipettiert. Parallel zu den Proben wurde ein Größenmarker aufgetragen. Die elek-

trophoretische Trennung erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 120 Volt und 

dauerte ca. zwei Stunden. 

Nach elektrophoretischer Trennung wurden die Proteine auf eine PVDF-Membran (Mil-

lipore) mittels semi-dry Transfer (TE77X, GE Healthcare) übertragen. Dafür wurde das 

Gel der SDS-PAGE, sechsmal Whatman-Papier, sowie die PVDF-Membran, welche 

vorher für 1 min in reinem MeOH (Methanol) aktiviert wurde in Transferpuffer (Tris 48 

Mm, Glycin 39 Mm, 0,04 % SDS, 20 % MeOH) equilibriert. Für den Transfer wurden 

dreimal Whatman-Papier, zweimal PVDF-Membran, Gel und wieder dreimal What-

man-Papier übereinandergelegt. Der Transfer erfolgte bei 1,5 mA/cm2 für eine Stunde. 

Anschließend wurde die Membran mit 3% BSA in TBS-T (TBS-Tween 20, TBS - Tris 

buffered saline + 0,05% Tween v/v) geblockt und mit dem primären Antikörper nach 

Herstellerempfehlung, ebenfalls in 3% BSA in TBS-T über Nacht bei 4°C inkubiert. 
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Nach dem Waschen mit TBS-T (3x 15 min) erfolgte die Inkubation mit dem sekundären 

Antikörper (KPL, USA) gekoppelt mit HRP (Meerrettichperoxidase) in 5% Milchpulver 

in TBS-T bei Raumtemperatur für 45 min. Die Detektion erfolgte nach erneutem Wa-

schen mit TBS-T (3x 5 min) und einmaligem Waschen mit TBS mit Hilfe einer Chemo-

lumineszenzreaktion (Thermo Scientific) und CCD-Kamera-System (Synoptics, 

Cambridge, England). 

4.5.3. ELISA mit BV-2-Zellen 

BV-2-Zellen wurden wie oben beschrieben in 12-Well-Platten ausgesät und kultiviert. 

Für die Stimulation wurden die Zellen einmalig mit DMEM gewaschen und mit rekom-

binanten Maus-Zytokinen (TNF-α, IL-1β, TNF-α + IL-1β, IL-6), jeweils in finalen Kon-

zentrationen von 100 ng/ml, in einem Volumen von 350 µl DMEM für zwei Stunden 

stimuliert. Als Kontrolle diente DMEM. Nach der Stimulation wurde das Medium in vor-

bereitete Eppendorfgefäße abgenommen und sofort eingefroren. Sechs unabhängige 

Experimente wurden durchgeführt. Mit den Überständen wurde ein kommerzieller anti-

Maus IL-6-Rezeptor-ELISA (Sigma) nach Herstellerangaben durchgeführt. 

4.5.4. Mikroglia aus postnatalen Mäusegehirnen 

Primäre Mikroglia wurde direkt aus postnatalen Mäusegehirnen gewonnen. Dafür wur-

den ein bis drei Tage alte Mäuse C57/BL 6J vom Institut für Versuchstierkunde des 

Uniklinikums Jena dekapitiert. Die Schädelkalotte wurde mit einer Schere von occipital 

eröffnet und das Gehirn in PBS überführt. Die Hirnhäute wurden entfernt und das Ge-

hirn durch einen sagittalen Schnitt in Hälften geteilt. Nach Separation der Cortices, 

erfolgte die Zerkleinerung mit dem Skalpel. PBS wurde durch 3 ml Dissoziationslösung 

(10 ml DMEM, 1 ml 10-fach Trypsin, 10 mM HEPES, 2 mg EDTA, 35 µl DNAse 1mg/ml 

(2000U/mg)) ersetzt. Unter gelegentlicher Mischung wurde dieses Gemisch für 20 Mi-

nuten bei 37°C inkubiert. Die Dissoziationslösung wurde verworfen und 2 ml Mikroglia 

Kulturmedium (DMEM, 10% FCS hitzeinaktiviert, 1% PenStrep), sowie 50 µl DNAse 

hinzugegeben. Durch Triturieren mit einer Sigmacote (Sigma)-beschichteten und ab-

geflammten Pasteur-Pipette wurden die Zellen vorsichtig vereinzelt. Die Zellsuspen-

sion aus drei und vier postnatalen Gehirnen wurde in T75- Zellkulturflaschen mit 10 ml 

Mikroglia-Kulturmedium für 14 Tage bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Ein Mediumwech-

sel erfolgte alle sieben Tage. 
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Nach zwei bis drei Wochen erfolgte die Ernte. Dafür wurde die gesamte Kultur für drei 

Stunden bei 500 U/min bei 37° C geschüttelt. Danach konnte der Überstand mit ent-

haltenen Mikrogliazellen abgenommen werden. 

4.5.5. ELISA der Überstände der stimulierten primären Mikrogliazellen 

Für den ELISA wurde die Ernte der Mikrogliazellen auf zwei Kammern einer 48-Well-

Platte aufgetragen, wobei die Zellen einer Kammer stimuliert wurden und die anderen 

als unstimulierte Kontrolle dienten. Die Stimulation erfolgte mit rekombinantem IL-1β 

(100 ng/ml) in einem Volumen von 120 µl DMEM für zwei Stunden. Danach wurde der 

Überstand abgenommen und sofort eingefroren. Die Kontrolle wurde mit 120 µl DMEM 

ohne IL-1β behandelt. 

Der anti-Maus-IL-6 Rezeptor-ELISA (Sigma) erfolgte nach Protokoll des Herstellers 

wie für die BV-2-Zellen. 

4.5.6. Statistische Auswertung der Ergebnisse der Zellkulturen  

Für die statistische Auswertung wurde aus den Werten der sIL-6R- Freisetzung in pg 

pro ml (pg/ml) aller sechs Experimente ein Mittelwert für die einzelnen Stimulations-

substanzen gebildet. Zusätzlich wurden die Standardabweichung und der Standard-

fehler berechnet. Die Werte der drei Kontrollen wurden zu einem Mittelwert zusam-

mengefasst. Die Berechnungen erfolgten mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS.  

Da bei der Verteilung der Zellen auf die Wells-Platten nicht von einer Normalverteilung 

ausgegangen werden kann, wurde der Mann-Whitney-Test für unverbundene Stich-

proben verwendet. Das Signifikanzniveau wurde bei p< 0,05 festgelegt. Die graphi-

sche Darstellung erfolgte als Balkendiagramm der Mittelwerte und der dazugehörigen 

Standardabweichungen. Ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der sIL-6R-Freiset-

zung zwischen den einzelnen Stimulationssubstanzen wurde in der Grafik mit einem 

„+“ gekennzeichnet.  
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5. Ergebnisse 

5.1. Elektrophysiologie 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden an nozizeptiven Neuronen von 40 männlichen 

Wistarratten extrazelluläre elektrophysiologische Ableitungen im Hinterhorn des Rü-

ckenmarks gemessen. Bei jedem Tier wurde ein Neuron gemessen. Bei der Auswahl 

der Neurone galten folgende Ausschlusskriterien: 

- Kutane Eingänge aus dem Bereich des Kniegelenks 

- Instabile Amplitude des Aktionspotentials eines Neurons 

- Amplituden, die kleiner als die dreifache Amplitude des Hintergrundrauschens 

waren 

- Störung der neuronalen Antwort eines Neurons durch ein benachbartes Neu-

ron.  

Die abgeleiteten Zellen lagen im Hinterhorn in einer Tiefe von 380 µm - 920 µm unter 

der Oberfläche des Rückenmarks. Diese Tiefe entspricht den Laminae IV - VI des Rü-

ckenmarks (Grubb et al. 1993). Die rezeptiven Felder der ausgewählten Neurone la-

gen im Kniegelenk und meist auch im Sprunggelenk und in der Pfote. Einen Überblick 

zu den rezeptiven Feldern der gemessenen Neurone bietet Tabelle 1. Die Neurone 

wurden durch standardisierte Druckreize im Bereich der rezeptiven Felder aktiviert und 

reagierten nicht auf Bewegung und Berührung der Haut über der Knieregion. Die Neu-

rone konnten anhand ihres Antwortverhaltens auf mechanische Stimulation unter-

schieden werden in WDR- (wide dynamic range) und HT- (high threshold) Neurone 

(Schaible 2006). Drei Neurone antworteten nur auf noxische Stimulation und konnten 

somit als HT-Neuron klassifiziert werden. Die anderen 37 Neurone wurden als WDR-

Neurone eingeordnet. Von den 40 Neuronen konnten nicht alle Neurone über die ge-

samten vier Blöcke gemessen werden, denn bei sieben Neuronen musste das Proto-

koll aus technischen Gründen bereits nach dem dritten Block beendet werden. Zu Be-

ginn des Protokolls war die Pfote bei 12 Neuronen nicht im rezeptiven Feld enthalten.  

Tabelle 1: Art und Anzahl der gemessenen Neurone 
 

WDR: wide dynamic range- Neurone, HT: hight threshold- Neurone 
Art der Neurone Anzahl der Neurone Knie Sprunggelenk Pfote 

WDR 37 37 37 25 

HT 3 3 3 3 
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5.1.1. Kontrollgruppe mit spinaler Applikation von Tyrode 

Vor der Ableitung der neuronalen Antworten unter dem Einfluss bestimmter Testsub-

stanzen wurde eine Kontrollgruppe von sechs Tieren gemessen. Für diese Kontroll-

gruppe wurde Tyrode spinal appliziert. Bei spinaler Applikation von Tyrode kam es 

während einer Stimulationsdauer von 160 Minuten zu keiner signifikanten Änderung 

der neuronalen Antworten. In Tabelle 2 sind die normierten Messwerte mit dem zuge-

hörigen Standardfehler dargestellt. Die grafische Darstellung findet sich im Kapitel 4.4 

(Abbildung 17). Die 30 Minuten andauernde Baseline vor der jeweiligen Applikation 

einer Testsubstanz wurde mit Tyrode auf dem Rückenmark gemessen. 

