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ABSTRACT

OBJECTIVES

Diabetic periphal neuropathy is accompanied by neuropathic pain in about
30 % of all cases and affects the quality of life substantially. Methylgyloxal
(MG), which is a dicarbonyl and a side-product of glycolysis, was identified
as an important mediator for painful polyneuropathy in patients with diabe-
tes. MG activates the TRPAL ion channel and participates in the modulation
of sodium channels. Sodium channels, especially Nav 1.7 and Nav 1.8, af-
fect the axonal properties of pain mediating c-fibers. Therefore, the modu-
lation of sodium channels may participate in the genesis of painful polyneu-
ropathy. Accordingly, it is necessary to understand how endogenous me-
tabolites can affect axonal properties of nociceptors to develop effective
therapy regiments. Microneurography enables the assessment of axonal
electrical activity of single neurons. This technique usually records several
nerve fibers, so called multi-fiber recordings. In the subsequent data analy-
sis, it is mandatory to identify the single nerve fiber by analyzing the char-
acteristic latency shifts of electrical induced action potentials. Although it is
a software-based process, there are limitations in data analysis due to con-
founding factors within the experiment. This dissertation proposal aims at
the investigation of dependence between latency shift and preceding nerve
fiber activity by using backward calculation of latency shift by the number of
induced action potentials. These calculated values could also be used to
improve assignment of single action potentials to a specific single nerve fi-

ber.
DESIGN & METHODS

Several nerve fibers could be detected in 17 young healthy test persons
using microneurography at the most common site, the peroneal nerve at the
fibular head. These nerve fibers could be separated into CMi- and CM-fibers
due to their specific response to the Marking-Method, the test protocol “elec-
trical identification” and mechanical stimulations. Subsequently the nerve

fibers were stimulated with different electrical pulse protocols and their



nerve conduction velocity was recorded. The focus was on applicating dif-
ferent sequences of additional electrical stimuli between two main pulses,
so called inter-impulses. They were applied in different numbers and fre-
guencies. The data derived from these experiments were recorded with
Spike-2, visualized in Dapsys 8 and afterwards consolidated and analyzed
with Excel 2020. First, the correlation between latency shift and number of
pulses was evaluated. Based on these measurements, expected values
were calculated and compared with the actual measured latency shifts.
More statistical analyses between latency shifts, number of impulses and
frequencies were performed. To identify possible limitations in the forecast-
ing of latency shifts, also the impact of MG-injections was analyzed. The
statistical data analysis was processed using Statistika 7.

OBSERVATIONS & RESULTS

During stimulation with frequencies of 10, 20, 50 Hz 45 C-fibers, including
25 CM- and 20 Cmi-fibers, showed an almost linear correlation between the
number of preceding action potentials and the resulting latency shifts. In the
next step, it was proven for a frequency of 10 Hz that based on the shift
between two and four inter-impulses, the calculation of latency shifts at six,
eight and twelve impulses correlate very closely with the actual measure-
ments. Another stimulation protocol confirmed that both CM- and CMi-fibers
stimulated with four and six inter-impulses could not follow the stimulation
at 100 Hz and greater, consequently the calculation of expected values is
no longer possible. The analysis of latency shifts at different frequencies
and number of inter-impulses before and after injection of Methylglyoxal
could not prove a significant impact of Methylglyoxal. Therefore, no state-
ment could be made about the applicability of forecasting values for latency

shifts during activating stimuli like MG.
CONCLUSION

This work demonstrated that a reliable calculation of the expected latency
shifts is possible due to the linear relation between number of inter-impulses

and triggered latency shifts. The use of this calculation algorithm is limited



to a specific frequency range as c-fibers are blocked above certain frequen-
cies. It seems perfectly logical that an implementation of this algorithm is
also possible with other stimuli (i.e., injection of MG). Unfortunately, it could
not be proven in this work due to an insufficient number of c-fibers with a
reliable assessment before and after MG-injection. The results could be

used for Al-supported data analysis tools.



ZUSAMMENFASSUNG

HINTERGRUND UND ZIELE

Die diabetische periphere Polyneuropathie geht in ca. 30% der Falle mit
neuropathischem Schmerz einher und beeintrachtigt die Lebensqualitat die-
ser Patienten mal3geblich. Methylglyoxal (MG), ein Dicarbonyl, das als Ne-
benprodukt der Glykolyse entsteht, wurde als wichtiger Mediator der
schmerzhaften Polyneuropathie bei Diabetikern identifiziert. MG aktiviert
den TRPA 1-lonenkanal und wirkt an der Modulation von Natriumkanalen
mit. Da Natriumionenkanale, insbesondere Nav 1.7 und Nav 1.8, axonale
Eigenschaften der schmerzvermittelnden C-Fasern beeinflussen, kénnte
die Modulation dieser, bei der Entstehung der schmerzhaften Polyneuropa-
thie beteiligt sein. Um also zukUinftig kausale Therapieregime zu entwickeln,
ist es infolgedessen notwendig zu verstehen, wie die axonalen Eigenschaf-
ten von Nozizeptoren durch derartige endogene Metabolite verandert wer-
den. Mithilfe der Mikroneurographie ist es mdglich, das Aktivitdtsausmal
einzelner Nozizeptoren zu beobachten. Dabei werden stets mehrere Ner-
venfasern abgeleitet, so dass diese sogenannten Multifaser-Aufnahmen bei
der anschlieRenden Datenanalyse mit Hilfe der Latenzverschiebung von
elektrisch ausgeldsten Aktionspotentialen in einzelne Fasern aufgeteilt wer-
den mussen. Diese erfolgt zwar softwaregestitzt, wird jedoch durch Stor-
faktoren innerhalb des Experiments limitiert. Um diesen Analyseschritt der
Ruckrechnung von Latenzverschiebung auf Basis der Anzahl von ausge-
l6sten Aktionspotentialen zu verbessern, ist es Ziel dieser Arbeit, die Ab-
hangigkeit der Latenzverschiebung von der vorangegangenen Nervenfa-
seraktivitdt zu untersuchen. Die Vorhersagewerte kénnten auch genutzt
werden, um einzelne Aktionspotentiale exakter einer einzelnen Faser zuzu-

ordnen.
METHODEN (PATIENTEN, MATERIAL UND UNTERSUCHUNGSMETHODEN)

Bei 17 jungen gesunden Probandinnen wurde mittels Mikroneurographie im
Hautast des Nervus fibularis superficialis einzelne Nervenfasern identifi-
ziert. Diese konnten unter Verwendung der Marking-Methode und mittels
der elektrischen Identifikation und der mechanischen Testung in CM- und



CMi-Fasern eingeteilt werden. Anschliel3end wurden die Nervenfasern mit
unterschiedlichen elektrischen Pulsprotokollen gereizt und die Nervenleit-
geschwindigkeiten aufgezeichnet. Hier standen unterschiedliche Abfolgen
von Interimpulsen, also elektrische Impulse, die zwischen regelmafigen Sti-
mulationsimpulsen zusatzlich appliziert wurden, im Fokus. Diese wurden in
unterschiedlicher Zahl und mit unterschiedlichen Frequenzen angewendet.
Die gewonnenen Messwerte wurden mittels Spike-2 aufgezeichnet, in
Dapsys 8 grafisch aufbereitet und anschlieRend in Excel 2020 konsolidiert
und analysiert. Zuerst wurde der Zusammenhang zwischen Latenzver-
schiebung und Impulsanzahl untersucht. Darauf aufbauend erfolgte die ei-
gentliche Berechnung von Erwartungswerten fur die Latenzverschiebung
und deren Validierung. Anschliel3end wurden mit weiteren Analysen der Zu-
sammenhang zwischen Latenzverschiebung, Impulsanzahl und Frequenz
untersucht, sowie der Einfluss von Methylglyoxal-Injektionen betrachtet, um
damit etwaige Limitationen bei der Vorhersage von Latenzverschiebungen
identifizieren zu konnen. Die statistische Datenanalyse erfolgten mittels
Statistika 7.

ERGEBNISSE UND BEOBACHTUNGEN

Fur 45 analysierte C-Fasern, davon 25 CM und 20 CMi, konnte fur die Fre-
guenzen 10, 20 und 50 HZ ein nahezu linearer Zusammenhang zwischen
Anzahl von vorangegangenen Aktionspotentialen und der Latenzverschie-
bung belegt werden. Darauf aufbauend konnte fur eine Frequenz von 10 Hz
gezeigt werden, dass ausgehend von der Latenzverschiebung von zwei auf
vier Interimpulse, die Berechnung der Latenzverschiebung fir 6, 8 und 12
Interimpulse mit den tatséchlich gemessenen Werten sehr gut korreliert.
Unter Verwendung eines weiteren Protokolls konnte bewiesen werden,
dass bei einer Interimpulszahl von 4 und 6 sowohl CM als auch CMi Fasern
ab einer Frequenz von 100 Hz nicht mehr folgen kbnnen und daher die Be-
rechnung von Erwartungswerten nicht mehr mdglich ist. Die Analyse der
Latenzverschiebungen bei unterschiedlichen Frequenzen und Interimpuls-
zahlen vor und nach Methylglyoxal-Injektion konnte keinen signifikanten

Einfluss von Methylglyoxal nachweisen. Damit konnte auch keine Aussage



zur Anwendbarkeit der Berechnung von Erwartungswerten fir die Latenz-

verschiebung bei aktivierenden Stimuli getroffen werden.

PRAKTISCHE SCHLUSSFOLGERUNGEN UND DISKUSSION

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass auf Grund des linearen Zu-
sammenhangs zwischen Interimpulsanzahl und Latenzverschiebung eine
verlassliche Berechnung der erwarteten Latenzverschiebung mdglich ist.
Da C-Fasern bei niedrigen Impulszahlen unabhangig von der Frequenz
stets folgen kénnen und gleichzeitig ab einer spezifischen Frequenz stets
blockieren, ist der Einsatz dieses Berechnungsalgorithmus auf ein gewisses
Frequenzspektrum limitiert. Es erscheint logisch, dass der Einsatz des Al-
gorithmus auch bei anderen Stimuli (z.B. MG-Injektionen) madglich ist. In
dieser Arbeit konnte dies nicht nachgewiesen werden, da die Anzahl der C-
Fasern, die vor und nach MG-Injektion zuverlassig beobachtet werden
konnten, zu gering war. Die Ergebnisse kdnnten in Kombination mit zusatz-

lichen Tools zur KI gestiutzten Datenanalyse verwendet werden.
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1 EINLEITUNG

1.1 DIABETISCHE POLYNEUROPATHIE

Die Pravalenz der Volkskrankheit Diabetes mellitus liegt derzeit in Deutsch-
land bei 9,6 Millionen, Tendenz steigend. Damit gehért die Bundesrepublik
zu den am starksten betroffenen Landern weltweit (Saeedi et al. 2019). Zu
den Langzeitfolgen des Diabetes zahlen sowohl makrovaskulare Erkran-
kungen wie koronare Herzerkrankung, Apoplex oder periphere arterielle
Verschlusskrankheit, als auch mikrovaskulare Erkrankungen wie die Re-
tino-, Nephro- und Neuropathie. Innerhalb der Neuropathien spielt vor allem
die periphere Polyneuropathie (PNP) eine entscheidende Rolle (Pittrow et
al. 2006). Eine klinisch bedeutende Untergruppierung der PNP ist die small-
fibre Neuropathie, welche durch Schadigung der dinn-myelinisierten Ad-
Fasern und der unmyelinisierten C-Fasern charakterisiert ist. Klinisch pra-
sentiert sie sich unter anderem als schmerzhafte Neuropathie mit Sympto-
men wie brennende Schmerzen, Allodynie oder Hyperéasthesie
(Hovaguimian und Gibbons 2011). Gerade die Chronifizierung der schmerz-
haften PNP fuhrt haufig zu einem hohen Leidensdruck der Patienten (Séne
2018). Um entsprechende Therapien entwickeln zu kdnnen, ist es essenzi-
ell die exakten physiologischen Prozesse, die zur Entwicklung der schmerz-

haften PNP fiihren, zu kennen.

