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1 Einleitung

1.1 Neuropathische Schmerzen und klinische Charakteristika

Schmerz ist ein unangenehmes Geflihls- oder Sinneserlebnis, das mit aktueller
oder potentieller Gewebeschadigung verknlpft ist oder mit Begriffen einer sol-
chen Schadigung beschrieben wird (International Association for the Study of
Pain (IASP 1994)). Der Definition nach sind Schmerzen als neuropathische
Schmerzen zu bezeichnen, wenn sie primar durch eine Lasion oder Dysfunktion
des Nervengewebes verursacht werden (IASP 1994). Im Folgenden werden die

wichtigsten Charakteristika neuropathischer Schmerzen tabellarisch aufgefiihrt.

Schmerzhafte Wahrnehmung normalerweise nicht-
Allodynie schmerzhafter mechanischer, dynamischer oder

thermischer Reize

einschieBende Schmerzen, beschreibbar als ,lanzierend®,
Attackenschmerz .
JreiBend”

) ) unangenehme Missempfindungen, spontan oder nach
Dysasthesie )
Berthrung der Haut

) . gesteigerte Wahrnehmung sensibler Reize jedweder Art
Hyperéasthesie N _ _
auBer den spezifischen Sinnesreizen

_ uberschieBendes Schmerzempfinden bei Applikation
Hyperalgesie .
schmerzhafter Reize

Spontanschmerzen | Dauerschmerz, der oft als ,brennend” beschrieben wird

Tabelle 1.1: Klinische Nomenklatur und Charakteristika neuropathischer Schmerzen
(Sommer 2003)

1.2  Polyneuropathien (PNPs)

Unter einer Polyneuropathie (PNP, Mehrzahl PNPs) versteht man eine generali-
sierte Schadigung peripherer Nerven. Eine PNP manifestiert sich klinisch mit
unterschiedlichen Ausfallserscheinungen (Synonym: Minussymptome) und/oder
Reizerscheinungen (Synonym: Plussymptome, Tabelle 1.1), meist in symmetri-
scher, distal betonter Verteilung. Neuropathische Schmerzen sind ein haufig




unterschatztes und unzureichend therapiertes Symptom von PNPs. Paradoxer-
weise kénnen Schmerzen und Minussymptome, wie Hypasthesie oder Pall-
hypéasthesie, im gleichen Innervationsgebiet eines Nerven auftreten
(Baumgartner et al. 2002).

1.3  Einteilung der PNPs

Ein wesentliches Merkmal von PNPs ist, dass véllig unterschiedliche Atiologien
zu identischen oder zumindest sehr &hnlichen klinischen Symptomen fihren
kénnen. Es gibt zahlreiche Méglichkeiten, die groBe Gruppe der PNPs sinnvoll
einzuteilen, beispielsweise nach dem klinischen Verteilungstyp (distal, proximal,
symmetrisch, asymmetrisch, Schwerpunktverteilung) oder dem tberwiegenden
Schadigungsmuster (axonal, demyelinisierend, Mischformen). Die gebrauchlich-
ste Einteilung erfolgt nach der zugrunde liegenden Ursache, wie im Folgenden
ausgefuhrt (Neundorfer 2007).

1.3.1 Metabolische PNPs

Bei den metabolischen Ursachen der PNP ist der Diabetes mellitus in den Indu-
strienationen fihrend (Hilz et al. 2000; Kapur 2003). Neben véllig schmerzfreien
Verlaufen kénnen typischerweise permanente oder néchtliche brennende
Schmerzen an den FiBen auftreten. Auch zahlreiche andere Schmerzbeschrei-
bungen wie ,scharf®, ,hei3*, ,elektrisierend®, ,dumpf“ werden entsprechend den
Ergebnissen einer Studie mittels standardisierter Fragebdgen, zur Beschreibung
der Schmerzen von Patienten mit diabetischer PNP verwendet (Galer et al.
2000). Die Schmerzlokalisation ist meist ,tief* (Otto et al. 2003), kann aber auch
soberflachlich® empfunden werden.

Die Amyloid-Neuropathie schadigt oft selektiv dinne myelinisierte und unmyeli-
nisierte Fasern und manifestiert sich daher typischerweise schon frih mit
Schmerzen, insbesondere bei Beginn der Symptome nach dem 50. Lebensjahr
(Conceicao und De Carvalho 2007). Das meist sehr schmerzhafte, seltene
POEMS-Syndrom ist atiologisch noch unvollstdndig aufgeklart und vereint die
klinischen Symptome und laborchemischen Befunde einer PNP, Organomegalie,
Endokrinopathie, eines M-Gradienten in der EiweiBelektrophorese und von
Hauterscheinungen (skin lesions).



1.3.2 Vaskular bedingte PNPs

Klinisches Minussymptom einer systemischen nekrotisierenden Vaskulitis ist
haufig der Ausfall multipler sensibler peripherer Nerven sowie Schmerzen im
Bereich der Nervenausfalle; im Krankheitsverlauf treten haufig infolge der Scha-
digungen von motorischen Axonen auch Paresen auf (Pagnoux und Guillevin
2005). Im Gegensatz zur oben genannten systemischen Vaskulitis beféllt die
nicht-systemische Vaskulitis isoliert das periphere Nervensystem (PNS). Vasku-
litische Neuropathien (VANP) sind in der Uberwiegenden Zahl der Félle
schmerzhaft, oft auch noch nach erfolgreicher Behandlung der Paresen (Collins
et al. 2003).