Tabelle 2: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von Tyrode 
 

Eine Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation bei 
spinaler Applikation von Tyrode für sieben Tiere (n = 7). Im dritten Block wurde die Antwort-
rate von sechs Tieren (n= 6*) und im vierten Block von fünf Tieren (n= 5*) gemessen. Die 
Antwortrate ist blockweise für die drei Stimulationsorte bei nicht-noxischer und noxischer Sti-
mulation angegeben als Anzahl der Aktionspotentiale pro 15 Sekunden Stimulation (APs/15s) 
mit dem entsprechenden Standardfehler (± SEM) dahinter.  
 

n=7 

(n=5/6*) 

Knie Sprunggelenk Pfote 

nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 135 ± 36 369 ± 77 145 ± 81 441 ±123 53 ± 25 137 ± 87 

Block 1 115 ± 31 301 ± 54 130 ± 72 396 ±114 65 ± 36 137 ± 81 

Block 2 121 ± 38 296 ± 54 129 ± 68 353 ± 89 58 ± 31 139 ± 76 

Block 3 95 ± 20* 277 ± 55* 69 ± 30* 280 ± 61* 30 ± 17* 73 ± 35* 

Block 4 82 ± 13* 270 ± 79* 83 ± 32* 330 ± 68* 37 ± 20* 88 ± 42* 
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5.1.2. IL-1β-induzierte Übererregbarkeit  

Vorausgehende Studien zeigten, dass die intrathekale Applikation von IL-1β die 

Aktivität spinaler nozizeptiver Neurone gegenüber mechanischer Stimulation der 

Haut steigert und zur Entstehung von Allodynie und Hyperalgesie führt (Reeve et 

al. 2000, Ren und Torres 2008). In der vorliegenden Arbeit sollte eingangs die Wir-

kung des IL-1β auf spinale nozizeptive Neurone untersucht werden. Dafür wurden 

die neuronalen Antworten von 11 Neuronen im Hinterhorn von Ratten gemessen. 

Nach einer Baseline von mindestens 30 Minuten wurde IL-1β in einer Konzentration 

von 1µg/ml auf das Rückenmark appliziert und das neuronale Antwortverhalten 

über 2 Stunden gemessen. Die Tabelle 3 zeigt das Antwortverhalten von 11 Neu-

ronen (bzw. neun Tieren in Block vier). In der Abbildung 19 sind die Zahlenwerte 

grafisch dargestellt. 

Die spinale Applikation von IL-1β führte zu einem zunehmenden Anstieg der neu-

ronalen Antworten auf nicht-noxische und noxische Stimulation an Knie- und 

Sprunggelenk. Bei einem festgelegten Signifikanzniveau von p < 0,05 (Wilcoxon-

Test für gepaarte Werte) zeigte sich für die nicht-noxische Stimulation an Knie, 

Sprunggelenk und Pfote ein signifikanter Anstieg der Antworten. Vor allem am 

Kniegelenk stiegen die gemessenen Antworten bei nicht-noxischen Reizen von der 

Grundaktivität auf die nahezu doppelte Aktivität nach 120 Minuten. Bei noxischer 

Stimulation am Knie stiegen die neuronalen Antworten nach zwei Stunden um 30% 

an. Am Sprunggelenk erzeugte die nicht-noxische Stimulation eine Zunahme der 

Aktionspotentiale auf beinahe das Doppelte und die noxische Stimulation um 29% 

ausgehend von der Grundaktivität. Der Anstieg bei noxischer Stimulation der Pfote 

war nicht signifikant.  
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Tabelle 3: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von IL-1β 
 

Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation bei spina-
ler Applikation von IL-1β [1µg/ml] für 11 Tiere (n = 11). Im vierten Block zeigten zwei Neurone 
keine Antwort, deswegen wurden hier nur 9 Neurone ausgewertet (n = 9*). Die Antwortrate 
ist blockweise für drei Stimulationsorte bei nicht-noxischer und noxischer Stimulation ange-
geben als Anzahl der Aktionspotentiale pro 15 Sekunden Stimulation (APs/15s) mit dem ent-
sprechenden Standardfehler (± SEM) dahinter.  
 

n= 11 

(n= 9 *) 

Knie Sprunggelenk Pfote 

Nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 82 ± 17 310 ± 45 49 ± 17 188 ± 44 28 ± 16 36 ± 18 

Block 1 91 ± 19 318 ± 36 57 ± 17 207 ± 44 34 ± 17 45 ± 19 

Block 2 127 ± 20 391 ± 46 69 ± 21 250 ± 55 37 ± 20 55 ± 21 

Block 3 132 ± 20 365 ± 40 77 ± 20 231 ± 55 40 ±22 54 ± 24 

Block 4 155 ± 75* 407 ± 53* 80 ± 19* 242 ± 67* 29 ± 17* 45 ± 21* 
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Abbildung 19: Neuronale Antworten nach spinaler Applikation von IL-1β 
 

Verlauf der normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation des Knies, 
Sprunggelenks und der Pfote vor und nach spinaler Applikation von IL-1β in der Kon-
zentration 1µg/ml mit dem zugehörigen Standardfehler (± SEM) blockweise zusammen-
gefasst. Jeder Punkt stellt die normierte Antwortrate für einen Block mit sechs Einzel-
messungen für die 11 Versuchstiere (n = 11) dar. Signifikante Abweichungen von der 
Baseline (*) nach Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test für p< 0,05 und Bonferroni-Korrektur.  
BL = Baseline, Vertikale Linie: Zeitpunkt der spinalen Applikation von IL-1β. 
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5.1.3. Zusammenhang der IL-1β-induzierten spinalen Übererregbarkeit mit dem 

 IL-6-Transsignaling 

IL-1β und TNF-α wirken beide proinflammatorisch. König et al. zeigten, dass die spi-

nale Applikation von TNF-α zur Entstehung einer spinalen Übererregbarkeit führt und 

dass dieser Effekt durch die Freisetzung von IL-6 aus Neuronen und von löslichem IL-

6-Rezptoren aus Mikrogliazellen vermittelt wird (König et al. 2016). Da der spinale Ef-

fekt von TNF-α weitgehend durch das IL-6-Transsignaling vermittelt wird, vermuteten 

wir auch einen Zusammenhang zwischen der Wirkung des IL-1β und dem Transsig-

naling des IL-6. Um zu verifizieren, ob die IL-1β-induzierte spinale Übererregbarkeit 

der abgeleiteten Hinterhornneurone mit dem IL-6-Transsignaling zusammenhängt, ap-

plizierten wir IL-1β zusammen mit dem löslichen Glykoprotein130 (sgp130) auf das 

Rückenmark. Das sgp130 hemmt selektiv die IL-6-Wirkung, die über den Komplex aus 

sIL-6R und IL-6 vermittelt wird und vermindert damit spezifisch das IL-6-Transsignaling 

(Jostock et al. 2001, Scheller et al. 2015). Das rekombinante sgp130 ist somit ein mo-

lekulares Werkzeug, um Signale über den membrangebundenen Rezeptor (klassi-

sches Signaling) von dem Transsignaling zu unterscheiden (Jostock et al. 2001). Die 

Mischung aus IL-1β und sgp130 wurde nach der 30-minütigen Baseline jeweils in einer 

Konzentration von 1 µg/ml auf das Rückenmark appliziert. Es folgte die mechanische 

Stimulation von Kniegelenk, Sprunggelenk und Pfote, wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben. 

Bei der spinalen Applikation von IL-1β zusammen mit sgp130 kam es insgesamt zu 

keiner signifikanten Änderung der gemessenen neuronalen Antwortrate im Vergleich 

zur Baseline. In Tabelle 4 sind die gemessenen neuronalen Antworten bei Applikation 

von IL-1β+sgp130 zu sehen.  

Am Kniegelenk blieben die gemessenen Antworten bei nicht-noxischen Reizen nach 

120 Minuten nahezu konstant bei der Grundaktivität. Bei noxischer Stimulation am 

Knie war das neuronale Antwortverhalten nach zwei Stunden leicht unter der Grund-

aktivität. Am Sprunggelenk kam es während der nicht-noxischen Stimulation zu einem 

Rückgang der Aktionspotentiale und während der noxischen Stimulation zu einem 

leichten Anstieg um 5% ausgehend von der Grundaktivität. Die nicht-noxische Stimu-

lation der Pfote führte zu einem Anstieg auf nahezu das Doppelte der Grundaktivität. 

Bei noxischer Stimulation der Pfote stiegen die Aktionspotentiale um 48% der Grund-

aktivität. 
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5.1.4. Vergleich der IL-1β- Gruppe mit der IL-1β+sgp130-Gruppe 

Im Vergleich mit der kombinierten Applikation von IL-1β+sgp130 führte die alleinige 

Applikation von IL-1β zu einem signifikanten Anstieg der neuronalen Antworten. 

Die Abbildung 20 vergleicht die neuronalen Antworten nach spinaler Applikation 

von IL-1β und IL-1β+sgp130. Bei einem festgelegten Signifikanzniveau von p < 

0,05 (Mann-Whitney-Test für ungepaarte Werte) besteht für die nicht-noxische und 

noxische Stimulation am Knie und für die nicht-noxische Stimulation am Sprungge-

lenk ein signifikanter Unterschied des neuronalen Antwortverhaltens.  