1.2 METHYLGLYOXAL

Der Pathomechanismus, der zu schmerzhafter diabetischer Polyneuropa-
thie fahrt, ist nach aktuellem Kenntnisstand noch nicht vollstandig geklart
(Tavee und Zhou 2009). Verschiedene Arbeiten belegen jedoch die ent-
scheidende Rolle von Methylglyoxal (MG) bei der Entstehung von schmerz-
hafter Polyneuropathie (Bierhaus et al. 2012, Eberhardt et al. 2012, Huang
et al. 2016). MG ist ein Ketoaldehyd mit der Strukturformel CH3-CO-CHO,
das bevorzugt mit Arginin- und Lysinenden von Proteinen reagiert und mit

diesen, stabile Verbindungen bildet. Es reagiert auch mit Cystein reversibel
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zu Acetyl-Formaldehyd, welches Formaldehyd und Acreolin strukturell ah-
nelt (Lo et al. 1994) und ein bekannter Agonist des TRPA1-Rezeptors (tran-
sient receptor potential ankyrin) ist (Eberhardt et al. 2012). MG konnte als
ein hochreaktiver, intrazellularer Metabolit identifiziert werden, der haupt-
sachlich als Nebenprodukt in der Glykolyse und bei der Peroxidation von
Lipiden entsteht (Thornalley 1996, Thornalley et al. 1999). Bei Patienten mit
pathologisch erhéhtem Blutzuckerspiegel und persistierender schmerzhaf-
ter Polyneuropathie konnte Methylglyoxal in erhohter Konzentration im
Plasma nachgewiesen werden. Dementsprechend kann vor allem in Ner-
venzellen von einer noch héheren intrazellularen Konzentration ausgegan-
gen werden (Bierhaus et al. 2012). In diesem Kontext ist von Bedeutung,
dass MG mal3geblich durch die Glyoxalase 1 (GLO1) und Glyoxalase 2
(GLO2) metabolisiert wird und dabei Uber verschiedene Stufen das Endpro-
dukt D-Laktat entsteht (Rabbani et al. 2016). Die Aktivitat von GLO1 ist je-
doch in peripheren Nerven erniedrigt, was zu einer Anhaufung von MG fuh-
ren konnte (Jack et al. 2011). In tierexperimentellen Arbeiten wurde weiter-
hin gezeigt, dass MG an der Aktivierung des TRPA1-Inonenkanals ebenso
wie an der posttranslationalen Modifikation des spannungsgesteuerten Nat-
riumkanals Nav 1.8 (vgl. Kapitel 0) in unmyelinisierten C-Fasern beteiligt
sein kénnte (Huang et al. 2016). Dies fuhrt dazu, dass MG als therapeuti-
sches Target in der Therapie der schmerzhaften diabetischen Polyneuro-
pathie maRgeblich sein kénnte und daher ein intensiver Blick auf die Aus-

wirkungen von MG auf periphere Nervenfasern lohnend erscheint.

1.3 NERVENFASERKLASSEN

Fur das Verstandnis von Polyneuropathie ist es wichtig zu wissen, dass
Nervenfasern auf Grund ihres physiologischen Aufbaus und den daraus re-
sultierenden Eigenschaften in drei Faserklassen eingeteilt werden. Die
Klassifikation erfolgt nach Erlanger und Gasser in A- (a, B, v, 8), B-, und C-
Fasern (Pape et al. 2018). Diese unterscheiden sich durch ihren Faser-
durchmesser und den Grad der Myelinisierung, welche wiederum zu unter-

schiedlichen Nervenleitgeschwindigkeit fuhren (Pape et al. 2018). Die
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myelinisierten B-Fasern sind fur die Vermittlung praganglionarer efferenter
Signale des vegetativen Nervensystems verantwortlich. Hingegen werden
den unmyelinisierten, dinnen C-Fasern die Thermo- und Nozizeption zuge-
schrieben. Auf Grund ihrer geringeren Nervenleitgeschwindigkeit, wird den
C-Fasern langsame Schmerzvermittlung zugeordnet. Den myelinisierten
Ad-Fasern wird hingegen die schnelle, initiale Schmerzweiterleitung zuge-
schrieben (Pape et al. 2018). Dieser Schmerz wird als scharf und spitz ein-
geordnet. Die C-Fasern vermitteln hingegen einen eher dumpf und diffus

imponierenden Schmerzeindruck (Pape et al. 2018).

Allen Nervenfasern ist gemein, dass der Informationstransport mittels
elektrischer Signale, sogenannten Aktionspotentialen, erfolgt. Bei der Akti-
onspotentialentstehung und -weiterleitung in Axonen sind verschiedene
spannungsabhangige lonenkandle, wie beispielsweise Natriumkanéle, be-
teiligt (Catterall 2012).

Nachfolgende Arbeit befasst sich mit C-Fasern, da diesen eine maRgebli-
che Bedeutung bei der Entstehung chronischer neuropathischer Schmer-

zen zugeschrieben wird (Ugeyler und Sommer 2013).

1.4 MIKRONEUROGRAPHIE

Die genaue Differenzierung der Nervenfasern erfolgt durch den Einsatz der
Mikroneurographie. Mikroneurographie ist eine Methode, um Aktionspoten-
tiale einzelner peripherer Nervenfasern am lebenden Organismus elektro-
physiologisch aufzuzeichnen und auf axonale und rezeptive Eigenschaften
zu untersuchen. Dazu ist es nétig einen peripheren Nerv mit Mikroelektro-
den zu punktieren. Dadurch ist die Elektrode nahe genug an einzelnen Ner-
venfasern um die elektrischen Potentiale extrazellular abzuleiten. Die Me-
thode wurde bereits vor tiber 60 Jahren in Schweden entwickelt (Knutsson
und Widén 1967) und vorangetrieben (Vallbo et al. 2004), so dass es seit
1974 moglich ist einzelne C-Faser-Aktionspotentiale aufzuzeichnen
(Torebjork und Hallin 1974). Somit kdnnen die Reaktionen von Nervenfa-

sern auf unterschiedliche Stimuli, beispielweise schmerzinduzierende Sub-
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stanzen, aufgezeichnet und gleichzeitig mit dem wachen Probanden inter-
agiert werden. Dies ermoglicht es auch objektiv gewonnene Daten mit sub-
jektiven Empfindungen des Probanden zu korrelieren. Als Nachteile der Me-
thode kann angefiihrt werden, dass sie sehr zeitaufwendig und stark unter-
sucherabhangig ist (Vallbo et al. 2004). Hinzukommt, dass es viel prakti-
sche Erfahrung bendétigt, um fur die Dauer des Experimentes eine konstante
extrazellulare Ableitung zu generieren. Dennoch konnten seit Entwicklung
der Mikroneurographie viele wichtige Informationen tber Nervenfasern ge-
neriert werden, sodass sie trotz der Nachteile fur zukinftige Erkenntnisse
im neurophysiologischen und -pathologischen Fachgebiet unersetzbar ist
(Shoemaker et al. 2018, Vallbo 2018).

1.5 EIGENSCHAFTEN VON C-NERVENFASERN

Mittels Mikroneurographie konnte belegt werden, dass C-Fasern keine ho-
mogene Gruppe sind, vielmehr zeigen sie unterschiedliches Antwortverhal-
ten auf mechanische, elektrische und thermische Reize (Schmidt et al.
1995). Hierbei lassen sich die beiden grof3en Gruppen der mechano-sensi-
tiven (CM) und der mechano-insensitiven (CMi) C-Fasern differenzieren
(QDrstavik et al. 2006). Diese zwei Klassen unterscheiden sich in ihren sen-

sorischen Eigenschaften.

Die mechano-sensitiven (CM) Fasern reagieren auf mechanische und auf
schwache Warmereize (Weinkauf et al. 2016) und sind fir in der Vermitt-
lung einer Jucksensation relevant (Namer et al. 2008). Untersuchungen mit-
tels funktioneller Magnetresonanztomographie belegen zudem, dass sie fur
die raumliche und zeitliche Auflésung von Schmerzereignissen bedeutsam
sind (Ruehle 2006).

Hingegen zeichnen sich die mechano-insensitiven (CMi) C-Fasern dadurch
aus, dass sie unter physiologischen Bedingungen nicht auf mechanische
Reize reagieren und erst ab héheren Hitzeschwellen einen Reiz weiterge-
ben (Weidner et al. 1999). Nur wenn sie z.B. durch chemische Mediatoren
sensibilisiert sind, kbnnen sie durch mechanische Reize aktiviert werden.

Zudem sind sie sich durch ein gro3eres rezeptives Feld und einer weiten
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Verzweigung der terminalen Nervenendigungen charakterisiert (Schmidt et
al. 2002).

Auch bei den axonalen Eigenschaften unterscheiden sich CM von CMi Fa-
sern. Hierbei sind insbesondere die Nervenleitgeschwindigkeit und die da-
mit verbundene aktivitatsabhéngige Verlangsamung (activity-depending
slowing - ADS) von grol3er Relevanz (Schmidt et al. 1995). Dabei zeigen
CM nur ein moderates ADS, CMi Fasern hingegen ein hohes (Weidner et
al. 2002a).

Im Hinblick auf chronisch neuropathisches Schmerzgeschehen sind CMi-
Fasern inshesondere im Zusammenhang mit Hyperalgesie, die durch me-
chanischen Druck ausgeldst wird, beschrieben (Schmidt et al. 2000). Auch
sind ihre Spontanaktivitat (Kleggetveit et al. 2012) ebenso wie aktivitatsab-
hangige zentrale Sensibilisierung wichtige Faktoren im Kontext von chroni-
schem neuropathischem Schmerz (Schmelz et al. 2000b). Das Entstehen
eines weit ausgebreiteten Axonreflex-Erythems bei elektrischer Reizung
(Schmelz et al. 2000a) konnte ebenso wie die Vermittlung einer Jucksensa-
tion durch Histamin (Schmelz et al. 2000b) den CMi-Fasern zugeordnet

werden.

Zum Verstandnis von chronischem Schmerz spielen auch die Anzahl und
Verteilung der beiden Faserklassen eine Rolle. Bereits 1995 wurde in jun-
gen gesunden Probanden in den Nervenfaserbindeln ein Verhaltnis von
80% CM zu 20% CMi gezeigt (Schmidt et al. 1995). Namer et al. zeigten,
dass sich bei alteren gesunden Menschen das Zahlenverhéltnis zugunsten
der CMi-Fasern verschiebt (Namer et al. 2009). Zudem konnte belegt wer-
den, dass sich auch weitere Charakteristika, wie beispielsweise die Hitze-
schmerzschwelle in den Fasertypen verandert. Noch deutlicher werden
diese Prozesse bei Menschen mit diabetischer Polyneuropathie, bei denen
ein Verhaltnis von 33% CM zu 66% CMi beschrieben wurde (drstavik et al.
2006).
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1.6 NATRIUMKANALE ALS DIFFERENZIERUNGSMERKMAL DER C-FASERN

Einige der beschriebenen Eigenschaften von C-Fasern lassen sich unter
anderem auf die axonale Ausstattung mit bestimmten spannungsgesteuer-
ten Natriumkandalen (voltage-gated sodium channels, Nav) zuriickfihren. Es
besteht Einigkeit dartiber, dass sich neun, als Nay 1.1 bis Nav 1.9 bezeich-
nete Mitglieder dieser Proteinfamilie unterscheiden lassen (Speckmann et
al. 2019). Dabei zeigen sich die Unterschiede beispielsweise im Verhalten
der Kanale gegenuber Tetrodotoxin (TTX), dem Gift des Kugelfisches (Tet-
raodontidae). Die Kanéle Nav 1.1 bis 1.4 sowie Nav 1.6 und 1.7 sind sensitiv
gegenuber TTX (TTX-s). Als TTX-resistent (TTX-r) werden hingegen Nav
1.5, 1.8 und 1.9 Klassifiziert. Diese Kanale werden erst durch wesentlich
hohere Dosen von TTX blockiert (Catterall 2005). Die Mitglieder Nav 1.6 bis
Nav 1.9 sind hauptsachlich in Ad- und C-Fasern reprasentiert, die vorwie-
gend der Vermittlung von thermischen und nozizeptiven Signalen im peri-

pheren Nervensystem dienen (Persson et al. 2010).