 

 

 

 

Tabelle 4: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von IL-1β+sgp130 
 

Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation bei spina-
ler Applikation von IL-1β+sgp130 [je 1µg/ml] für sechs Tiere (n = 6). Die Antwortrate ist block-
weise für die drei Stimulationsorte bei nicht-noxischer und noxischer Stimulation angegeben 
als Anzahl der Aktionspotentiale pro 15 Sekunden Stimulation (APs/15s) mit dem entspre-
chenden Standardfehler (± SEM) dahinter.  

 

n= 6 
 

Knie Sprunggelenk Pfote 

nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 93 ± 56 322 ±116 57 ± 24 314 ± 65 24 ± 10 121 ± 54 

Block 1 94 ± 56 332 ±116 56 ± 26 329 ± 75 39 ± 13 119 ± 40 

Block 2 98 ± 50 305 ± 95 64 ± 19 338 ± 73 40 ± 13 123 ± 40 

Block 3 97 ± 50 308 ±102 53 ± 14 358 ± 69 47 ± 14 195 ± 55 

Block 4 94 ± 42 297 ± 96 42 ± 15 331 ± 70 41 ± 11 180 ± 47 
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Abbildung 20: Vergleich der IL-1β- Gruppe mit der IL-1β+sgp130-Gruppe 
 

Verlauf der normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation des Knies, 
Sprunggelenks und der Pfote vor und nach spinaler Applikation von IL-1β bzw. IL-
1β+sgp130 je in der Konzentration 1µg/ml mit dem zugehörigen Standardfehler (± SEM) 
blockweise zusammengefasst. Signifikante Unterschiede (+) bei einem festgelegten Sig-
nifikanzniveau von p < 0,05 (Mann-Whitney-Test für ungepaarte Werte) des neuronalen 
Antwortverhaltens zwischen den Testsubstanzgruppen. BL = Baseline, Vertikale Linie: 
Zeitpunkt der spinalen Applikation von IL-1β bzw. IL-1β+sgp130. 
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5.1.5. Auswirkungen der IL-6-Rezeptorblockade auf die neuronalen Antworten 

Um zu belegen, dass die Wirkungen des IL-1β mit dem IL-6 zusammenhängen, sollte 

IL-1β zusammen mit einem anti-IL-6R-Antikörper (anti-IL-6R) auf das Rückenmark ap-

pliziert werden. Der anti-IL-6R neutralisiert den membrangebundenen und löslichen IL-

6R, sowie den Komplex aus IL-6R und sIL-6. Um mögliche Einflüsse des anti-IL-6R 

auf die neuronalen Antworten auszuschließen, wurde initial anti-IL-6R in einer Kon-

zentration von 5 µg/ ml allein auf das Rückenmark gegeben. Eine spinale Applikation 

von anti-IL-6R führte zu einer geringfügigen Abnahme der neuronalen Antworten bei 

nicht-noxischer Stimulation an allen drei Stimulationsorten. Besonders bei der nicht-

noxischen Stimulation an Knie, Sprunggelenk und Pfote kam es bei anti-IL-6R-Appli-

kation zu verringerten Antwortraten. Insgesamt hat die alleinige Applikation des anti-

IL-6-Rezeptors jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die neuronalen Antworten. 

Dies ist in Abbildung 21 grafisch dargestellt. Die neuronalen Antworten sind im Folgen-

den tabellarisch aufgezeigt: 

n= 6 

(n= 4*) 

Knie Sprunggelenk Pfote 

nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 107 ± 39 266 ± 80 137 ± 61 251 ± 85 45 ± 26 75 ± 39 

Block 1 98 ± 32 230 ± 85 95 ± 52 221 ± 78 38 ± 32 91 ± 52 

Block 2 114 ± 38 243 ± 71 100 ± 40 219 ± 72 66 ± 35 91 ± 45 

Block 3 77 ± 23* 285 ±126* 41 ± 22* 158 ± 84* 10 ± 5* 39 ± 26* 

Block 4 75 ± 23* 260 ±117* 34 ± 18* 118 ± 61* 21 ± 16* 39 ± 22* 

Tabelle 5: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von anti-IL-6R 
 

Eine Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation bei 
spinaler Applikation von anti-IL-6R (in der Konzentration von 5µg/ml) für 6 Tiere (n= 6). Im 
dritten und vierten Block zeigten zwei Neurone keine Antwort, deswegen wurden hier nur 4 
Neurone ausgewertet (n= 4*). Die Antwortrate ist blockweise für die drei Stimulationsorte bei 
nicht-noxischer und noxischer Stimulation angegeben als Anzahl der Aktionspotentiale pro 
15 Sekunden Stimulation (APs/15s) mit dem entsprechenden Standardfehler (± SEM) dahin-
ter.  
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Abbildung 21: Neuronale Antworten nach spinaler Applikation von anti-IL-6R 
 

Verlauf der auf die Baseline normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation 
des Knies, Sprunggelenks und der Pfote vor und nach spinaler Applikation eines anti-IL-6 
R-Antikörpers in der Konzentration von 5 µg/ml mit dem zugehörigen Standardfehler (±SEM) 
blockweise zusammengefasst. 
Jeder Punkt stellt die gemittelte Antwortrate für einen Block mit sechs Einzelmessungen für 
die sechs Versuchstiere (n = 6) dar. Ab dem dritten Block konnten nur noch vier Tiere ge-
messen werden. Signifikante Abweichungen von der Baseline (*) nach Wilcoxon-Vorzeichen 
Rang-Test für p< 0,05 und Bonferroni-Korrektur. 
BL = Baseline, Vertikale Linie: Zeitpunkt der spinalen Applikation von anti-IL-6R. 
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5.1.6. Auswirkungen der IL-6-Rezeptorblockade auf den Effekt von IL-1β 

Nachdem ein signifikanter Einfluss des anti-IL-6R auf die neuronalen Antworten aus-

geschlossen war, wurde das IL-1β zusammen mit dem anti-IL-6R nach einer stabilen 

Baseline in einer Konzentration von 1 µg/ml bzw. 5 µg/ml spinal appliziert. Die Werte 

sind in Tabelle 6 zu finden und in Abbildung 22 dargestellt. Die Kombination aus anti-

IL-6R+IL-1β führte zu einem nur teilweise signifikanten Anstieg der neuronalen Ant-

worten. Dieser Anstieg war ausschließlich für die nicht-noxische Stimulation des Knies 

und der nicht-noxischen und noxischen Stimulation der Pfote signifikant. Bei der nicht-

noxischen Stimulation des Knies stiegen die neuronalen Antworten nach 120 Minuten 

Stimulation auf mehr als das Doppelte der Grundaktivität an. Der Anstieg bei noxischer 

Stimulation des Knies lag bei 30% ausgehend von der Grundaktivität. Bei nicht-noxi-

scher Stimulation der Pfote kam es beinahe zu einem dreifachen Anstieg der Grund-

aktivität. Der Anstieg bei noxischer Stimulation der Pfote war mit 21% wesentlich ge-

ringer. 

Tabelle 6: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von anti-IL-6R+IL-1β 
 

Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation bei spinaler 
Applikation von anti-IL-6R+IL-1β (Konzentration von 5µg/ml bzw. 1 µg/ml) für sieben Tiere (n 
= 7). Im vierten Block zeigte ein Neuron keine Antwort, deswegen wurden hier nur sechs Neu-
rone ausgewertet (n = 6*). Die Antwortrate ist blockweise für die drei Stimulationsorte bei nicht-
noxischer und noxischer Stimulation angegeben als Anzahl der Aktionspotentiale pro 15 Se-
kunden Stimulation (APs/15s) mit dem entsprechenden Standardfehler (± SEM) dahinter. 

n= 7 

(n= 6*) 

Knie Sprunggelenk Pfote 

nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 60 ± 26 330 ± 75 24 ± 7 420 ± 89 13 ± 9 121 ± 43 

Block 1 101 ± 53 359 ± 90 51 ± 18 447 ± 97 37 ± 18 198 ± 68 

Block 2 116 ± 54 399 ± 101 69 ± 21 462 ±109 51 ± 22 171 ± 42 

Block 3 126 ± 57 452 ±112 60 ± 21 450± 105 49 ± 21 184 ± 53 

Block 4 141 ± 72* 436 ±116* 58 ± 23* 451±119* 48 ± 33* 146 ± 49* 
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Abbildung 22: Neuronale Antworten nach spinaler Applikation von anti-IL-6R+IL-1β 
 

Verlauf der auf die Baseline normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation 
des Knies, Sprunggelenks und der Pfote vor und nach spinaler Applikation von anti-IL-6-
R+IL-1β in einer Konzentration von 5 µg/ml (anti-IL-6R) du 1µg/ml (IL-1β) mit dem zugehö-
rigen Standardfehler (± SEM) blockweise zusammengefasst. Jeder Punkt stellt die gemit-
telte Antwortrate für einen Block mit sieben Einzelmessungen für sieben Versuchstiere dar. 
Signifikante Abweichungen von der Baseline (*) nach Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test für 
p< 0,05 und Bonferroni-Korrektur. BL = Baseline, Vertikale Linie: Zeitpunkt der spinalen Ap-
plikation von anti-IL-6-R+IL-1β. 
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5.1.7. Zusammenfassung der Ergebnisse nach Applikation von IL-1β und  

mögliche Interaktionen mit IL-6 

Die Ergebnisse der elektrophysiologischen Ableitungen an nozizeptiven Neuronen im 

spinalen, dorsalen Horn der Versuchstiere sind in Abbildung 23 dargestellt und im Fol-

genden zusammengefasst: 

- Die spinale Applikation von IL-1β führt zu einem Anstieg der neuronalen Ant-

wortrate bei nicht-noxischer und noxischer Stimulation am Knie, Sprunggelenk 

und der Pfote. Das bedeutet, IL-1β ist in der Lage eine Übererregbarkeit der 

spinalen nozizeptiven Neurone zu induzieren. 