Fur das Thema dieser Arbeit sind die Subtypen Nav 1.7 und Nav 1.8 von
grol3er Bedeutung, da sie die axonalen Eigenschaften von C-Fasern in be-
sonderem Mal3e beeinflussen (Djouhri et al. 2003, Waxman 2006) und dar-
uber hinaus auch den Grad der Erregbarkeit der Nozizeptoren von Neuro-
nen der Spinalganglien bestimmen (Choi und Waxman 2011). De Col et al.
zeigten in einer tierexperimentellen Arbeit, dass es durch langsame Inakti-
vierung der Natriumkanéle und intrazellularer Natriumakkumulation in den
diinnen Nervenendigung von C-Fasern zur Verzdgerung der Antwortlatenz
kommt (Col et al. 2012).

Dabei ist die Funktion von Nayv 1.7 wichtig fir ein normales Schmerzemp-
finden (Cox et al. 2006). Dies konnte in verschieden Studien zu loss- bzw.
gain-of-function Mutationen des SCN9A-Gens gezeigt werden (de Lera
Ruiz, Manuel und Kraus 2015). Dieses Gen codiert fir den Nay 1.7-Kanal,
und ein Funktionsverlust dieses Kanals fiihrt zu einem vollstdndigen Fehlen
der Schmerzwahrnehmung (congenital indifference to pain - CIP) (Goldberg
et al. 2007). Hingegen fihrt eine gain-of-function Mutation des Gens zu
Krankheitsbildern wie primare Erythromyalgie (Yang 2004), paroxysmale

extreme Schmerzstérung (Fertleman et al. 2006) oder idiopathische small-
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fiber Neuropathie (Eberhardt und Leffler 2017). All diese Krankheitsbilder
haben ein pathologisch erhéhtes Schmerzempfinden gemein.

Der Kanal Nav 1.8 spielt eine grof3e Rolle in der Entstehung von Entzin-
dungsschmerz. Dies wurde bei Versuchen mit knock-out Mausen fir Nav
1.8 gezeigt, die ohne diesen Transporter keine mechanische oder hitzein-
duzierte Hyperalgesie zeigten (Akopian et al. 1999). Hingegen wurde bei
Patienten mit chronisch neuropathischem Schmerz Nav1.8 vermehrt expri-
miert (Black et al. 2008).

Petersson et al. postulieren, dass CM-Fasern im Verhéaltnis mehr Nav 1.7
und CMi-Fasern mehr Nav 1.8 exprimieren und damit auch das unterschied-
liche Verhalten dieser beiden C-Fasertypen erklart werden kann (Petersson
et al. 2014). So haben CM-Fasern vermutlich durch den Mehrbesatz an Nav
1.7 eine schnellere Leitungsgeschwindigkeit, weniger aktivitdtsabhangige
Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit (Tigerholm 2014 #75} und we-
niger supernormale Phasen. Neben den unterschiedlichen Eigenschaften
ist zudem beachtenswert, dass sich Nav 1.7 antagonistisch zu Nav 1.8 ver-
halt. So zeigen Versuche von (Petersson et al. 2014), dass sich CMi-Fa-
sern, die mit mehr Nav 1.7 ausgestattet sind, mehr wie CM-Fasern verhal-
ten. In Tiermodellen mit C-Fasern konnte zudem gezeigt werden, dass die
Nav 1.8-Kanale mitverantwortlich fur die lange Aktionspotentialdauer sind.
Dabei sind sie insbesondere flir den Aufstrich des Aktionspotentials (Over-
shoot) verantwortlich (Djouhri et al. 2003), wodurch scheinbar hochfrequen-
tes, repetitives Feuern der Faser unterstitzt wird (Renganathan et al. 2001).
In einem mathematischen Modell wurde dartiber hinaus gezeigt, dass das
ADS vermutlich Gberwiegend durch die langsame Inaktivierung des Nav 1.8-
Kanals beeinflusst wird (Tigerholm et al. 2014). Chevrier et al. untersuchten
in einer Studie zur Modellierung von Nav 1.7 und Nav 1.8 mit Lidocain eben-
falls die Deaktivierung der Natriumkanéle und stellten fest, dass durch wie-
derholte Aktivierung des Nav 1.8-Kanals mit héheren Frequenzen, der Ein-
strom in die Zelle bei Nav 1.8 schneller kleiner wurde (Chevrier et al. 2004).
Dies konnte darauf hindeuten, dass C-Fasern mit einem Mehrbesatz an Nav
1.8 bei hoheren Frequenzen schneller blockieren. Zusammenfassend kann

gesagt werden, dass die unterschiedlichen Eigenschaften der C-Fasern
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zwar durch den Besatz lhrer Membrankandale beeinflusst werden, der ge-
naue Beitrag der Natriumkané&le zur Charakterisierung von CM- und CMi-
Fasern aber noch genauer erforscht werden muss und andere Faktoren

ebenfalls eine Rolle spielen kénnten.

1.7 DIE MARKING-METHODE

Nachdem sich C-Fasern bezuglich ihrer sensorischen und axonalen Eigen-
schaften unterscheiden (vgl. Kapitel 1.5), kbnnen verschiedene nattrliche
Stimuli wie Hitze und elektrische Reize zur Differenzierung der Faserklas-
sen genutzt werden (Schmelz et al. 1995). Die Marking-Methode basiert auf
dem Prinzip, dass sich die Leitungsgeschwindigkeit von Nervenfasern nach
Aktivierung, d.h. nachdem Aktionspotentiale entlang dem Axon geleitet wur-
den, verlangsamt und nutzt genau diese Unterschiede (Hallin und Torebjork
1974, Torebjork 1974).
Hierzu werden zusatzlich zu der kontinuierlichen elektrischen Stimulation,
naturliche (mechanisch, thermisch, sympathische, chemische) und elektri-
sche Reize genutzt und die Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit
(Aktivitatsabhéngige Leitungsgeschwindigkeitsverzégerung = ADS) beo-
bachtet (vgl. Abbildung 1). Diese Veranderung des ADS wird auch als La-

tenzverschiebung bezeichnet.
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Abbildung 1: Typischer Verlauf traditioneller Faserklassen wahrend der elektrischen Identifizierung. CM
Faser mit geringem aktivitatsabh&ngigem Slowing, positiver mechanischer Antwort und positiver Hitze-
antwort (vgl. Pfeile). CMi-Faser mit deutlichem aktivitatsabh&ngigem Slowing und fehlender Antwort auf

mechanische und thermische Stimulation (Riickel 2012).

1.8 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

In der Mikroneurographie werden bei der Ableitung keine einzelnen Fasern
singulér erfasst, sondern die Verlaufe mehrerer Nervenfasern eines Ner-
venblindels aufgezeichnet (Multifaser-Aufnahmen). Hierbei kbnnen mittels
entsprechender Darstellung der Messwerte die Latenzwerte verschiedener
Fasern parallel abgebildet werden. Die Identifikation der C-Fasern erfolgt
anhand des unterschiedlichen Verhaltens (vgl. Kapitel 1.5) auf mechani-
sche oder elektrische Reize. CMi-Fasern reagieren zum Beispiel im Gegen-
satz zu CM-Fasern nicht auf mechanische Reize. Bei CM-Fasern kommt es
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zur Aktivierung und damit einhergehend zu einer Latenzverschiebung,

wenn im Innervationsgebiet Druck ausgeubt wird.

Bei dieser Art der Interpretation von Multifaser-Aufnahmen ist die Kontinui-
tat der Faseraufzeichnung essenziell. Diese wird jedoch erschwert, wenn
es im Verlauf des Experimentes stimulationsbedingt zur Verschiebung der
Latenzen oder Blockierung der Faser kommt. Das fuhrt dazu, dass in der
computergestiutzten Aufzeichnung mdglicherweise die Latenz der betrach-
teten Faser nahezu identisch mit einer anderen Faser ist oder sich Aktivi-
tatsverlaufe einzelner Fasern kreuzen. Es sind dann einzelne Aktionspoten-
tiale nicht mehr eindeutig der jeweiligen Faser zuzuordnen, was die Aus-
wertung erschwert oder unmaoglich macht. Da der Grad der Latenzverschie-
bung mit der Anzahl der Aktionspotentiale eine Nervenfaser korreliert, kénn-
ten Erwartungswerte fur die Antwortlatenz einzelner Fasern berechnet wer-
den (Weidner et al. 2000). Somit kdnnten Diskontinuitaten durch Aktivierung
oder Blockierung kompensiert werden und Messwerte exakt einer betrach-
teten Faser zugeordnet werden. Dariiber hinaus ware solch ein Protokoll fur
Experimente, bei denen aktivierende Stimuli, wie beispielsweise Injektion
von chemischen Substanzen wie MG, verglichen werden sollen, interessant
(Schmelz et al. 1995). Ziel dieser Studie ist es, solch ein Protokoll zu testen
und damit zu belegen, ob die Berechnung von erwarteten Latenzverschie-
bungen mdglich ist. Zudem soll durch weitere Protokolle untersucht werden,
in welchen Settings das Protokoll anwendbar ist und wo etwaige Limitatio-

nen liegen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 PROBANDINNEN

Die Untersuchungen wurden an wachen, freiwilligen, gesunden Probandin-
nen durchgefuhrt. Keiner der Teilnehmerinnen hatte eine chronische Er-
krankung oder akute dermatologische oder neurologische Beschwerden.
Bei keinem der Probandinnen bestand eine dauerhafte Medikation!. Es
wurden 8 mannliche Probanden und 9 weibliche Probandinnen an 17 Tagen
untersucht. Das Durchschnittsalter betrug 25 Jahre (20 bis 35 Jahre). Alle
Teilnehmer erteilten nach mundlicher und schriftlicher Aufklarung ihre
schriftliche Einwilligung. Sie konnten zu jeder Zeit des Experiments ihre
Teilnahme ohne Angabe von Grunden beenden. Die Untersuchungen er-
folgten in den Raumlichkeiten des Instituts fur Physiologie und Pathophysi-
ologie der Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-Nurnberg, Erlangen,
Deutschland. Die Genehmigungen der zustandigen Ethikkommission in Er-

langen lagen vor.

2.2 MIKRONEUROGRAPHIE

Die ProbandIinnen wurden fur die Versuche in einem ruhigen Raum bei Zim-
mertemperatur in halbsitzender Position auf einem gepolsterten Zahnarzt-

stuhl gelagert.

Es wurden zu Beginn zwei Mikroelektroden im Bereich des AuRenkndchels
positioniert. Eine circa 0,2 mm dicke Metallmikroelektrode aus Wolfram, die
als Ableit- bzw. Stimulationselektrode fungiert, wurde in den Hautast des
Nervus fibularis superficialis gestochen. Dieser innerviert unter anderem,
mit Ausnahme des ersten Interdigitalraums, sensibel den Ful3riicken (Mattle
und Mumenthaler 2012). Eine zweite baugleiche Referenzelektrode wurde
in geringem Abstand zu der ersten, in die Haut eingebracht. Uber die Sti-

muluselektrode wurde ein Stimulationsstrom abgegeben. Um die richtige

1 Abgesehen von oralen Kontrazeptiva
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Faserklasse zu identifizieren, wurde im sensiblen Versorgungsgebiet des
Nervus fibularis superficialis nach afferenten C-Nervenfasern gesucht.
Hierzu wurde das Hautareal durch sehr leichtes Kratzen der Haut gereizt.
So entstandene Aktionspotentiale konnten Uber die Ableitelektrode regis-
triert und akustisch verstarkt werden. Die Unterscheidung zwischen den
verschiedenen Faserklassen erfolgte mittels typischer akustischer Signale
und den unterschiedlichen Leitungsgeschwindigkeiten (Hagbarth et al.
1972, Torebjork und Hallin 1978).

Nachfolgend wurde transkutan elektrisch mit einer Punktelektrode (Durch-
messer 1 mm; 0,5 ms; 10-50 mA; Digitimer DS7; Digitimer Ltd.; Hertfords-
hire, UK) stimuliert, um die rezeptiven Felder einzelner C-Fasern zu finden
und die gleichzeitige Stimulation eventuell vorhandener mechanisch rezep-

tiver Felder auszuschlieBen (Schmelz et al. 2003).

Sobald eine C-Faser mit stabiler Latenz gefunden wurde, wurden zwei
kleine Nadelelektroden (0,15 mm Durchmesser; Austerlitz, Germany) im
Abstand von 5 mm intrakutan im rezeptiven Feld positioniert. Die Identifika-
tion der C-Nervenfaser erfolgte hierbei durch die zunehmende Verzdgerung
der Antwort der einzelnen Aktionspotentiale (Latenzverlangerung)
(Torebjork und Hallin 1974). Uber diese beiden Elektroden wurde, nach der
Bestimmung der elektrischen Schwelle, wéhrend der gesamten Versuchs-
dauer das Hautareal repetitiv mit einer Frequenz von 0,25 Hz elektrisch sti-
muliert. Dabei entsprach die Intensitat dem 1,5 bis 2-fachen Schwellenwert
der Faser, lag jedoch nie oberhalb von 7mA. Beobachtet wurde dabei die
verlangerte Latenz der Antwort auf Aktionspotentiale bei verstarkter natirli-
cher oder elektrischer Stimulation (Hallin und Torebjork 1974, Hallin und
Torebjork 1974, Alvarez Diaz et al. 1975, Schmidt et al. 1995). Neben den
afferenten C-Fasern wurden auch sympathisch-efferente Fasern stimuliert
(Hallin und Torebjérk 1974), die mit weiteren Protokollen voneinander ab-

gegrenzt wurden (siehe Kapitel 2.4).
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2.3 KLASSIFIKATION DER C-FASERN

Zunachst war es erforderlich die Nervenleitgeschwindigkeit [mm/ms] der
distalen Nervenfaser zu berechnen. Hierzu wurde die Antwortlatenz [ms]
(latency post wait) nach zweimindtiger Stimulationspause herangezogen
und der Abstand [mm] zwischen Ableit- und Stimulationselektrode handisch

gemessen.

Im nachsten Schritt wurden mittels elektrischer Identifikation bei niedri-
ger Frequenz (El-ID) die CMi und CM-Fasern differenziert. Die beiden Fa-
sertypen koénnen mittels der Verzdgerung ihrer Leitungsgeschwindigkeit
(Slowing) differenziert werden (vgl. Kapitel 1.5). Um diese zu bestimmen,
wurde nach zweiminutiger Stimulationspause, in direkter Folge eine Reihe

von elektrischen Impulsen Uber die Nadelelektroden in der Haut gegeben:

e 20 Impulse mit 0,125 Hz ("1:8")
e 20 Impulse mit 0,25 Hz ("1:4")

e 30 Impulse mit 0,5 Hz ("1:2")

Die Starke des Slowings von CMi und CM unterscheidet sich signifikant, da
die Zunahme der Latenz im Bezug zur Ausgangslatenz bei CMi ausgeprag-
ter ist als bei CM. Eine Faser wird als CMi klassifiziert, wenn das Slowing =
5 % betragt, andernfalls wird die C-Faser als CM gewertet (Jdrstavik et al.
2006) (vgl. Abbildung 1). Zusatzlich kdnnen C-Fasern durch mechanische
Stimulation unterschieden werden. Die sogenannte sensorische Charak-
terisierung mit mechanischer Stimulation beruht auf Antworten auf me-
chanische Reize, die mit einem von-Frey-Haar (z. B. 750mN; Stoelting Co.,
Chicago, IL, USA) provoziert wurden. Hierzu wurde, unter standiger elektri-
scher Stimulation, im rezeptiven Feld um die Nadelelektroden herum punkt-
férmig Druck mit unterschiedlicher Intensitat ausgetbt. Wurde eine Faser
dadurch aktiviert, so zeigte sie das Marking. Fur CMi-Fasern gilt, dass sie
im Gegensatz zu CM-Fasern nicht durch mechanische Stimuli aktiviert wer-
den (Torebjork 1974) (vgl. Abbildung 1).
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Teilweise war die Latenz der abgeleiteten Faser auch ohne zusatzlichen
Stimulus nicht stabil. Demzufolge handelt es sich entweder um eine spon-
tanaktiv-afferente C-Faser oder sympathisch-efferente C-Faser, was es mit
einem weiteren Testprotokoll zu Uberprifen galt. Die erste Kategorie ist
durch spontane Aktivierungen gekennzeichnet (Hagbarth et al. 1972,
Torebjork und Hallin 1974). Zur Differenzierung der sympathisch-efferen-
ter C-Fasern eignen sich Stimuli, die das vegetative Nervensystem des
Probanden aktivieren. Hierfur kdbnnen entweder Stress provozierende Auf-
gaben, wie beispielsweise Kopfrechnen oder lautes singen, genutzt wer-
den. Auch tiefe Inspiration oder ein Schreckmoment, z.B. durch ein lautes
unerwartetes Gerausch, lassen ein Marking der sympathisch-efferenten C-
Faser erwarten (Hagbarth et al. 1972, Hallin und Torebjork 1974, Hallin und
Torebjork 1974, Torebjork 1974). Die so identifzierten Fasern wurden bei

der Auswertung ausgeklammert.

2.4 PROTOKOLL FOLGEFREQUENZEN

Im Fokus dieser Arbeit steht das Protokoll der Folgefrequenzen. Zur Vorbe-
reitung darauf wurde innerhalb des rezeptiven Feldes der C-Faser Uber eine
Nadelelektrode tUberschwellig und kontinuierlich alle vier Sekunden stimu-
liert (= Hauptstimulus). Nach circa zwei Minuten stabilisierte sich die Latenz
der Faser und das Protokoll der Folgefrequenzen wurde initiiert. Hierzu
wurde eine Reihe von elektrischen Impulsen (n = 2, 4, 6, 8, 12) in unter-
schiedlicher Konstellation zusétzlich zwischen den beiden Hauptstimuli ge-

geben:

e 2,4,6 Impulse
e 2,4,8Impulse
e 2,4,12 Impulse

Innerhalb einer Impulsreihe wurden mit 10, 20, 50, 100, 143 und 200 Hz
unterschiedliche Frequenzen angewendet. Der letzte zusatzliche Impuls
wurde in einem Abstand von 2.000 ms zum regularen Hauptstimulus gege-

ben. Jede Faser, die durch zusatzliche Impulse aktiviert wurde, zeigte das
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Marking. Vor jeder neuen Impulsreihe, wurde die Erholung der Faser auf
ihre Ausgangslatenz abgewartet.

Beispielhafte Darstellung der ADS Veranderung fiir die
Impulsreihe 2-4-6

e

2er Impuls

- ¢

4er Impuls

JMM-' ¢

6er Impuls

94,5 95 95,5 96 96,5 97

Latenz [ms]

Abbildung 2: Beispiel der ADS - Veréanderungen einer C-Faser durch zusétzliche elektrische Pulse. Hier
werden zwei, vier und sechs Impulse bei einer Frequenz von 10 Hz gezeigt. Man erkennt das Marking
anhand der deutlichen und sprunghaften Verlangsamung der Leitungsgeschwindigkeit nach der Stimu-
lation. Vor erneuter Reizung wurde auf das stabile Recovery der Faser auf annédhrend Ausgangslatenz
gewartet.

2.5 MG-INJEKTION

Im Anschluss an die in Kapitel 2.3 und 2.4 beschriebenen Testprotokolle,
erfolgte die Substanzinjektion. Dazu wurde mittels einer 27-G Insulin-Ka-
ndle (0,3 ml; Becton-Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey) intrakutan ein
Volumen von etwa 20 yl MG in unterschiedlicher Konzentration (3mM,

5mM, 10mM) in das rezeptive Feld der Fasern injiziert. Um maogliche Akti-
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vierungen der C-Fasern zu erkennen, wurde vor, wahrend und nach Injek-
tion mit 0,25 Hz elektrisch stimuliert. Die Wiederholung der Testprotokolle
folgte nach Erreichen der Ausgangslatenz. Durch das injektionsbedingte
Flissigkeitspolster im Gewebe kam es teilweise zur Verdrangung der Ab-
leitelektrode. Dies fuhrte dazu, dass Fasern nach der Injektion nicht mehr
eindeutig zugeordnet werden konnten und so nicht mit in die Datenauswer-

tung eingeschlossen wurden.

2.6 DATENERHEBUNG UND -ANALYSE

Die Signale der Ableitelektrode wurden verstarkt, digitalisiert und auf dem
PC dargestellt. Als Aufzeichnungssoftware wurde das Spike 2-Paket, modi-
fiziert von Richard Carr (Forster und Handwerker 1990) in Kombination mit
einer Micro 1401 DAC-Karte (CED, Cambridge, UK) verwendet.

Mittels der Software Dapsys 8 (Version 8.78.000; 2017; Brian Turnquist;
Bethel University, USA) wurden die Daten grafisch aufbereitet und analy-
siert, etwaige nicht erfasste Daten wurden manuell nachbearbeitet. Die sta-
tistische Datenanalyse erfolgte mit STATISTIKA 7 (Version 7.1; Statsoft.
Inc.; Tulsa, USA). Es wurden jeweils die arithmetischen Mittelwerte mit den
zugehdrigen Standardfehlern ausgewertet. Signifikanzanalysen wurden
mittels mehrfaktorieller Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of Variance) be-
rechnet. Die jeweils benutzten Post-hoc-Tests sind bei den Ergebnissen an-
gegeben. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Alle
in dieser Arbeit vorhandenen Grafiken wurden mit Microsoft Excel 2020 er-

stellt.
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3 ERGEBNISSE

Die Untersuchungspalette der Mikroneurographie wurde im Verlauf der
Jahre immer wieder durch neue Stimulationsprotokolle erganzt, um ver-
schiedene Eigenschaften bzw. Verhalten von Nervenfasern zu verstehen
und zu objektivieren. Das Ziel des Protokolls der Folgefrequenzen ist es, fur
einzelne Fasern vorausschauend bestimmen zu kénnen, wie grol3 das ADS
bei einer bestimmten Anzahl von Stimulationspulsen sein wird. Hierzu wur-
den in einem ersten Ansatz der Zusammenhang zwischen Latenzverschie-
bung und Impulsanzahl untersucht. Darauf aufbauend wurde das eigentli-
che Protokoll Folgefrequenzen angewendet, um zu Uberprifen ob Latenz-
verschiebungen vorhergesagt werden kénnen. AnschlieRend wurde mit ei-
nem weiteren Protokoll der Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung,
Impulsanzahl und Frequenz untersucht, um etwaige Limitationen bei der
Vorhersage von Latenzverschiebungen identifizieren zu kénnen. Abschlie-
Bend wurden die Auswirkungen von MG in Kombination mit diesen Para-
metern untersucht, um die Mdglichkeit der Berechnung von Erwartungswer-

ten auch bei der Injektion von Substanzen beurteilen zu kénnen.

3.1 AUSWIRKUNGEN DER IMPULSANZAHL AUF DAS ADS VON C-FASERN

Insgesamt wurden 45 C-Fasern aufgezeichnet, davon konnten mittels der
elektrischen Identifikation und der mechanischen Testung nach von-Frey-
Haar (vgl. Kapitel 2.3) 25 als CM- und 20 als CMi-Fasern klassifiziert wer-
den. Die aufgezeichneten Fasern wurden mit unterschiedlichen Impulsrei-
hen (vgl. Kapitel 2.4) und Frequenzen gereizt. Da einzelne Probandinnen
die Stimulationen als zu schmerzhaft ablehnten, konnten nicht alle Proban-
dinnen mit jeder Impulsreihe bei jeder Frequenz stimuliert werden. Folglich
ergibt sich eine unterschiedliche Anzahl von beobachteten Fasern pro Sti-
mulationsfrequenz und Reihe (vgl. Tabelle 1). Die meisten Fasern konnten
bei einer Frequenz von 10 Hz dargestellt werden, konkret wurde die fol-

gende Anzahl von Fasern je Impulsreihe analysiert:
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e 2-4-6Impulse (CM: n =16; CMi: n =13)
e 2-4-8Impulse (CM:n=8; CMi:n=25)
e 2-4-12Impulse (CM:n=7; CMi:in=2)

Zur Darstellung der Auswirkungen der Impulszahl auf das ADS, wurden zu-
erst fir jede Reihe das ADS nach zwei und vier Impulsen erfasst. Bei den
CM-Fasern steigt der Latenzsprung fur die Impulsreihe 2-4-6 Impulse nach
zwel zusatzlichen Stimulationspulsen von 0,55 ms = 0,31 ms auf 1,30 ms £
0,54 ms bei vier zusatzlichen Stimulationsimpulsen an (ANOVA p < 0,0001).
Fur die Reihe 2-4-8 Impulse konnte eine Steigerung von 0,78 ms £ 0,52 ms
auf 1,71 ms * 0,84 ms bei vier zusatzlichen Stimulationsimpulsen (ANOVA
p = 0,002) beobachtet werden. Bei der Reihe 2-4-12 Impulse eine Erh6hung
des Latenzsprungs von 0,68 ms + 0,30 ms auf 1,59ms + 0,61 ms bei vier
zusatzlichen Impulsen (ANOVA p= 0,001) (vgl. Tabelle 1).