- Die neuronale Antwortrate bleibt bei spinaler Applikation einer Kombination aus 

sgp130 und IL-1β im Vergleich zur Baseline konstant, das bedeutet, sgp130 

kann die IL-1β-induzierte neuronale Übererregbarkeit signifikant hemmen. 

- Die neuronale Antwortrate nach spinaler Applikation von anti-IL-6R+IL-1β steigt 

nur teilweise signifikant an. Das bedeutet der anti-IL-6R-Antikörper (anti-IL-6R) 

kann den vermutlich IL-1β - induzierten Anstieg der neuronalen Antworten nicht 

hemmen.  
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Abbildung 23: Zusammenschau der neuronalen Antworten bei spinaler Applikation von IL-

1β, sgp130+IL-1β und anti-IL-6R+IL-1β.  
 

Die auf die Baseline normierten neuronalen Antworten bei spinaler Applikation von IL-1β, 

sgp130+IL-1β und anti-IL-6R+IL-1β. Signifikante Unterschiede (+) bei einem festgelegten 

Signifikanzniveau von p< 0,05 (Mann-Whitney-U-Test für ungepaarte Werte) zwischen der 

IL-1β- und der sgp130+IL-1β-Gruppe. Baseline: Messintervall von mindestens 30 Minuten 

vor spinaler Applikation der entsprechenden Testsubstanz, Vertikale Linie: Zeitpunkt der 

spinalen Applikation der Testsubstanz. Jeder Punkt stellt die gemittelte Antwortrate für einen 

Block dar. 
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5.1.8. Einfluss von IL-1β auf die Mikrogliazellen 

IL-1β kann nicht nur in spinalen Neuronen, sondern auch in Mikroglia eine Wirkung 

hervorrufen (Holló et al. 2017). So kann IL-1β eine Freisetzung von proinflammatori-

schen Zytokinen, wie TNF-α, IL-1β und IL-6 aus Mikrogliazellen induzieren (Vallejo et 

al. 2010). Minocyclin ist ein selektiver Inhibitor von Mikrogliazellen. Durch eine spinale 

Applikation von Minocyclin zusammen mit IL-1β sollte untersucht werden, inwiefern die 

spinale Wirkung des IL-1β mit den Mikrogliazellen und den von der Mikroglia freige-

setzten Zytokinen zusammenhängt. Nach einer Baseline von 30 Minuten wurde Mi-

nocyclin in einer Konzentration von 1µg/ml auf das Rückenmark gegeben und für eine 

Stunde die mechanische Stimulation wie in Kapitel 3.2.2 durchgeführt. Im Anschluss 

an diese Vorlaufzeit wurde Minocyclin zusammen mit IL-1β je in einer Konzentration 

von 1µg/ml spinal appliziert. Die neuronalen Antworten von drei Versuchstieren sind in 

Tabelle 7 und Abbildung 24 dargestellt. Aufgrund der geringen Anzahl an Versuchstie-

ren führten die Messungen zu keinem signifikanten Ergebnis. Minocyclin allein führte 

bei nicht-noxischer Stimulation am Knie- und Sprunggelenk zu einer geringfügigen Zu-

nahme der Aktionspotentiale. Die noxische Stimulation führt an Knie-, Sprunggelenk 

und Pfote zu einer Abnahme der neuronalen Antworten. Nach Applikation einer Kom-

bination aus Minocyclin und IL-1β blieb die neuronale Antwortrate nahezu konstant. 

Bei noxischer Stimulation des Kniegelenks stieg die neuronale Antwortrate um 10% 

der Grundaktivität. Am Sprunggelenk stieg die neuronale Antwortrate bei nicht-noxi-

scher Stimulation um 68% und bei noxischer Stimulation um 9% ausgehend von der 

Grundaktivität. Unter Minocyclin+IL-1β kam es an der Pfote zum Anstieg um 93% bei 

nicht-noxischer Stimulation und um 56% bei noxischer Stimulation. 
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Tabelle 7: Übersicht der Mittelwerte der neuronalen Antworten von Minocyclin+IL-1β 
 

Übersicht der auf die Baseline normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimula-
tion bei spinaler Applikation von Minocyclin+IL-1β (Konzentration je 1 µg/ml) für drei Tiere 
(n= 3). Die Antwortrate ist blockweise für die drei Stimulationsorte bei nicht-noxischer und 
noxischer Stimulation angegeben als Anzahl der Aktionspotentiale pro 15 Sekunden Stimu-
lation (APs/15s) mit dem entsprechenden Standardfehler (± SEM) dahinter. Block 1 und 2 
entsprechen der alleinigen Applikation von Minocyclin (grau schattiert), Block 3 - 6 entspre-
chen der kombinierten Applikation von Minocyclin+IL-1β. 

 

n= 3 
 

Knie Sprunggelenk Pfote 

nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch nicht-
noxisch 

noxisch 

Baseline 121± 61 508 ±288 34 ± 16 292 ± 82 15 ± 14 34 ± 29 

Block 1 100 ± 49 511 ±296 37 ± 3 241 ± 20 16 ± 15 33 ± 28 

Block 2 132 ± 65 441 ±220 22 ± 7 272 ± 92 20 ± 19 26 ± 19 

Block 3 113 ± 44 502 ±290 24 ± 2 248 ± 60 18 ± 11 30 ± 14 

Block 4 118 ± 71 511 ±299 25 ± 8 234 ± 56 20 ± 5 20 ± 8 

Block 5 106 ± 56 465 ±316 46 ± 17 264 ± 52 25 ± 16 26 ± 23 

Block 6 127 ± 67 558 ±286 57 ± 32 317 ± 73 29 ± 25 53 ± 45 
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Abbildung 24: Neuronale Antworten nach spinaler Applikation von Minocyclin+IL-1β 
 

Verlauf der auf die Baseline normierten neuronalen Antworten auf mechanische Stimulation 
des Knies, Sprunggelenks und der Pfote mit dem zugehörigen Standardfehler (± SEM) bei 
spinaler Applikation einer Kombination aus Minocyclin und IL-1β blockweise zusammenge-
fasst. Jeder Punkt stellt die gemittelte Antwortrate für einen Block mit drei Einzelmessungen 
für drei Versuchstiere dar. Signifikante Abweichungen von der Baseline (*) nach Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test für p< 0,05.  
Baseline: Messintervall von mindestens 30 Minuten vor spinaler Applikation von Minocyclin. 
Erste Vertikale Linie: Zeitpunkt der spinalen Applikation von Minocyclin, Vorlaufzeit von einer 
Stunde Minocyclin bei einer Konzentration von 1 µg/ml, Zweite Vertikale Linie: Zeitpunkt der 
spinalen Applikation von Minocyclin+IL-1β.  
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5.2. Zellkulturen  

Proinflammatorische Zytokine, wie TNF-α, IL-1β und IL-6 wirken nicht nur auf die Neu-

rone des Hinterhorns, sondern auch auf spinale Mikrogliazellen. König et al. identifi-

zierten die Mikroglia als Quelle der sIL-6R-Freisetzung (König et al. 2016). Daraus 

resultierte die Überlegung, dass eine Stimulation mit IL-1β möglicherweise die Freiset-

zung von sIL-6R aus Mikrogliazellen steigert.  

TNF-α kann die sIL-6R- Freisetzung aus Mikroglia erhöhen (König et al. 2016). Daher 

vermuteten wir, dass sich IL-β und TNF-α in ihrer Wirkung auf die Mikrogliazellen ver-

stärken und somit die Freisetzung von sIL-6R steigt. 

Zur Beantwortung dieser Fragestellung nutzen wir als Zellkulturen die BV-2-Zelllinie 

und primäre Mikrogliazellen.  

5.2.1. Ansprechen der BV-2-Zellen gegenüber IL-1β 

IL-1β stimuliert Zellen über seinen IL-1R1 und zeigt eine Aktivierung des NFB- und 

p38-Signalweges. Diese Signalwege sind in vielen proinflammatorischen Prozessen 

beschrieben und können auch in der Nozizeption eine Rolle spielen. 

Die Expression des IL-1R1 ist insbesondere im Rückenmark noch nicht endgültig ge-

klärt. In der Literatur wird von einer differentiellen Expression, z.B. in Mikrogliazellen 

und Astrozyten, ausgegangen, andere Angaben beziehen auch Neurone mit ein und 

beschreiben eine ubiquitäre Expression des IL-1R1 (Liu und Quan 2018). 