In einem zweiten Schritt wurde die Entwicklung des ADS beim jeweils
hdchsten Impuls der Impulsreihen ausgewertet. Bei der Impulsabfolge 2-4-
6 stieg das ADS von 1,30ms + 0,54 ms bei vier zusatzlichen Pulsen auf 1,93
ms + 1,06 ms bei sechs zusatzlichen Pulsen (ANOVA p < 0,0001). Bei der
Impulsabfolge 2-4-8 stieg das ADS von 1,71 ms + 0,84 ms auf 4,23 + 2,11
bei acht zusatzlichen Impulsen (ANOVA p = 0,005) und bei 2-4-12 von 1,59
ms * auf 0,61 auf 5,92 + 2,38 ms (ANOVA p = 0,004) (vgl. Tabelle 1).

Nach der gleichen Logik erfolgte auch die Betrachtung der CMi-Fasern. Fur
die Reihe 2-4-6 Impulse steigt der Latenzsprung von 0,83 ms + 0,36 ms bei
zwei Stimulationspulsen auf 1,78 ms = 0,81 ms bei vier Stimulationspulsen
(ANOVA, p < 0,0001). Fur die Reihe 2-4-8 ergibt sich eine Erhéhung von
0,92 ms £ 0,56 ms auf 2,26 ms = 0,97 ms (ANOVA p = 0,018) (vgl. Tabelle
1). FUr die Reihe 2-4-12 Impulse konnte keine ausreichende Anzahl an CMi-
Fasern generiert werden (n=2), so dass diese nicht mit in die Datenauswer-

tung einbezogen wurde.
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Impulsabfolge Impulsabfolge Impulsabfolge
Frequenz [Hz] Impulsanzahl 2_4_6 2_4_38 >_4-12
10 CM CMi CM CMi CM CMi
(n=16) (n=13) (n=8) (n=5) (n=7) (n=2)
2 0,55 0,83 0,78 0,92 0,68 0,34
+0,31 + 0,36 +0,52 + 0,56 +0,30 +0,01
4 1,30 1,78 1,71 2,26 1,59 1,29
+0,54 +0,81 +0,84 +0,97 +0,61 +0,49
6 1,93 2,67 i ) ) B
+1,06 +1,25
8 ) ) 4,23 4,52 ) )
+2,11 +1,56
5,92 4,85
12 - - : - +2,38 +0,55
20 CM CMi CM CMi .
(n=8) (n=9) (n=2) (=2) Sl @5l
2 0,46 0,84 0,32 1,42
+0,17 +0,41 +0,29 +0,20
4 1,10 1,49 0,81 3,07
+0,39 +0,97 +0,50 +0,16
6 1,97 2,18 i ) ) B}
+0,68 +1,35
8 ) ) 2,61 5,48 ) )
+1,26 +1,35
12 - - - -
50 CM CMi CM CMi .
(n=9) (n=10) (n=2) (n=4) = Gl
2 0,53 0,91 0,32 1,27
+0,25 +0,37 +0,29 +0,27
4 1,25 1,73 0,92 2,47
+0,52 +0,81 +0,50 +0,64
6 2,05 2,39 ) ) _ -
+0,74 +1,27
8 ) ) 2,44 457 ) )
+1,35 +1,78
12 - - - -
100 CM CMi CM CMi CM CMi
(n=9) (n=10) (n=2) (n=4) (n=1)
5 0,54 0,65 0,27 0,84 0,49
+0,26 +0,43 +0,22 +0,64
4 0,60 0,72 0,27 0,91 1,07
+0,34 +0,46 +0,22 +0,69
5 0,61 1,06 ) ) ; .
+0,35 +0,85
8 0,32 0,99
) ) +0,29 +0,57 ) )
12 ) ) ) ) 2,55

Tabelle 1: Arithmetische Mittelwerte und Standardabweichung des ADS bei verschiedenen Frequenzen
und Impulsreihen. Es werden jeweils die durchschnittlichen relativen Latenzverschiebungen bei einer
Frequenz von 10, 20, 50 und 100 Hz und einem Abstand zum né&chsten reguléren Puls von 2.000 ms dar-
gestellt. Die Latenzverschiebung der einzelnen Fasern in [ms] wurde hierbei jeweils in Bezug zum Ruhe-

latenzwert, also dem ersten Latenzwert nach 2-minitiger Pause (Postwait-Latenz in [ms]), gesetzt.
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Die grafische Darstellung dieser Messwerte, zeigt sowohl fiir CM als auch
fur CMi Fasern einen linearen Anstieg der Latenzverschiebung bei steigen-
der Impulsanzahl (vgl. Abbildung 3 und Abbildung 4). Umgekehrt lasst sich
also aus der Anzahl der Stimulationspulse auch auf das ADS der jeweiligen
Faser schliel3en. Dabei wird bei Stimulation mit mehr als vier Pulsen die
Linearitat ungenauer, da sich kleine Abweichungen mit steigender Impuls-

anzahl aufsummieren.

Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung
und Impulsanzahl bei CM-Fasern [10 Hz]

8%
7%
6%
5%
4%
3%
2% {
1%
0%

Latenzverschiebung [%]

2 4 6 8 12
Pulsanzahl

—e—2-4-56 2-4-8 2-4-12

Abbildung 3: Graphen fiir Mittelwerte der Latenzverschiebung von CM-Fasern mit der Impulsabfolge 2 —
4-6,2—-4-8und 2-4-12 Impulsen. Es werden jeweils die durchschnittlichen relativen Latenzver-
schiebungen bei einer Frequenz von 10 Hz und einem Abstand zum néachsten regularen Puls von 2.000
ms dargestellt. Die Latenzverschiebung der einzelnen Fasern in [ms] wurde hierbei jeweils in Bezug zum
Ruhelatenzwert, also dem ersten Latenzwert nach 2-mindtiger Pause (Postwait-Latenz in [ms]), gesetzt.

Es ist erkennbar das ein nahezu linearer Verlauf der Kurven besteht.
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Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung
und Impulsanzahl bei CMi-Fasern [10 Hz]

8%
7%
6% T
5%
4%
3% 1 1
2%

Latenzverschiebung [%]

1% | 4
!

0%

2 4 6 8 12
Pulsanzahl

—+—2-4-56 2-4-8

Abbildung 4: Graphen fir Mittelwerte der Latenzverschiebung von CMi-Fasern mit der Impulsabfolge 2 —
4 -6und 2 -4 -8 Impulsen. Es werden jeweils die durchschnittlichen relativen Latenzverschiebungen
bei einer Frequenz von 10 Hz und einem Abstand zum néchsten regularen Puls von 2.000 ms dargestellt.
Die Latenzverschiebung der einzelnen Fasern in [ms] wurde hierbei jeweils in Bezug zum Ruhelatenzwert,
also dem ersten Latenzwert nach 2-minutiger Pause (Postwait-Latenz in [ms]), gesetzt. Es ist erkennbar
das ein nahezu linearer Verlauf der Kurven besteht. Fir die Impulsreihenfolge 2 — 4 — 12 Impulse wurden

nur zwei Fasern aufgezeichnet, weshalb diese nicht mit in die Auswertung und Darstellung eingehen.
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In einem dritten Schritt wurden die Daten fur die anderen stimulierten Fre-
qguenzen (20, 50, 100 Hz) betrachtet. Obgleich weniger Messwerte vorlie-
gen und daher nicht alle Impulsreihen ausgewertet werden konnten, zeigt
sich der signifikante lineare Zusammenhang ebenso bei 20 und 50 Hz (Ein-
zelwerte vgl. Tabelle 1, grafische Darstellung vgl. Abbildung 5). So steigt
die GroRe des Latenzsprungs mit steigender Pulsanzahl nahezu linear bei
20 und 50 Hz an. Erst ab einer Stimulationsfrequenz von 100 Hz &ndert sich
der Grad des Latenzsprungs nicht mehr mit steigender Pulsanzahl, sondern
bleibt konstant auf dem Wert, der einer Stimulation mit zwei Pulsen ent-

spricht.
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Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung und Impulsanzahl bei verschiedenen
Frequenzen fir CM und CMi-Fasern
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Abbildung 5: Graphen fiir Mittelwerte der Latenzverschiebung von CM und CMi-Fasern bei unterschiedli-
chen Impulsabfolgen. Es werden jeweils die durchschnittlichen relativen Latenzverschiebungen bei den
Frequenzen 20, 50 und 100 Hz und einem Abstand zum n&chsten reguléren Puls von 2.000 ms dargestellt.

Die Latenzverschiebung der einzelnen Fasern in [ms] wurde hierbei jeweils in Bezug zum Ruhelatenzwert,

also dem ersten Latenzwert nach 2-minitiger Pause (Postwait-Latenz in [ms]), gesetzt.
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3.2 VERGLEICH DES ERWARTETEN UND BEOBACHTETEN ADS

Die Darstellung der Messwerte in Abbildung 3, Abbildung 4 und Abbildung
5 legen einen linearen Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung und
Impulsanzahl nahe. Um die Starke dieses Zusammenhangs quantifizieren

zu kbnnen, wurde in einem ersten Schritt die Steigung (m = A_y) dieser Kur-
Ax

ven berechnet. Die ermittelte Steigung konnte dann in die Punktsteigungs-
gleichung fiur Geraden (y = m (x — x1) + y1 ) eingesetzt werden und damit
Latenzwerte fir hoherer Anzahl an Stimulationspulsen berechnet werden.
Dabei wurde als Basis die Latenzverschiebungen von zwei auf vier Interim-
pulse gewahlt. Zum einem, weil fur diese Konstellation die meisten Mess-
werte vorlagen (Uber alle Impulsreihen - CM: n = 23; CMi: n = 17). Zum
anderen fallen damit die Aufsummierung von kleinen Abweichungen (vgl.
Kapitel 3.1) weniger ins Gewicht. Anschlie3end wurden die tatsachlich auf-
gezeichneten Latenzwerte bei sechs, acht und zwdélf Impulsen mit den je-

weils errechneten Latenzwerten verglichen.

Es konnte gezeigt werden, dass die berechnete Latenzwerte bei sechs, acht
und zwolf Impulsen bei CM- und CMi-Fasern hoch signifikant mit den beo-
bachteten Latenzwerten korrelieren (CM: n = 31, Spearman R = 0,98, p <
0,0001 / CMi: n = 20, Spearman R = 0,95, p < 0,0001).

Betrachtet man die einzelnen Impulse separat, ergeben sich bei CM-Fasern
fur sechs Impulse (n = 15, Spearman R = 0,92, p < 0,0001), ebenso wie fir
acht Impulse (n =9, Spearman R = 0,97, p < 0,0001 und zwoélf Impulse (n
=7, Spearman R = 0,97, p = 0,0002) eine nahezu lineare Korrelation (vgl.
Abbildung 6, Abbildung 7 und Abbildung 8).

Dasselbe konnte fur CMi-Fasern gezeigt werden. Sowohl fur sechs (n = 13,
Spearman R = 0,98, p <0,0001) als auch fiir acht Impulse (n =5, Spearman
R = 0,96, p = 0,011) besteht ein signifikanter Zusammenhang (vgl. Abbil-
dung 6 und Abbildung 7). Fur 12 Impulse ist auf Grund der geringen Fa-

seranzahl (n = 2) keine Aussage moglich.
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Korrelation bei CM Fasern fir 6 Pulse
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Korrelation bei CMi Fasern fuir 6 Puls
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Abbildung 6: Korrelation zwischen beobachteten und erwarteten Latenzverschiebungen von CM- und
CMi-Fasern bei 6 Impulsen mit einer Frequenz von 10Hz. Die Berechnung der erwarteten Latenzverschie-

bung erfolgt auf Basis des Latenzsprungs von zwei auf vier Interimpulsen.
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Abbildung 7: Korrelation zwischen beobachteten und erwarteten Latenzverschiebungen von CM- und
CMi-Fasern bei 8 Impulsen mit einer Frequenz von 10Hz. Die Berechnung der erwarteten Latenzverschie-

bung erfolgt auf Basis des Latenzsprungs von zwei auf vier Interimpulsen.
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Korrelation bei CM Fasern fiir 12 Pulse
Basis Steigung 2-4
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Abbildung 8: Korrelation zwischen beobachteten und erwarteten Latenzverschiebungen von CM-Fasern
bei 12 Impulsen mit einer Frequenz von 10 Hz. Die Berechnung der erwarteten Latenzverschiebung erfolgt

auf Basis des Latenzsprungs von zwei auf vier Interimpulsen.

Bei Betrachtung der Graphen fir CM-Fasern zeigt sich fir die berechneten
Latenzwerte ein Offset nach unten (vgl. Abbildung 6, Abbildung 7 und Ab-
bildung 8). Bei CM-Fasern, die mit sechs Interimpulsen stimuliert wurden,
liegt der Voraussagewert bei 2,03 ms £ 0,82 ms, der Ist-Wert liegt bei 2,07
ms £ 0,94 ms. Fur acht Impulse stellt sich das berechnete ADS mit 3,31 ms
+ 1,69 ms dar, der tatsachliche Latenzwert liegt im Mittel bei 3,86 ms + 2,26
ms. Auch bei zwdlf Interimpulsen erkennt man den Offset. Die berechneten
Werte liegen bei 5,19 ms = 1,87 ms und die beobachteten Werte bei 5,92
ms + 2,38 ms (vgl. Tabelle 2). Dies zeigt, dass alle berechneten Werte
falsch zu klein sind. Dabei nimmt die Abweichung mit steigender Impulsan-

zahl zu.

Anders verhalt es sich fiur die CMi-Fasern. Grafisch zeigt sich deutlich ein
Abweichung nach oben (vgl. Abbildung 6 und Abbildung 7). Hier liegt bei

sechs Impulsen der Ist-Wert bei 2,60 ms = 1,30 ms und der berechnete Wert
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bei 2,73 ms + 1,29 ms. Fir acht Interimpulse liegen die tatsachlichen Werte
bei 4,52 ms = 1,56 ms und die errechneten Werte bei 4,94 ms + 1,84 ms
(vgl. Tabelle 2). Hier erkennt man eine Abweichung der berechneten Werte
nach oben, somit sind alle vorausgesagten Werte falsch zu grof3. Auch bei

CMi-Fasern nimmt die Abweichung mit steigender Impulsanzahl zu.

Impulsreihe Impulsreihe Impulsreihe
2-4-6 2-4-8 2-4-12
CM CMi CM CMi CM CMi
(n=15) (n=13) (n=9) (n=5) (n=7) (n=2)
2,03 2,73 3,31 4,94 5,19
Erwarteter Wert | "9 g2 £1,29 +1,60 +1,84 +1,87
2,07 2,60 3,86 4,52 5,92
Beobachteter Wert | " 5 g4 +1,30 +2,26 +1,56 +2,38
Differenz der Mittel-
werte
-0,04 0,13 -0,55 0,42 -0,73
[Erwarteter — Be-
obachteter)

Tabelle 2: Arithmetisches Mittel und Standardabweichungen der beobachteten und erwarteten Werte bei
unterschiedlichen Impulsreihen und einer Frequenz von 10 Hz. Die Berechnung der erwarteten Latenz-
verschiebung erfolgt auf Basis des Latenzsprungs von zwei auf vier Interimpulsen und wurde jeweils fur
die héchste Interimpulsanzahl berechnet. Zudem ist die Differenz der arithmetischen Mittelwerte angege-

ben.
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3.3 AUSWIRKUNGEN VON VERANDERTER FREQUENZ AUF DAS ADS vON C-

FASERN

Neben der Auswirkung der Impulsanzahl auf die Latenzverschiebung,
wurde in einem weiteren Protokoll bei stabiler Anzahl von Stimulationsim-
pulsen die Auswirkungen unterschiedlich Frequenzen betrachtet, um damit
etwaige Limitationen bei der Berechnung von erwarteten Latenzverschie-
bungen beurteilen zu kénnen. Konkret wurde untersucht, ob die unter-
schiedlichen Faserklassen mit hoherer Frequenz folgen kdnnen. Insgesamt
wurden zwo6lf CM- und acht CMi-Fasern bei konstanter Impulsanzahl
(2,4,6,8 oder 12 Impulsen — keine Impulsreihen wie in Kapitel 3.1 und 3.2 -
sowie variierenden Frequenzen (10, 20, 50 und 100 Hz) beobachtet (vgl.
Tabelle 3).

Fur CM-Fasern zeigt sich, dass sich das ADS bei zwei Pulsen bei einer
Frequenz von 10, 20, 50 oder 100 Hz nicht signifikant unterscheidet (A-
NOVA fir 10, 20, 50, 100 Hz; n = 10; F (2) = 0,83; p = 0,4). Bei Stimulation
mit vier (ANOVA fiir 10, 20, 50 Hz; n =9; F (2) = 0,029; p = 0,97) und sechs
Pulsen (ANOVA fur 10, 20, 50 Hz; n = 12; F (2) = 1,76; p = 0,19) hatte die
Frequenz bis 50 Hz keinen Einfluss auf das Slowing. Erst bei Stimulation
mit 100 Hz beobachtete man sowohl bei vier (ANOVA fur 10, 20, 50, 100
Hz; n = 9; F (3) = 34,58; p<0,0001) als auch bei sechs Impulsen (ANOVA
fur 10, 20, 50, 100 Hz; n = 12; F (3) = 33,46; p< 0,0001) einen signifikant
veranderten Latenzsprung der Fasern. So betrug bei vier Pulsen und 10 Hz
Stimulationsfrequenz das ADS der CM-Fasern im Durchschnitt 1,22 ms +
0,18 ms (post-hoc LSD n = 9, p < 0,0001) und bei 100 Hz 0,50 ms + 0,10
ms (post-hoc LSD n =9, p < 0,0001). Bei 6 Pulsen und 10 Hz betrug das
ADS 2,07 ms £ 0,26 ms (post-hoc LSD n =12, p < 0,0001) und bei 100 Hz
0,70 ms = 0,13 ms (post-hoc LSD n =12, p < 0,0001) (vgl. Tabelle 3). Bei
Impulszahlen von 8 und 12 zeigt sich auch ein Rickgang des Latenz-
sprungs, jedoch ist dieser nicht signifikant. Mit jeweils nur drei Messwerten

liegen wenig Daten vor (vgl. Tabelle 3).
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Ein ahnliches Verhalten zeigen auch die CMi-Fasern, bei Applikation von 2
Pulsen bei 10, 20, 50 und 100 Hz stellt sich keine signifikante Anderung des
ADS dar (ANOVA fiir 10, 20, 50, 100 Hz; n = 7; F (3) = 1,63; p = 0,2). Bei 4
Pulsen (ANOVA fur 10, 20, 50, 100 Hz; n = 7; F (3); p < 0,001) besteht
jedoch ein signifikanter Unterschied, ebenso wie bei 6 Pulsen (ANOVA flr
10, 20, 50, 100 Hz; n = 8; F (3); p < 0,0001). Das ADS bei 10 Hz mit 4
applizierten Pulsen betragt 1,83ms + 0,38ms (post-hoc LSD n = 7, p <
0,001). Bei 100 Hz fallt das ADS auf 0,63ms + 0,49ms (post-hoc LSD n =7,
p <0,001) ab. Bei sechs Pulsen fiel das ADS bei 10Hz von 2,61ms * 0,49ms
(post-hoc LSD n= 8, p < 0,0001) auf 0,63ms £ 0,20ms (post-hoc LSD n= 8,
p < 0,0001) bei 100 Hz. (vgl. Tabelle 3). Bei 8 Impulsen zeigt sich ebenfalls
ein Ruckgang, dieser ist jedoch nicht signifikant. Die Aussagekraft ist wegen

wenig Messwerten (n=3) beschréankt. Fir 12 Impulse konnten keine Mess-

werte aufgezeichnet werden (vgl. Tabelle 3).
Impuls- 2 4 6 8 12
anzahl

CM CMi CM CMi CM CMi CM CMi CM CMi
Frequenz| ("= | (W=7)|(n=9) [(n=7) | (n= | (n=8) | (n=3)| (n=3) | (n=3)
[Hz] 10) | P=02 P P= 12) P P=0,006 |[P=01 | P=057
P=04 <0,0001 | 0,001 P <0,0001

<0,0001

0,57 0,87 1,22 1,83 2,07 2,61 3,59 3,78 4,49

10 +012 |£0,17 |+018 |+0,38 [+026 |+049 |+117 |+1,04 |+011 |KA
20 052|087 [123 (148 (229 (220 (384 (365 [446 |, .
+0,07 |+0,18 |+0,18 |+042 [+023 |+051 |+1,34 |+1,91 |+021 | KA
o 057 [088 |L25 (157 (222 (216 (373 (280 [455 |, .
+0,08 |+017 |£0,17 |+035 [+023 [+041 |+1,40 |+1,86 |+0,26 | KA
100 069 (066 [050 (063 (070 (063 [179 066 (389 |, .
+0,22 |+0,18 |£0,10 |+0,49 [+0,13 |+0,20 |+148 |+052 |+0,70 |KA

Tabelle 3: Mittelwerte des ADS in [ms] mit Standardabweichung von CM- und CMi-Fasern bei konstanter
Pulsanzahl (2, 4, 6, 8, 12) und veranderter Frequenz (n = 10, 20, 50, 100 Hz)

Zusammenfassend konnte fir 4 und 6 Pulse fur beide Faserarten gezeigt
werden, dass die Fasern ab 100 Hz nicht mehr folgen kdnnen (vgl. Tabelle
3). Um dieses Muster noch genauer beurteilen zu kénnen, wurde im nachs-
ten Schritt das Verhalten einzelner Fasern herausgearbeitet. Da fiir 6 Pulse
die meisten Fasern vorlagen (CM: n = 12; CMi: n = 8, vgl. Tabelle 3), wurde
die Entwicklung des ADS je Faser bei 10, 20, 50 und 100 Hz einzeln darge-
stellt (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10). Obwohl beide Faserarten einen
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signifikanten Abfall vorweisen, zeigt die grafische Aufarbeitung, dass samt-
liche CM-Fasern bis 50 Hz folgen kdnnen, wohingegen bei CMi-Fasern ein-
zelne Fasern schon ab 50 Hz nicht mehr folgen kénnen. Damit kann die
Berechnung von Erwartungswerten fir die Latenzverschiebung nur bei Fre-

guenzen von bis zu 50 Hz angewendet werden.

CM-Fasern: Sechs elektrische Pulse
5%
4%
x
(%]
fa)
< 2%
1%
0%
10 Hz 20 Hz 50 Hz 100 Hz
Frequenz [Hz]

Abbildung 9: Verhalten der CM-Fasern bei 6 Pulsen mit variierender Frequenz (n = 10, 20, 50, 100 Hz).
Erkennbar ist, dass ein signifikanter Abfall des ADS erst bei 100Hz stattfindet, bis 50 Hz jedoch alle CM-

Fasern folgen kdnnen.