Um eine mögliche Wirkung von IL-1β auf Mikrogliazellen nachzuweisen, wurden BV-

2-Zellen mit rekombinantem murinen IL-1β (100 ng/ml) für verschiedene Zeitpunkte 

stimuliert und einer Westernblot-Analyse unterzogen. Die Ergebnisse des Western-

blots sind in Abbildung 27 dargestellt. Dabei zeigen sich IL-1β-spezifische Aktivierun-

gen unterschiedlicher Signalmoleküle mit unterschiedlichen zeitlichen Verläufen. Pro-

teinkinase B (PKB/Akt) zeigt eine Aktivierung nach 15 min und 30 min (pPKB/Akt). Der 

Transkriptionsfaktor cAMP-response-element-binding-protein (Creb) wird bereits nach 

1 min aktiviert und hält die Aktivierung für 15 min (pCreb). Die Mitogen-abhängigen 

Proteinkinasen Extrazellulär-regulierte Kinasen 1/2 (Erk1/2) und p38 werden nach 15-

minütiger Stimulation aktiviert (pErk1/2, pp38). Nach 60 min nimmt die Aktivität für alle 

getesteten Signalmoleküle ab. Die Aktivierung der untersuchten Signalmoleküle zeigte 

sich im Vergleich zum entsprechenden Gesamtprotein oder zu einem unveränderten 

Strukturprotein. 
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Abbildung 25: Aktivierung von Signalmolekülen in BV-2-Zellen nach Stimulation mit IL-1β 

Nach Stimulation mit IL-1β (Konzentration 100 ng/ml) zeigt sich nach einer, fünf, 15, 30 und 

60 Minuten die Aktivierung unterschiedlicher Signalmoleküle im Vergleich mit zwei Kontroll-

gruppen. pPKB/Akt - Phospho- Proteinkinase B, PKB/Akt - Proteinkinase B, pCreb - Phos-

pho-cAMP-response-element-binding protein, β-actin - β-Actin, pErk1/2 - Phospho- Mitogen 

activated kinase p44/42, Erk1/2 (extracellular regulated kinase 1/2)- Mitogen activated kinase 

p44/42, pp38- Phospho-Mitogen activated kinase p38, p38 - p38 Mitogen activated kinase 

p38. 

 

5.2.2. sIL-6R-Freisetzung aus BV-2-Zellen 

BV-2-Zellen sind primäre murine Mikrogliazellen, die in ihren morphologischen, im-

munphänotypischen und biochemischen Eigenschaften mit den primären Mikrogliazel-

len vergleichbar sind (Henn et al. 2009). In sechs unabhängigen Stimulationsexperi-

menten wurden die Proben für den anti-sIL-6R - ELISA gesammelt und entsprechend 

der in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Methode kultiviert und stimuliert. Zuvor wurden je-

weils drei Kontrollen mit Tyrode durchgeführt. Die Auswertung erfolgte wie in Kapitel 

3.4.3 beschrieben. Die Ergebnisse sind in Abbildung 26 grafisch dargestellt. Bei einem 

Signifikanzniveau von p< 0,05 (Mann-Whitney-Test) ergab sich ein signifikanter Unter-

schied zwischen der Stimulation mit IL-1β und der Kontrollgruppe. Für die Stimulation 
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mit der Kombination von IL-1β + TNF-α ergab sich ein signifikanter Unterschied in der 

Freisetzung des sIL-6R gegenüber der Kontrolle. 

Die Stimulation mit IL-1β induzierte einen signifikanten Anstieg der sIL-6R-Freisetzung 

von 76 pg/ml aus den BV-2-Zellen (Basale Freisetzung 56 pg/ml). Bei einer Stimulation 

mit TNF-α konnte im Gegensatz zu den vorausgehenden Studien kein signifikanter 

Anstieg der sIL-6R - Freisetzung festgestellt werden. Die Freisetzung von sIL-6R lag 

nach Stimulation mit TNF-α bei 59 pg/ml (Basale Freisetzung (58 pg/ml). Bei der Sti-

mulation mit einer Kombination aus IL-1β und TNF-α war die sIL-6R-Freisetzung mit 

81 pg/ml im Vergleich zur Kontrolle (68 pg/ml) erhöht und signifikant. 

 

 
Abbildung 26: Übersicht der sIL-6R - Freisetzung (pg/ml) nach Stimulation  
 

Übersicht der sIL-6R- Freisetzung (pg/ml) zwei Stunden nach Stimulation mit den Testsub-
stanzen. Die Kontrollen, die mit Tyrode gemessen wurden, sind den jeweiligen Testsubstan-
zen zugeordnet (jeweils n= 6). Die Stimulationssubstanzen TNF-α, IL-1β und die Kombina-
tion aus TNF-α+ IL-1β wurden in einer Konzentration von 100 ng/ml verwendet. Signifikante 
Abweichungen von der jeweiligen Kontrolle nach Wilcoxon-Test für p< 0,05 (+). 
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5.2.3. IL-1β-induzierte Freisetzung von sIL-6R aus primären Mikrogliazellen 

Um die Freisetzung von sIL-6R aus primären Mikrogliazellen zu messen, wurden die 

Zellen mit IL-1β stimuliert und anschließend ein ELISA durchgeführt. Parallel dazu 

wurde die basale sIL-6R-Freisetzung an einer Kontrollgruppe gemessen.  

Die Stimulation von primären Mikrogliazellen mit IL-1β ergab eine sIL-6R-Freisetzung 

von 28 ± 10 pg/ml gegenüber der Kontrollgruppe mit 31 ± 10 pg/ml. Die Werte sind in 

Abbildung 26 dargestellt. Die 12 Einzelmessungen weisen eine große Streuung zwi-

schen den einzelnen Stichproben auf.  

 

n=12 
 

Abbildung 27: sIL-6R-Freisetzung nach Stimulation mit IL-1β 
 

Der Vergleich der Freisetzung des löslichen IL-6R in pg/ml für die Kontrollgruppe mit 
Tyrode und die mit IL-1β stimulierten Mikrogliazellen (Konzentration 100ng/ml).  
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5.2.4. Zusammenfassung der Ergebnisse aus den Zellkulturen 

Mittels Westernblot-Analyse konnte eine Reaktion der BV2-Zellen auf IL-1β nachge-

wiesen werden. Verschiedene Signalkaskaden konnten durch IL-1β spezifisch aktiviert 

werden. 

Für die Stimulation der BV-2-Zellen mit IL-1β konnte eine signifikant erhöhte sIL-6R- 

Freisetzung gemessen werden. Dies war bei den primären Mikrogliazellen nicht mög-

lich.  

Bei den BV-2-Zellen führte eine gemeinsame Stimulation von TNF-α und IL-1β zu ei-

nem signifikanten Anstieg der sIL-6R- Freisetzung.  

6. Diskussion 

6.1. Kritische Betrachtung der Methoden 

6.1.1. Tiermodell 

Das in dieser Arbeit verwendete Tiermodell ermöglichte es durch extrazelluläre elek-

trophysiologische Ableitungen die Antwortrate von Neuronen im Hinterhorn narkoti-

sierter Ratten in vivo zu registrieren. Das Ziel war die Ermittlung der Veränderungen 

der neuronalen Antworten nach spinaler Applikation einer Testsubstanz. Da vor jeder 

Applikation der Testsubstanz eine Baseline gemessen wurde, kann die Änderung des 

Antwortverhaltens als Reaktion des Neurons auf die Testsubstanz gewertet werden. 

Durch konstante Versuchsbedingungen wurde ein Vergleich zwischen Substanzgrup-

pen und den jeweiligen Kontrollgruppen ermöglicht. Ein Vorteil dieser tierexperimen-

tellen Methode ist, dass das neuronale Verhalten in vivo beobachtet werden kann. Die 

spinale Applikation der Testsubstanz beeinflusst gleichzeitig verschiedene neuronale 

Netzwerke und nicht-neuronale Zellen des Rückenmarks. Dies kommt der Situation, 

die bei der Medikamenteneinnahme durch Patienten entsteht, näher als Versuche an 

Zellkulturen. Es ist jedoch zu beachten, dass für jedes Tier, trotz größter Sorgfalt in 

der Zucht und Haltung, individuelle Schwankungen hinsichtlich des Gewichts, der Kon-

stitution und des Gesundheitszustandes gelten. Da während der Experimente die kurz-

zeitigen Auswirkungen auf ein narkotisiertes Tier gemessen wurden, kann keine Aus-

sage über mögliche langfristige Wirkungen gemacht werden. Die Ergebnisse von Tier-

modellen sind ein wichtiger Bestandteil der Forschung, können jedoch nicht uneinge-

schränkt auf den Menschen übertragen werden.  
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6.1.2. Narkose und Präparation 

Die Narkose erfolgte gewichtsadaptiert durch intraperitoneale Thiopental-Injektion. 

Aufgrund der hohen Lipophilie kann das Narkotikum Thiopental die Blut-Hirn-Schranke 

überwinden und führt rasch zum Eintreten der Narkose (Emmerich und Ungemach 

2003). Vor Beginn und während der Präparation wurde die Narkosetiefe durch den 

Cornealreflex und die Reaktion auf Schmerzreize überprüft, abhängig davon wurden 

dem Tier individuell geringe Menge Thiopental nachinjiziert. Bei ungenügender Narko-

setiefe im Verlauf des Experiments wurden geringe Mengen Thiopental verabreicht, 

um die Narkosetiefe aufrecht zu erhalten. Thiopental wird als nicht-analgetisches und 

hypnotisches Narkotikum beschrieben (Thiel und Roewer 2014). Aufgrund der nicht-

analgetischen Eigenschaft wurde es als Narkotikum für die Untersuchung der nozizep-

tiven Mechanismen in der vorliegenden Arbeit genutzt. In der Literatur finden sich je-

doch Hinweise auf einen Hemmung der neuronalen Antworten auf noxische mechani-

sche Reize in Experimenten mit Ziegen, was jedoch speziesabhängig ist (Sudo et al. 

2001). Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Narkose mit Thiopental 

einen Einfluss auf die extrazelluläre Ableitung hat. Vor und während des Protokolls 

wurde daher eine gleichmäßige Narkosetiefe (nachweisbar an Blutdruckschwankun-

gen bei noxischer Reizung) angestrebt.  