CMi-Fasern: Sechs elektrische Pulse

10 Hz 20 Hz 50 Hz 100 Hz
Frequenz [Hz]

Abbildung 10: Verhalten der CMi- Fasern bei 6 Pulsen mit variierender Frequenz (n = 10, 20, 50, 100 Hz).
Erkennbar ist, dass ein signifikanter Abfall des ADS bei einzelnen Fasern bereits bei 50Hz stattfindet und

ab 100 Hz keine der CMi - Fasern mehr folgen kann.
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3.4 AUSWIRKUNGEN VON METHYLGLYOXAL AUF DAS ADS VON C-FASERN

Neben der Betrachtung der ausgeldsten Latenzverschiebung bei unter-
schiedlichen Frequenzen und Impulsanzahlen wurde in einem weiteren
Versuchsprotokoll das ADS bei unterschiedlichen Frequenzen auch unter
Einfluss von Methylglyoxal analysiert. Damit soll Uberprift werden, ob die
Berechnung von Erwartungswerten fir die Latenzverschiebung grundsatz-
lich auch bei potenziell sensibilisierenden oder desensibilisierenden Stimuli
— wie beispielsweise MG — anwendbar ist. Es konnten insgesamt 17 C-Fa-
sern, davon 12 CM-Fasern und finf CMi-Fasern, eingeschlossen werden.
Voraussetzung dafur war, dass Daten der Faser sowohl vor als auch nach
der MG-Injektion erfasst werden konnten. Auf Grund der Ergebnisse der
vorherigen Protokolle (vgl. Kapitel 3.1 - 3.3) wurden diese bei 6 Interimpul-
sen betrachtet. Die MG-Injektion erfolgte mit den Konzentrationen 3, 5 und
10 mM. Von den betrachteten CM-Fasern wurden drei mit 3 mM, drei mit 5
mM und sechs mit 10 mM behandelt. Bei den CMi-Fasern waren es zwei

Fasern mit 3 mM, eine mit 5 mM und zwei mit 10 mM.

Auf Basis der Ergebnisse des Kapitels 3.3 war bereits zu erwarten, dass
das ADS ab 50 Hz absinkt. Vor der MG-Injektion sank bei den CM-Fasern
(n = 12), das ADS bei 50 Hz im Mittel von 2,03 + 0,49 auf 0,78 + 0,46 bei
100 Hz (vgl. Tabelle 4). Auch bei den CMi-Fasern (n = 5) war dieses Ver-
halten zu beobachten. Hier sank das ADS bei 50 Hz von 1,50 £ 0,59 auf
0,61 + 0,28 bei 100 Hz (vgl. Tabelle 4).

Nach der MG-Injektion konnte fur keine der Frequenzen eine signifikante
Anderung des ADS beobachtet werden. Bezogen auf den zuvor beschrie-
benen ADS-Abfall, lag nach MG-Injektion bei den CM-Fasern und einer Sti-
mulation mit 50 HZ das ADS bei 2,02 £ 0,47. Bei 100 Hz sank das ADS auf
0,86 £ 0,50 ab. Bei den CMi-Fasern sank das ADS von 1,51 + 0,36 bei 50
HZ auf 0,74 £ 0,37 bei 100 Hz. Damit lag bei CM-Fasern die Differenz zwi-
schen den Mittelwerten des ADS bei 50 und 100 Hz vor MG-Injektion bei
2,03 - 0,78 = 1,25 und nach MG-Injektion bei 2,02 — 0,86 = 1,16. Bei CMI
lag die Differenz der Mittelwerte vor MG-Injektion bei 1,50 - 0,61 = 0,89 und
nach MG-Injektion bei 1,51 — 0,74 = 0,77. Damit ist nach MG-Injektion der
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Einfluss der héheren Frequenz auf das ADS bei beiden Fasertypen gerin-
ger, wobei diese Anderung nicht signifikant ist.

MG Vorher Nachher
Injektion
Frequenz [Hz] CM CMi CM CMi
(n=12) (n=5) (n=12) (n=5)
10 1,79 1,63 1,77 1,74
+0,43 + 0,66 +0,45 + 0,59
20 2,11 1,62 1,99 1,58
+ 0,55 + 0,59 + 0,50 +0,28
50 2,03 1,50 2,02 1,51
+0,49 +0,59 +0,47 +0,36
100 0,78 0,61 0,86 0,74
+ 0,46 +0,28 +0,50 +0,37

Tabelle 4: Mittelwerte des ADS mit Standardabweichung von C-Fasern bei 6 Pulsen und veranderter Fre-
quenz (n =10, 20, 50, 100 Hz) vor bzw. nach MG-Injektion (unterschiedliche MG-Konzentrationen von 3mM,
5mM und 10mM wurden gepoolt)

Auf Grund der geringen Anzahl von Messwerten, kdnnten auch einzelne
Ausreil3er und daraus resultierend hohe Standardabweichungen die eigent-
lichen Ergebnisse verschleiern. Deswegen wurden die bestehenden Daten
je Fasertyp und Frequenz im Vergleich vor und nach der MG-Injektion dar-
gestellt (vgl. Abbildung 11). Die faserindividuelle Auswertung bestéatigt je-
doch ebenfalls die Datenlage aus Tabelle 4. Auch hier zeigt sich kein Ein-
fluss der MG-Injektion. Damit kann keine Aussage zur Anwendbarkeit der
Berechnung von Erwartungswerten fur die Latenzverschiebung bei aktivie-

renden Stimuli getroffen werden.
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Abbildung 11: Betrachtung der Sensibilisierung bzw. Desensibilisierung von CM- und CMi-Fasern durch
MG (unterschiedliche MG-Konzentrationen von 3mM, 5mM und 10mM wurden gepoolt) bei 10, 20, 50 und

100Hz mit sechs Stimulationspulsen
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4 DISKUSSION

4.1 LINEARER ZUSAMMENHANG ZWISCHEN IMPULSANZAHL UND ADS

Mittels Mikroneurographie wurde fir 45 C-Fasern die Entwicklung der La-
tenzverschiebung bei verschiedenen Interimpulsreihenfolgen und Frequen-
zen beobachtet. Dabei zeigte sich (vgl. Tabelle 1, Abbildung 3, Abbildung 4
und Abbildung 5) erwartungsgemal die bereits mehrfach beschriebene Lei-
tungsgeschwindigkeitsverzogerung (ADS) (Schmelz et al. 1995, Gee et al.
1996, Weidner et al. 2002a, Bucher und Goaillard 2011, Dickie et al. 2017).
Schliel3lich beeinflusst jedes generierte Aktionspotential (AP) das nachfol-
gende AP, da die Axonmembran der afferenten C-Faser durch die Weiter-
leitung eines APs flr sehr kurze Zeit weniger erregbar ist und somit die Lei-
tungsgeschwindigkeit nachfolgender APs verringert wird (Schmelz et al.
1995). Bekannt ist zudem, dass die Frequenz der Aktionspotentialserie die
Dauer und Stéarke des einwirkenden Reizes widerspiegelt (Grunwald und
Beyer 2001). Somit kénnte Uber das ADS als Surrogatparameter Rick-
schliisse auf den Stimulus gezogen werden. Eine Studie von Schmelz et al.
zeigte, dass Latenzverschiebungen verlassliche Indikatoren fur eine Akti-
vierung von C-Fasern sind und dass das ADS linear mit der Anzahl der zu-
satzlichen Stimulationspulse korreliert (Schmelz et al. 1995). Auch die Er-
gebnisse dieser Arbeit (vgl. Abbildung 3, Abbildung 4 und Abbildung 5) be-
statigen den linearen Zusammenhang zwischen Latenzverschiebung und

Impulsanzahl.

Obgleich statistisch signifikante Ergebnisse erzielt werden konnten, sollten
weitere Versuche durchgefuhrt werden, um insbesondere bei héheren Fre-
qguenzen und hoher Impulsanzahl weitere Daten zu generieren. Dabei be-
steht insbesondere die Herausforderung, Protokolle so anzupassen, dass
weniger Probandinnen bei hohen Frequenzen und Impulszahlen auf Grund
des Schmerzempfindens die Experimente abbrechen (vgl. hierzu auch Ka-
pitel 4.3).
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4.2 KORRELATION ZWISCHEN BEOBACHTETEM UND ERWARTETEM ADS

Die Graphiken (vgl. Abbildung 3, Abbildung 4 und Abbildung 5) belegen den
vermuteten linearen Zusammenhang zwischen ADS und Stimulus, so dass
in einem nachsten Schritt die Berechnung von erwarteten Latenzverschie-
bungen erfolgte. Hierzu wurde die Berechnung des ADS bei sechs, acht
und zwolf Pulsen auf Basis des Slowing beim Ubergang von zwei auf vier
Pulsen durchgefiihrt. Die Regressionsanalysen (vgl. Abbildung 6, Abbil-
dung 7 und Abbildung 8) belegen, dass die ADS-Werte sehr zuverlassig
berechnet werden kénnen. Dementsprechend besteht das Potential bei der
Interpretation von Multifaser-Aufnahmen die Zuordnung von einzelnen Ak-
tionspotentialen zu den jeweiligen Fasern mittels Berechnungsalgorithmen

ZU unterstutzen.

Bei dem Vergleich der berechneten und der gemessenen Latenzverschie-
bungen prasentierte sich je C-Fasertyp ein stets gleich gerichteter Fehler
(vgl. Tabelle 2). So zeigten CM-Fasern stets ein gro3eres ADS als berech-
net, CMi-Fasern ein kleineres. In Kapitel 1.6 wurde beschrieben, dass die
Fasertypen verschiedene Natriumkanale unterschiedlich stark exprimieren.
Die axonalen Eigenschaften der CM-Fasern werden maf3geblich von Nav
1.7-Kanalen bestimmt (schnelle Leitungsgeschwindigkeit, weniger ADS)
(Petersson et al. 2014). Daraus kénnte postuliert werden, dass CM-Fasern
relativ gesehen weniger sensitiv auf geringe Stimuli (z.B. Interimpulsanzahl
von 4) reagieren, so dass das ADS bei groReren Stimuli (z.B. Interimpuls-
anzahl von 6) tendenziell unterschatzt wird. Dies kdnnte auch die Zunahme
der Abweichung zwischen erwartetem und beobachten Wert bei noch gro-
Beren Stimuli (z.B. Interimpulsanzahl von 12) erklaren. Im Vergleich dazu
exprimieren CMi-Fasern mehr Nav 1.8-Kandle, die langsamer inaktivieren
und durch gréReren Natriumeinstrom und mehr Natriumakkumulation zu ei-
nem grofReren ADS fuhren (Tigerholm et al. 2014). Dementsprechend ware
denkbar, dass hier schon kleine Stimuli (z.B. Interimpulsanzahl von 4) zu
einem relativ hohen ADS fihren, die Faser reagiert also insgesamt sensiti-
ver. Daher wird bei der Vorhersage der erwarteten Werte das ADS tenden-
ziell Gberschéatzt. Dieses sensitivere Verhalten der CMi-Fasern im Vergleich

zu CM-Fasern ist beispielsweise auch bei der Injektion des Antiepileptikums
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Lacosamid (Nagler 2017) oder des Stoffwechselnebenprodukts Methylgly-
oxal (Dull et al. 2019) beschrieben. Zusammengefasst deuten die Daten
darauf hin, dass bei steigender Anzahl von Stimulationspulsen die Gute der
Vorhersage sukzessive abnimmt. Dementsprechend kénnte der Einsatz
von Berechnungsalgorithmen bei der Interpretation von Multifaser-Aufnah-

men auf Experimente mit wenigen Stimulationspulsen limitiert sein.

Um die Vorhersagekraft auch fur Experimente mit h6herer Stimulationszahl
zu verbessern, waren zusatzliche Daten mit mehr als 8 Stimulationspulsen
von Interesse. Es konnte dann die Steigung von z. B 6 auf 8 Pulse als Be-
rechnungsgrundlage gesetzt werden und noch einmal untersucht werden,
ob sich das Ergebnis auch fur mehr Stimulationspulse wiederholen lasst.
Zudem konnte mittels mathematischer Modelle untersucht werden, ob der
beobachte Offset durch berechnete Korrekturfaktoren adressiert werden

kdnnte.

4.3 LIMITATION DER BERECHNUNG DES ERWARTETEN ADS BEI HOHEN FRE-

QUENZEN

In den vorherigen Kapiteln wird der Fokus der Analyse auf den Einfluss der
Impulsanzahl und Berechnung der erwarteten Latenzverschiebungen ge-
legt. Neben dieser Betrachtung erscheint auch der Einbezug der Stimulati-
onsfrequenz sinnvoll. Zum einem, um etwaige Limitationen bei der Berech-
nung von erwarteten Latenzverschiebungen aufzuzeigen. Zum anderen da
die Frequenz bei der Schmerzwahrnehmung eine entscheidende Rolle
spielt. So wird angenommen, dass die Starke eines Stimulus wie beispiels-
weise Druck, durch die Variation der Frequenz der AP‘s kommuniziert wird
(Pape et al. 2018).