Die Präparation erfolgte nach einem standardisierten Ablauf. Durch möglichst scho-

nende und stumpfe Präparation sollten größere Blutverluste und Traumen vermieden 

werden. Besonders während der Präparation des Rückenmarks wurde auf eine ge-

ringe mechanische Reizung geachtet. Eine ausgedehnte Präparation im Lumbalbe-

reich könnte nicht nur zu makroskopischen Schäden am Rückenmark führen, sondern 

die NMDA-Rezeptoren beeinflussen und so zu einer Sensibilisierung des spinalen 

Systems führen (Hartell und Headley 1996).  

 

6.1.3. Aufsuchen eines geeigneten Hinterhornneurons 

Auf der Suche nach einem geeigneten Neuron wurde mit der Carbonfaserelektrode 

mehrmals, teilweise über mehrere Stunden in das Rückenmark eingestochen. Die 

eventuell daraus resultierenden Mikroverletzungen innerhalb des Rückenmarks könn-

ten zu Veränderungen in der neuronalen Antwort geführt haben. Während dieser Zeit 

wurde auch die Stimulation an Knie, Sprunggelenk und Pfote durchgeführt, sodass 
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auch in der Peripherie durch die mechanische Reizung Schäden entstanden sein 

könnten. Erst wenn ein Neuron gefunden wurde, das den Auswahlkriterien entsprach, 

konnte das eigentliche Versuchsprotokoll beginnen. Um Einflüsse der Präparation und 

der Vorbereitungsphase (Suche nach geeigneter Zelle) auszuschließen wurde zum 

Vergleich eine nur mit Tyrode behandelte Kontrollgruppe mitgeführt. 

 

6.1.4. Mechanische Stimulation 

Die Stimulationsorte an Knie, Sprunggelenk und Pfote waren ebenso wie die Reizin-

tensität und Reizdauer durch das in Kapitel 3.2.2 beschriebene Versuchsprotokoll fest-

gelegt. Der Stempel zur nicht-noxischen und noxischen mechanischen Stimulation des 

Kniegelenks war am Fixationsrahmen befestigt. Durch diese Befestigung war auch der 

Stimulationsort konstant. Am Hebelarm des Stempels war ein Manometer angebracht, 

das die Intensität des Stempeldrucks anzeigte. Für die nicht-noxische Stimulation ent-

sprach dieser Druck einer Intensität von 1,9 N/40mm² und die noxische Stimulation 

war mit einer Intensität von 7,8 N/40mm² definiert. Diese Drücke waren empirisch 

durch vorausgegangene Experimente dieser Art festgelegt worden. An dem Sprung-

gelenk und der Pfote erfolgte die Stimulation mit zwei geeichten Krokodilklemmen, die 

für jede nicht-noxische und noxische Stimulation neu angelegt wurden. Dies stellt eine 

mögliche Fehlerquelle dar, da bei jedem Anlegen eine geringfügige Verschiebung des 

Stimulationsortes möglich war. Während der über zwei Stunden andauernde Stimula-

tion entstand bei einigen Tieren ein Weichteilschaden im Bereich der stimulierten Ge-

lenke. Die Einhaltung der zeitlichen Vorgaben des Versuchsprotokolls wurde durch 

eine Stoppuhr und durch die Spike/Spidi-Software geprüft. Einen möglichen Einfluss 

auf die Ergebnisse der Testgruppen wurde durch den Vergleich mit Kontrolltieren, an 

welchen dieselbe mechanische Stimulation durchgeführt wurde, ausgeschlossen. 

6.1.5. Spinale Applikation der Testsubstanzen 

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben wurde auf dem Rückenmark im Bereich des geeig-

neten Neurons ein Pool gebildet. In diesem Pool wurde nach der Baseline die Testsub-

stanz appliziert. Die Konzentration der applizierten Testsubstanz war bekannt. Es kann 

angenommen werden, dass die applizierte Testsubstanz die Neurone der Rexed La-

minae V und VI erreicht (Beck et al. 1994). Wobei die Konzentration der Testsubstanz 
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am abgeleiteten Neuron abhängig ist von der Tiefe des abgeleiteten Neurons, der ini-

tialen Konzentration der Testsubstanz im Pool und der Dauer der Applikation. Die Kon-

zentration der Testsubstanz nimmt mit zunehmender Gewebetiefe und einer Applika-

tionsdauer von über 60 Minuten ab. Beck et al. zeigte, dass die Konzentration einer 

radioaktiv-markierten Testsubstanz innerhalb des Rückenmarks nach 60 Minuten ge-

ringer war als 15 oder 30 Minuten nach Applikation und erklärt dies durch die Auf-

nahme der Testsubstanz in die Kapillaren (Beck et al. 1994). Des Weiteren ist die 

Konzentration einer Testsubstanz im Rückenmark von den Eigenschaften der jeweili-

gen Substanz, also der jeweiligen Lipophilie, der Molekülgröße, der Gewebestabilität, 

den Bindungseigenschaften und der Aufnahme in den Blutkreislauf und die Elimination 

durch den Organismus des Versuchstiers abhängig (Beck et al. 1994). 

Ursprünglich war eine Entnahme des Pool-Inhalts nach dem Experiment angedacht. 

Die Überstände sollten auf freigesetzte Interleukine und sIL-6-R untersucht werden. 

Aufgrund häufig undichter Pools konnte jedoch zu wenig Überstand gewonnen werden 

um diesen weiter zu analysieren.  

6.1.6. Auswertung der Daten  

Die während der Messungen aufgezeichneten Daten wurden wie in Kapitel 3.3 be-

schrieben gespeichert und bearbeitet. In einem ersten Schritt wurde die Aktivität an-

derer Zellen und Artefakte entfernt. Dann erfolgte die Kontrolle der Aufzeichnungen 

der Software mit der Anzahl der Aktionspotentiale, die während des Versuchs vom 

Oszilloskop abgelesen wurde. Die Messungen und die Auswertung wurden von der 

gleichen Person durchgeführt. Da die Messmethode auf sichtbare und hörbare Sig-

nale, sowie die manuelle Aufzeichnung als Qualitätskontrolle beruht ist eine Verblin-

dung nicht möglich. Aufgrund der kleinen Gruppengrößen und der unterschiedlichen 

Zeitverläufe z.B. in der Herausbildung eines Anstiegs konnten nicht mit einer Normal-

verteilung der Daten gerechnet werden. Daher wurden nicht-parametrische Tests an-

gewandt. Dieses Vorgehen war bei früheren Anwendungen dieser Methode von einem 

Statistiker bestätigt werden. 
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6.2. Zellkultur 

Für die vorliegende Arbeit wurden BV-2-Zellen und eine Zelllinie aus primärer Mikroglia 

verwendet. Durch die Verwendung von Zellkulturen konnten die Prozesse und die Sig-

naltransduktion einer Zellpopulation untersucht werden. Diese In-vitro-Modelle ermög-

lichen es Tierversuche zu reduzieren.  

 

6.2.1. BV-2-Zellen 

BV-2-Zellen sind immortalisierte murine Mikrogliazellen, die ein zuverlässiges Modell 

der Mikroglia sind (Henn et al. 2009). Die Kultivierung und Stimulation der Zellkulturen 

erfolgten nach den in Kapitel 3.4.1 beschriebenen standardisierten Verfahren. Durch 

den Einsatz von BV-2-Zellen kann das Töten von Mäusen und die damit verbundene 

Präparation und Kultivierung primärer Mikrogliazellen reduziert werden. BV-2-Zellli-

nien sind gut verfügbar und es existiert ausführliches Datenmaterial. Da die BV-2-Zel-

len immortalisiert sind, d.h. unbegrenzt Zellteilung vollziehen können, unterscheiden 

sie sich beispielsweise in Experimenten zur Produktion (kontrolliert mit Westernblot) 

und Freisetzung (kontrolliert mit ELISA) von IL-1β nach Lipopolysaccharid Vorbehand-

lung von primären Mikrogliazellen (Horvath et al. 2008). Während in der primären 

Mikroglia lediglich die Expression von Vorstufen des IL-1β nach Stimulation mit Lipo-

polysacchariden steigt, kommt es in den BV-2-Zellen bereits im unstimulierten Zustand 

zur Expression der IL-1β-Vorstufe und von IL-1β, sowie zur Freisetzung von IL-1β 

(Horvath et al. 2008). Die Freisetzung von IL-1β durch BV-2-Zellen verändert sich nicht 

nach Stimulation mit Lipopolysacchariden (Horvath et al. 2008). Die BV-2-Zellen als 

auch Mikrogliazellen in vivo stellen somit eine Quelle für die IL-1β Produktion und Se-

zernierung dar. Zudem können diese Zellen, wie auch in der eigenen Westernblot Ana-

lyse gezeigt, auf IL-1β reagieren. Autokrine und parakrine Mechanismen sind somit 

möglich. 

6.2.2. Primäre Mikrogliazellen 

Gegenüber den BV-2-Zellen hat das In-vitro-Modell der primären Mikroglia den Vorteil, 

dass die Großzahl der bekannten physiologischen Aktivität der Mikroglia in-vivo dar-

gestellt werden kann, wie die Phagozytose, die Migration und die Freisetzung von pro-

inflammatorischen Zytokinen nach Stimulation (He et al. 2018). Das Prozedere der  
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Zellisolation und der Zellkultivierung beeinflusst den Aktivierungsstatus und die tran-

skriptionale Expression der primären Mikroglia und damit die Ergebnisse des jeweili-

gen Experiments (He et al. 2018). 

 

6.3. Einfluss von IL-1β auf die spinale Übererregbarkeit und  

Zusammenhang mit dem IL-6-Signalweg des sog. Transsignalings 

6.3.1. Spinale Applikation von IL-1β 

Die spinale Applikation von IL-1β führt innerhalb von 60 Minuten zu einem signifikanten 

Anstieg der neuronalen Antwort auf mechanische Stimulation im Vergleich zur Base-

line, die bis zum Ende des Experiments gleichblieb. Die neuronale Antwort steigt durch 

IL-1β sowohl gegenüber nicht-noxischer als auch noxischer mechanischer Stimulation 

der Gelenke. IL-1β erzeugt, den vorliegenden Daten zufolge, erhöhte Antworten der 

abgeleiteten spinalen, nozizeptiven Neurone auf mechanische Reize. IL-1β steigert in 

Neuronen der Lamina II, die mittels Patch Clamp Technik abgeleitet werden, sowohl 

die Frequenz als auch die Amplitude von exzitatorischen postsynaptischen Strömen 

und reduziert die Frequenz und Amplitude der spontanen inhibitorischen postsynapti-

schen Ströme (Kawasaki et al. 2008). Im Vergleich dazu steigert TNF-α in Neuronen 

der Lamina II, die mittels Patch Clamp Technik abgeleitet werden, die Frequenz von 

spontanen exzitatorischen postsynaptischen Strömen, wohingegen IL-6 die Frequenz 

von spontanen inhibitorischen postsynaptischen Strömen reduziert (Kawasaki et al. 

2008). Die folgenden Mechanismen sind Ursache für die IL-1β-induzierte spinale Über-

erregbarkeit: 

Die präsynaptische Glutamatfreisetzung wird durch eine Bindung von IL-1β z.B. an IL-

1R auf zentralen Endigungen von peripheren Nozizeptoren erhöht und induziert einen 

Anstieg der erregenden postsynaptischen Potentiale (Liu et al. 2013). IL-1β steigert 

die AMPA- und NMDA-Rezeptor vermittelte Informationsübertragung im Hinterhorn 

von Ratten und führt dadurch zu einer gesteigerten synaptischen Aktivität (Liu et al. 

2013). Weiterhin hemmt IL-1β über die Reduktion der GABAergen und glycinergen 

Aktivität die inhibitorische, synaptische Übertragung (Kawasaki et al. 2008). Schließ-

lich induziert IL-1β über den postsynaptischen IL-1R1 die Aktivierung des NFB und 

des p38-Signalwegs, die beide in der Expression einer Großzahl an proinflammatori-

schen Proteinen münden, die auch in der Nozizeption eine Rolle spielen (Niederberger 
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und Geisslinger 2008, Lin et al. 2014). Beispielsweise führt das gezielte Abschalten 

einer NFB -Untereinheit (NFB p50 knockout) bei Mäusen zu reduzierten Antworten 

auf akute und inflammatorische noxische Stimulation (Niederberger und Geisslinger 

2008). Crown et al. konnten zeigen, dass die Aktivierung des p38-Signalwegs nach 

einer Verletzung des Rückenmarks eine Übererregbarkeit von Rückenmarksneuro-

nen, sowie chronische neuropathische Schmerzen erzeugt (Crown et al. 2008). Die 

elektrophysiologischen Effekte des IL-1β auf den Anstieg neuronaler Antworten sind 

im Vergleich zu TNF-α und IL-6 im Trend geringer ausgeprägt.  

 

6.4. IL-1β und IL-6-Transsignaling  

6.4.1. Sgp 130 

Um die Hypothese zu prüfen, ob die Wirkung von IL-1β mit der Sekretion von IL-6 und 

dem Transsignaling des IL-6 zusammenhängt, wurde IL-1β zunächst zusammen mit 

sgp130 spinal appliziert. Sgp130 ist ein Protein, das den Komplex aus IL-6 und sIL-6R 

bindet und damit die Effekte des Transsignalings hemmt (Jostock et al. 2001). Eine 

experimentelle, intraartikuläre Injektion von sgp130 in einem Antigen-induzierten Arth-

ritismodell an Ratten hemmt die Entstehung einer Hyperalgesie, wirkt antinozizeptiv 

und präventiert eine Gelenkdestruktion (Boettger et al. 2010).  

Die gemeinsame Applikation von IL-1β und sgp130 führt zu keiner Veränderung der 

neuronalen Antworten im Vergleich zur Baseline. Da die Effekte von IL-1β bei gleich-

zeitiger Applikation von sgp130 inhibiert werden, lässt sich vermuten, dass die Wirkung 

von IL-1β über möglicherweise gemeinsame Signalwege mit gp130 zusammenhängt.  

Die gleichzeitige, spinale Applikation von IL-6 mit sIL-6R führt zu einer verstärkten Ant-

wort von nozizeptiven Hinterhornneuronen auf noxische Reize, sowie zu einer thermi-

schen Hyperalgesie (Kawasaki et al. 2008, Vazquez et al. 2012). Sgp130 hemmt nicht 

nur den Effekt des IL-6/sIL-6R-Komplexes, sondern hemmt auch die Wirkung von spi-

nal appliziertem TNF-α (König et al. 2016). Denn TNF-α evoziert die Freisetzung von 

sIL-6R aus Mikroglia und die neuronale Freisetzung von IL-6, dadurch beruht die Wir-

kung von TNF-α letztendlich auf dem Transsignaling des IL-6 (König et al. 2016).  
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Die elektrophysiologischen Ergebnisse nach Applikation von spg130 zusammen mit 

IL-1β deuten darauf hin, dass die Wirkung des IL-1β möglicherweise mit dem Signal-

weg des IL-6 zusammenhängt. In Fibroblasten und Monozyten konnte gezeigt werden, 

dass durch die Stimulation mit IL-1β die Freisetzung von IL-6 und sIL-6R induziert 

werden kann (Maliner-Stratton et al. 2001, Uchibori et al. 2017). In reinen Mikroglia-

Zellkulturen ist IL-1β hingegen nicht in der Lage eine Freisetzung von IL-6 zu induzie-

ren (Pinteaux et al. 2002). 

 

6.4.2. IL-6R-Antikörper 

Die spinale Applikation von IL-1β zusammen mit einem anti-IL-6R führt zu einem An-

stieg der neuronalen Antworten gegenüber der Baseline. Dieser Anstieg der neurona-

len Antworten ist nur für die nicht-noxische Stimulation des Kniegelenks und der Pfote 

signifikant. 

Die alleinige spinale Applikation des IL-6R-Antikörper hat insgesamt keinen signifikan-

ten Einfluss auf die neuronale Aktivität. Im freigelegten Rückenmark scheinen also 

keine IL-6 abhängigen Prozesse z.B. als Folge der Präparation oder Neuronensuche 

stattzufinden. 

In Anbetracht der Hemmung der IL-1β vermittelten Antwortsteigerung durch sgp130 

und gleichzeitig unzureichender Hemmung durch den anti-IL-6R kann postuliert wer-

den, dass IL-1β nicht vom IL-6-Signalweg abhängig ist.  

In anschließenden Experimenten konnte jedoch ein Zusammenhang der Effekte von 

IL1β mit dem Zytokin IL-11 belegt werden (König et al. 2020). IL-11 ist ein weiteres 

Mitglied der IL-6-Familie, das zusammen mit seinem löslichen Rezeptor (sIL-11R) das 

gp130-Homodimer bindet und über den STAT3-Signalweg seine Wirkung entfaltet 

(Garbers und Scheller 2013, Rose-John 2018). Der IL-11/sIL-11R-Komplex wird durch 

sgp130 neutralisiert (Lamertz et al. 2018). Potentiell spielt dieser Mechanismus auch 

in vivo eine Rolle. 

6.5. Minocyclin 

Die Mikroglia spielt eine bedeutende Rolle in den Prozessen der zentralen Sensibili-

sierung (Ji et al. 2013). Durch eine spinale Applikation von Minocyclin zusammen mit 

IL-1β sollte untersucht werden, inwiefern die spinale Wirkung von IL-1β mit den Mikro-
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gliazellen und den von der Mikroglia freigesetzten Mediatoren zusammenhängt. In-

vivo-Studien zeigten, dass die intrathekale Injektion von Minocyclin sehr effektiv die 

Lipopolysaccharid-induzierte Aktivierung von Mikroglia und die Expression von Zytoki-

nen wie IL-1β und TNF-α im Gehirn hemmt (Tomás-Camardiel et al. 2004). 

Minocyclin ist ein fettlösliches Antibiotikum, das gut in das ZNS penetriert und nicht 

nur auf Mikroglia, sondern auf eine Vielzahl von Zellen, wie Neurone und Immunzellen, 

wirkt (Möller et al. 2016). Daher ist die Bezeichnung „selektiver Inhibitor der Mikroglia“ 

nicht korrekt. Minocyclin wurde in Tyrode gelöst (Verhältnis 1:1000, 1 µg/ml) und unter 

mechanischer Stimulation mit einer Stunde Vorlaufzeit auf das Rückenmark gegeben. 

Erst danach wurde IL-1β zusammen mit Minocyclin spinal appliziert. Nach Applikation 

einer Kombination aus Minocyclin+IL-1β blieb die neuronale Antwortrate nahezu kon-

stant. 

In der Literatur finden sich Hinweise auf die Hemmung der Freisetzung von proin-

flammatorischen Zytokinen wie IL-1β, IL-6 und TNF-α, sowie einer vermehrten Frei-

setzung von IL-10 und anderen anti-inflammatorischen Zytokinen durch Minocyclin 

(Möller et al. 2016). In der Tat hemmte Minocyclin die durch eine experimentelle Mus-

kelentzündung erzeugte Übererregbarkeit nozizeptiver Hinterhornneurone (Hoheisel 

et al. 2019). Dies würde die Verringerung der neuronalen Antworten erklären. Der da-

rauffolgende Anstieg der neuronalen Antworten ist am ehesten dadurch zu erklären, 

dass Minocyclin auch ein Kalzium-Chelator ist. Durch die verminderte Verfügbarkeit 

von Kalzium durch Bindung an Minocyclin kommt es zur Erhöhung der Erregbarkeit 

(Antonenko et al. 2010). Die Wirkung des Minocyclins scheint zeitabhängig zu sein. 