Es konnte sowohl fir CM- als auch fir CMi-Fasern bei niedriger Zahl von
Stimulationspulsen (< 6) gezeigt werden, dass bis zu einer Frequenz von
50 Hz die Frequenz keinen Einfluss auf das ADS hat (vgl. Abbildung 9 und
Abbildung 10). Problematisch ist, dass auf Grund fehlender Daten diese
Aussage nicht umfassend fur hohere Frequenzen und Stimulationsimpul-

sen untersucht werden konnte (vgl. Abbildung 5). Zumindest fir bis zu 8
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Stimulationspulsen bestatigen die wenigen Messwerte (vgl. Tabelle 3) diese
Beobachtung, wobei die Signifikanzschwelle (vgl. Kapitel 2.6) nicht erreicht
wurde. Insgesamt ware eine aussagekraftige Rekrutierung von Fasern (n =
3), die mit > 6 Stimulationspulsen und insbesondere mit hoher Frequenz (=
50 Hz) aktiviert werden, nétig. Gerade fur CMi-Fasern ware ein solcher Ver-
suchsaufbau interessant, da diese eine 10-fach hohere elektrische Aktivie-
rungsschwelle gegenuber CMs haben (Weidner et al. 1999) und als schla-
fende Nozizeptoren durch spontane Aktivierung bei der schmerzhaften Po-
lyneuropathie eine entscheidende Rolle spielen (Kleggetveit et al. 2012).
Jedoch konnte in den Folgefrequenz-Protokollen nicht mit héherer Pulsan-
zahl (> 20 Pulsen) stimuliert werden, da die Probanden wegen zu starken
Schmerzen die Experimente ablehnten. Hierzu wére eine Stimulationsmus-
ter notig, das bevorzugt die CMi-Fasern repetitiv aktiviert, ohne dabei zu
schmerzhaft zu sein. Dies gelang Jonas et al. mit einem sinusoidalen Sti-

mulationsprotokoll (Jonas et al. 2018).

Unabh&ngig von den Limitationen bei héheren Frequenzen und Interimp-
ulszahlen, konnte in dieser Studie sowohl fiir CM- als auch fur CMi-Fasern
gezeigt werden, dass Frequenzen bis 50 Hz nahezu ohne Einfluss auf das
ADS bleiben (vgl. Abbildung 5). Das heif3t, dass das ADS bei einer konstan-
ten Pulsanzahl bis 50 Hz frequenzunabhéngig ist. Erst ab einer Frequenz
von = 100 Hz fur beide Fasern bzw. fur einzelne CMi-Fasern bereits ab 50
Hz, sinkt das ADS plétzlich auf einen deutlich kleineren Wert ab (Blockie-
rung). Damit ist die Berechnung der erwarteten Latenzverschiebungen (vgl.
Kapitel 3.2) auch nur bis zu dieser Frequenzschwelle moéglich. Dies ent-
spricht den Beobachtungen von Weidner et al., welche zeigen konnten,
dass die maximale Frequenz bis zu der Fasern folgen kdnnen, faserindivi-
duell ist und im Bereich von 57 — 194 Hz liegt (Weidner et al. 2002b). Dies
wird auch durch die Arbeit von Werland et al. bestatigt. Diese konnten zei-
gen, dass C-Fasern mit einer besonders hohen mechanischen Reiz-
schwelle auch noch hohen Frequenzen folgen kénnen. Die Autoren vermu-
ten, dass insbesondere diese Fasern bei intensiven mechanischen Reizen
und bei chronisch-inflammatorischen Schmerzempfinden eine Rolle spielen
(Werland et al. 2021).
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Bei dem Vergleich der ADS innerhalb der einzelnen Pulsreihen (2,4,6,8,12)
bei 100 Hz, konnte gezeigt werden, dass das ADS, dem bei 2 Pulsen ent-
spricht (vgl. Tabelle 3). Folglich entspricht der Abfall des ADS einer vermin-
derten Anzahl von Aktionspotentialen. Wie in Kapitel 1.6 dargestellt, wird
die Fortleitung der Aktionspotentiale in den Axonen der C-Fasern durch
spannungsgesteuerte Natriumkandale bedingt. Der Einfluss der spannungs-
gesteuerten Natriumkanale auf das ADS ist bereits in verschiedenen Stu-
dien nachvollzogen worden (Chevrier et al. 2004, Choi und Waxman 2011).
Entsprechend dem mathematischen Modell von Tigerholm et al. ist der Nav
1.8-Einstrom malf3geblich, da die Leitungsgeschwindigkeit einer Faser bei
stetem Na-Einstrom ebenfalls konstant bleibt (Tigerholm et al. 2014). Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass die Aktivierung von mehr Nav 1.8-Ka-
nale ebenfalls zu einem grél3eren ADS fuhrt. Somit kdnnte die Blockierung
einer Faser ab einer bestimmten Frequenz entstehen, weil Natriumkanale
nicht mehr aktivierbar sind, da diese ihren Inaktivierungszustand noch nicht
wieder verlassen haben bevor bereits das nachste AP einwirkt. Dement-
sprechend kann das AP nicht fortgeleitet werden, was sich wiederum in ei-
nem Abbruch des ADS widerspiegelt. Da das ADS aber nicht auf null ab-
sinkt, sind vermutlich nicht alle Natriumkanale gleichzeitig inaktiviert. Da die
C-Fasern unterschiedlich stark mit Nav 1.8-Kanélen besetzt sind, wére zu
erwarten, dass CMi-Fasern eher als CM-Fasern Frequenzen nicht mehr fol-
gen kdnnen (vgl. Kapitel 3.3). Die Ergebnisse dieser Studie deuten auf die-
sen Umstand hin (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10), da die CMi-Fasern
vereinzelt schon bei 50 Hz nicht mehr folgen konnen. Auf Grund der gerin-
gen Faserzahl (CM: n = 12; CMi: n = 8) sollten diese Ergebnisse jedoch

noch mit einer grofReren Faserkohorte untermauert werden.



4. Diskussion -46 -

4.4 EINSATZMOGLICHKEIT DER BERECHNUNG DES ERWARTETEN ADS BEI
MG-INJEKTION UNKLAR

Nachdem belegt werden konnte, dass die Berechnung von erwarteter La-
tenzverschiebung nur bis zu einer bestimmten Frequenzschwelle mdglich
ist, sollte anschlieBend die Nutzung bei aktivierenden Stimuli untersucht
werden. Die Auswertung von 17 Fasern bei 6 Interimpulsen und unter-
schiedlichen Frequenzen von 10, 20, 50 und 100 Hz konnte keine signifi-
kante Anderung des ADS vor und nach Injektion von MG nachweisen (vgl.
Tabelle 4). Dies Uberrascht insofern, da in anderen Arbeiten bereits der Ein-
fluss von MG auf das ADS mit einer grof3en Anzahl von Fasern nachgewie-
sen werden konnte (Dull et al. 2019). Die Analyse auf der Ebene einzelner
Fasern (vgl. Abbildung 9 und Abbildung 10), zeigte ebenfalls keinen Einfluss
der MG-Injektion. Lediglich der, in Kapitel 3.3 beschriebene Abfall des ADS
beim Sprung von 50 auf 100 Hz, fiel nach MG-Injektion geringer aus. Auch
hier ist die Abfall nicht signifikant (vgl. Kapitel 2.6). Der verminderte Ruck-
gang des ADS koénnte ggf. dadurch erklart werden, dass die Sensitivitat der
Faser durch die MG-Injektion erhéht war und daher die Fasern bei h6heren
Frequenzen langer folgen kdonnen. Dies wiirde wiederum die Ergebnisse
von Dull et. al stitzen (Dull et al. 2019).

Insgesamt bleibt anzumerken, dass die Anzahl der Fasern (n=17) fur diffe-
renzierte statistische Auswertungen sehr niedrig erscheint. Die Anzahl der
Messwerte hétte durch Pooling unterschiedlicher Impulszahlen erhéht wer-
den konnen. Davon wurde aus zweierlei Grinden abgesehen. Zum einen
hat die Impulsanzahl Einfluss auf die Latenzverschiebung (vgl. Kapitel 3.1),
so dass der Mix der Impulsanzahlen Einfluss auf das Ergebnis hatte. Zum
anderen belegen die Daten (vgl. Kapitel 3.3), dass die Fasern bei zwei Pul-
sen immer folgen kénnen, so dass hier ein etwaiger Einfluss von MG ver-
schleiert oder zumindest unterschétzt werden kdnnte. Zusammengefasst
erscheint es sinnvolle die Berechnungen bei zuséatzlich vorliegenden Daten

zu wiederholen.
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4.5 UBERGREIFENDE LIMITATIONEN DURCH METHODIK DER DATENGENERIE-
RUNG

Neben den bereits in der Methodik beschriebenen Limitationen der Mik-
roneurographie (vgl. Kapitel 2.2), konnte auch die Kumulation von kleinsten
Lesefehlern beim Auswerten der Daten eine Rolle spielen. Das Gewinnen
der Faserinformation erfolgt mit der Software Dapsys, die eine automati-
sche Erfassung von AP‘s ermdglicht. Obgleich es theoretische Modelle fur
AP‘s gibt, weichen reelle Fasern zum Teil in kleinsten Details davon ab (z.B.
Doppelpeaks, kurzen Plateaus). Solche atypischen AP‘s werden von der
Software nicht erkannt oder mit Abweichung erfasst. Jede Faser wird nach
dem softwaregestitzten Tracking der Faser nochmals manuell Gberprift
und korrigiert, jedoch limitiert hier der Faktor Mensch ebenfalls die Genau-
igkeit. Insbesondere wenn auf Basis der Messwerte eine Interpolation
durchgefihrt wird (vgl. Kapitel 3.2), wird der Einfluss dieser kleinen Abwei-
chungen verstarkt. Dementsprechend kommt der sukzessiven Weiterent-
wicklung der Software eine grol3e Bedeutung zu. Im Speziellen die Erwei-
terung im Bereich der Datenvisualisierung und Datenauswertung (Réhrig et
al. 2021) kann damit einen wichtigen Beitrag fir vergleichbare Forschungs-

arbeiten leisten.
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5 AUSBLICK

Auf Grund der steigenden Pravalenz der Volkskrankheit Diabetes mellitus
(Saeedi et al. 2019) sind Anstrengungen zum besseren Verstandnis der pe-
riphere Polyneuropathie (PNP) im Allgemeinen und der small-fibre Neuro-
pathie im Speziellen (Pittrow et al. 2006, Hovaguimian und Gibbons 2011)
von grol3er Bedeutung. Zur differenzierten Beurteilung der zu Grunde lie-
genden physiologischen Vorgange sind auch die, durch Mikroneurographie
gewonnenen, Daten sehr wichtig. Auf Grund des hohen Zeitaufwandes der
Untersuchungsmethode (Vallbo et al. 2004), ist es wichtig das die generier-
ten Daten moglichst vollstandig ausgewertet werden kénnen. Mit dem un-
tersuchtem Protokoll besteht die Mdglichkeit Erwartungswerte fur das ADS
zu berechnen (vgl. Kapitel 3.2) und damit die Kontinuitét bei der Interpreta-
tion von Multifaseraufnahmen zu verbessern. Insbesondere in Kombination
mit zusatzlichen Tools zur KI gestiutzten Datenanalyse (Roéhrig et al. 2021),
kénnen somit aus den Messwerten der Mikroneurographie noch mehr Er-
kenntnisse gezogen werden. Dariiber hinaus ist es wichtig, durch geeignete
Protokolle das Schmerzempfinden der Probanden besser zu adressieren
(Jonas et al. 2018) und damit auch bei héheren Stimulationsfrequenzen und

Impulszahlen komplette Versuchsreihen durchfihren zu kénnen.
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[I.  ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ADS

AP
CIP
CM
CMi
GLO1
GLO2
MG
Nav
PNP
TRPA1
TTX
TTX-r

TTX-s

activity-depending slowing (aktivitats-abhangige Verlang-

samung der Leitungsgeschwindigkeit
Aktionspotentiale

congenital indifference to pain
mechano-sensitiven C-Fasern
mechano-insensitiven C-Fasern
Glyoxalase 1

Glyoxalase 2

Methylglyoxal

spannungsgesteuerten Natriumkanalen
periphere Polyneuropathie

transient receptor potential ankyrin 1
Tetrodotoxin

resistent gegentiber TTX

sensitiv gegentber TTX
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