Eine Abnahme der Wirkung wegen einer geringen Halbwertszeit ist aufgrund einer 

langen Serum-Halbwertszeit von 11-18 Stunden unwahrscheinlich (Möller et al. 2016). 

Aufgrund der Lipophilie von Minocyclin ist eine Verteilung außerhalb des Rückenmarks 

und damit eine spinale Dosisabnahme möglich (Möller et al. 2016). Patch-clamp-Mes-

sungen an spinalen Neuronen der Substantia gelatinosa von Ratten zeigen, dass IL-

1β die Amplitude von AMPA- und NMDA-induzierten Strömen steigert (Liu et al. 2013). 

Der IL-1β-induzierten Anstieg kann am AMPA-Rezeptor jedoch nicht am NMDA-Re-

zeptor durch Minocyclin gehemmt werden(Liu et al. 2013). Interessanterweise führt 

Minocyclin selbst zur Hemmung der NMDA-vermittelten Ströme (Liu et al. 2013).  
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6.6. Freisetzung von sIL-6R aus BV-2-Zellen nach Stimulation mit IL-1β 

Im Stimulationsexperiment der BV-2-Zellen mit IL-1β wurde eine signifikant erhöhte 

Freisetzung des sIL-6R im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Die in einer vorausge-

gangenen Studie beschriebene verstärkte Freisetzung von sIL-6R durch die Stimula-

tion mit TNF-α allein konnte nicht gezeigt werden (König et al. 2016). Die Stimulation 

der BV-2-Zellen mit TNF-α ergab die höchste Freisetzung von sIL-6R gegenüber der 

Kontrolle. Dieses Ergebnis war nach statistischer Auswertung jedoch nicht signifikant. 

Dies liegt zum einen daran, dass die Bedingungen der Zellkulturen der vorliegenden 

Arbeit nicht identisch sind mit den Bedingungen der Zellkulturen in der vorausgegan-

genen Studie. Eine weitere Erklärung, wäre, dass die BV-2-Zellen in der Expression 

unter anderem von TNF-α, IL-1β, IL-6 nicht der primären Mikroglia entsprechen 

(Horvath et al. 2008). Obwohl die BV-2-Zellen als zuverlässiges Modell der Mikroglia 

beschrieben werden, ist eine mögliche Abweichung hinsichtlich der Zytokinfreisetzung 

bzw. Freisetzung von sIL-6R im Vergleich zur primären Mikroglia nicht auszuschließen 

(Horvath et al. 2008, Henn et al. 2009).  

 

6.7. Freisetzung von sIL-6R aus primären Mikrogliazellen nach  

Stimulation mit IL-1β 

Die Stimulation der primären Mikrogliazellen mit IL-1β führte zu keinem Anstieg der 

basalen sIL-6R-Freisetzung im Vergleich zur Kontrollgruppe.  

Die Expression von IL-1-Rezeptor auf Mikroglia wird in der Literatur kontrovers disku-

tiert. Einerseits wird berichtet, dass die Mikroglia als Äquivalent der peripheren Makro-

phagen durch IL-1 stimuliert wird und eine positive Korrelation zwischen der Expres-

sion des IL-1-Rezeptors und der Mikrogliaaktivierung besteht (Liu und Quan 2018). 

Auf der anderen Seite gehen Hollò et al. davon aus, dass die Expression von IL-1R1 

auf Neuronen des Hinterhorns in vivo deutlich höher ist als auf Astrozyten und Mikrog-

lia (Holló et al. 2017). Dies würde bedeuten, dass die Astrozyten und Mikroglia auf-

grund geringer Expression von IL-1R1 nur unzureichend auf eine Stimulation mit IL-1β 

ansprechen würden. Ebenfalls zeigten in-vivo-Experimente, dass der IL-1R1 auf 

Mikroglia des ZNS nicht exprimiert wird (Krasnow et al. 2017).  

Auffällig ist die große Streuung der Ergebnisse zwischen den einzelnen Stichproben. 

Die einzelnen Messwerte lagen im Bereich der unteren Detektionsgrenze des ELISAS 
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(6 pg/ml, obere Detektionsgrenze 1.500 pg/ml). Dies könnte die große Streuung der 

Ergebnisse erklären. 

 

6.8. Zusammenfassende Diskussion  

Das Ziel dieser Arbeit war es, die spinale Wirkung des IL-1β auf die Erregbarkeit nozi-

zeptiver Rückenmarksneurone und die Interaktion von IL-1β mit IL-6, sowie den Ein-

fluss von IL-1β auf die Mikroglia zu untersuchen. IL-1β führte zu einer gesteigerten 

neuronalen Aktivität (spinalen Übererregbarkeit) in den elektrophysiologischen Mes-

sungen am Hinterhorn von narkotisierten Ratten. Die neuronale Antwort steigt sowohl 

gegenüber nicht-noxischer als auch noxischer mechanischer Stimulation der Gelenke. 

IL-1β steigert sowohl die Frequenz als auch die Amplitude von exzitatorischen postsy-

naptischen Strömen und reduziert die Frequenz und Amplitude der spontanen inhibi-

torischen postsynaptischen Ströme (Kawasaki et al. 2008). Im Vergleich zu TNF-α und 

IL-6 sind die elektrophysiologischen Effekte von IL-1β auf den Anstieg neuronaler Ant-

worten jedoch geringer ausgeprägt. Die gleichzeitige spinale Applikation von sgp130 

mit IL-1β konnte eine Steigerung der neuronalen Aktivität signifikant verhindern. Die 

Applikation eines anti-IL-6R mit IL-1β führt zu einem nur teilweise signifikanten Anstieg 

der neuronalen Antworten. Dies legt den Schluss nahe, dass die Wirkung von IL-1β 

nicht vom IL-6-Transsignaling abhängig ist. Da die Effekte von IL-1β bei gleichzeitiger 

Applikation von sgp130 inhibiert werden, ist jedoch ein möglicher Zusammenhang mit 

anderen gp130-abhängigen Signalwegen, die von weiteren Mitgliedern der IL-6-Fami-

lie wie beispielsweise IL-27 genutzt werden, anzunehmen. Da IL-1β eine wichtige re-

gulatorische Rolle während der Inflammation einnimmt, lässt sich auch mutmaßen, 

dass die Wirkung von IL-1β in den Prozessen der Nozizeption sekundär ist und bei-

spielsweise über die Freisetzung anderer Mediatoren funktioniert. 

Durch eine spinale Applikation von Minocyclin zusammen mit IL-1β sollte untersucht 

werden, inwiefern die spinale Wirkung des IL-1β mit den Mikrogliazellen und den von 

der Mikroglia freigesetzten Transmittern zusammenhängt. Minocyclin führt nach der 

jeweiligen Applikation zu einer Reduktion der neuronalen Antworten. Dies ist durch die 

Wirkung von Minocyclin auf Mikroglia und möglicherweise auch auf Neurone bedingt, 

so ergaben in vivo, intrazelluläre Ableitungen an Hinterhornneuronen von Ratten, dass 

die kontinuierliche intrathekale Applikation von Minocyclin nach 12 Tagen sowohl die 

Aktivität als auch die Anzahl aktiver Synapsen verringert (Hoheisel et al. 2019).  
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Nach Stimulation der BV-2-Zellen mit IL-1β zeigte sich im Westernblot eine Aktivierung 

von Signalmolekülen und Transkriptionsfaktoren, welche auch in proinflammatori-

schen Prozessen eine Rolle spielen können. Des Weiteren führte die Stimulation der 

BV-2-Zellen mit IL-1β zu einem signifikanten Anstieg der Expression von sIL-6R. Bei 

den primären Mikrogliazellen ergab sich nach Stimulation mit IL-1β keine signifikant 

erhöhte Freisetzung von sIL-6R gegenüber der Kontrolle. In Zusammenschau der Er-

gebnisse der elektrophysiologischen Messungen und der Zellkulturen ist die Wirkung 

von IL-1β unabhängig von dem Signalweg des IL-6 zu sehen. Ein Zusammenhang mit 

dem gp130-abhängigen Signalweg anderer Mitglieder der IL-6-Familie bleibt Gegen-

stand zukünftiger Forschungen.  

 

7. Schlussfolgerungen und Ausblick 

Zusammenfassend kann aus den oben gezeigten Ergebnissen geschlossen werden, 

dass die spinale Applikation von IL-1β zu einer gesteigerten neuronalen Aktivität im 

Hinterhorn führt.  

Die Hypothese, dass die Wirkung des IL-1β vom Signalweg des IL-6 abhängig ist, 

konnte durch elektrophysiologische Messungen und den Ergebnissen an Zellkulturen 

nicht bestätigt werden. Die spinale Applikation von sgp130 zusammen mit IL-1β kann 

den Anstieg der neuronalen Aktivität signifikant verhindern.  

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass IL-1β während der Nozizeption zu-

sammen mit anderen Zytokinen, z.B. TNF-α wirkt und ein Zusammenhang zu den 

gp130-abhängigen Signalen des IL-11 besteht. 

Mögliche Auswirkungen von sgp130 auf die neuronale Wirkung von anderen Zytokinen 

und die Rolle von endogenem spg130 hinsichtlich nozizeptiver Prozesse sollte in künf-

tigen Studien untersucht werden.  
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