1.3.3 Immunopathien

Die chronisch inflammatorische demyelinisierende Polyneuropathie (CIDP) zeigt
meist einen distal-symmetrischen Verteilungstyp mit proximaler und distaler
Muskelschwache und sensiblen Ausféllen. Der Verlauf ist in den meisten Fallen
schmerzlos, aber Schmerzen als fuhrendes klinisches Symptom der CIDP wur-
den beschrieben (Boukhris et al. 2007). Die multifokale motorische Neuropathie
(MMN) fGhrt zu asymmetrischer Muskelschwéache mit motorischen
Leitungsblécken und tritt ohne sensible Ausfalls- oder Reizerscheinungen auf, ist
also typischerweise schmerzlos. In die Gruppe der durch Immunopathien
erworbenen PNPs gehdhrt auch die multifocal acquired demyelinating sensory
and motor neuropathy (MADSAM). Sie wird klinisch &hnlich der MMN mit
asymmetrischen Paresen, aber zusatzlichen sensiblen Ausfallen manifest
(Saperstein et al. 2001). PNPs kdénnen auch als paraneoplastisches Syndrom
auftreten, insbesondere bei Bronchialkarzinom, dann handelt es sich typischer-
weise um eine nicht-schmerzhafte, sensibel ataktische PNP (so genannte
Ganglionitis mit anti-Hu-Antikdrpern). Ein Teil der paraneoplastischen PNPs
prasentiert sich auch mit Schmerzen (Chalk et al. 1992).

1.3.4 Hereditare PNPs

Hereditdre Neuropathien beginnen meist distal mit motorischen und sensiblen
Ausféllen und verlaufen langsam progredient, aber in den meisten Fallen
schmerzlos. Schmerzhafte Verlaufe und plétzliche rasche Progredienz der Sym-



ptome kénnen als Hinweis auf eine zusétzliche immunologische Komponente

gesehen werden (Maurer et al. 2005).

1.3.5 Toxische PNPs

Beispiele fur toxische PNPs sind die Chemotherapie-induzierten PNPs, wobei in
diesem Zusammenhang v.a. Vincaalcaloide und Taxane zu nennen sind, bei
deren Einsatz das Auftreten einer PNP sogar therapielimitierend sein kann. Die
Chemotherapie-induzierten PNPs &uBern sich meist initial mit Missempfindun-
gen. Die Alkohol-assoziierte PNP kann mit Schmerzen einhergehen, ist jedoch
auch oft schmerzlos (D'Amour und Butterworth 1994).

1.3.6 Neuropathie der kleinen Fasern

Die Neuropathie der kleinen Fasern (small fiber neuropathy [SFN]) ist gekenn-
zeichnet durch starke akrale Schmerzen bei ansonsten neurologisch weitgehend
unauffalligen Patienten. Eine SFN kann beispielsweise bei Diabetes mellitus, M.
Fabry oder Hypothyreose auftreten; meist lasst sich allerdings keine Ursache fir
die Beschwerden finden und die Falle bleiben idiopathisch (Gorson und Ropper
1995). Die groBen Nervenfasern sind intakt, was sich in normalen Leitungsstu-
dien widerspiegelt. Hingegen findet sich neben der typischen klinischen Prasen-
tation in der klinischen Untersuchung und bei der quantitativen sensorischen
Testung eine Beeintrachtigung der Funktionen der kleinen nicht bzw. diinn mye-
linisierten Fasern (Warm- und Kaltempfindung; Temperaturunterschiedswahr-
nehmung) und in der Hautbiopsie eine langenabhangige Reduktion der intraepi-

dermalen Nervenfasern (Lacomis 2002).

1.4  Messung neuropathischer Schmerzen und der Begleitsymptome

Zur Differenzierung unterschiedlicher Schmerzformen, insbesondere zur Erken-
nung neuropathischer Schmerzen und ihrer wissenschaftlichen Untersuchung,
wurden seit Mitte des letzten Jahrhunderts Fragebdgen entwickelt. Die Antwor-
ten werden auf einer numerischen Ratingskala (NRS) in einer Zahlenreihe von
null bis zehn abgebildet, wobei eine Null ,keine Schmerzen“ und eine Zehn die

,schlimmsten vorstellbaren Schmerzen® bzw. eine maximale Auspragung des



Symptoms bedeuten. Im Folgenden werden die in dieser Studie verwendeten
Fragebbgen kurz beschrieben.

1.4.1 Neuropathic Pain Symptom Inventory

Das Neuropathic Pain Symptom Inventory (NPSI) wurde 2004 von Bouhassira in
Frankreich entwickelt (Bouhassira et al. 2004). Der deutsche Fragebogen ist
eine modifizierte Fassung des bereits validierten franzdsischen Fragebogens
und erfasst Angaben Uber die Schmerzlokalisation, die aktuelle Schmerzmedika-
tion, Qualitdten des Schmerzes (brennend, einschntirend, driickend, wie elektri-
sche Schlage, stechend), Dauer des Spontanschmerzes und Anzahl der
Schmerzattacken sowie Fragen zu méglicherweise vorhandenen evozierten
Schmerzen auf Berlhrung, Druck oder Kalte und Parasthesien. Zur topographi-
schen Zuordnung der Schmerzen ist ein Kérperschema abgebildet, in welches
die Schmerzlokalisation eingezeichnet werden kann. Der abgefragte Zeitraum
umfasst die vergangenen 24 Stunden. Der Summenscore des NPSI gibt die
Summe aller 10 NRS-Werte pro Fragebogen bei einem Maximum von 100 (10 x
10) wieder.

1.4.2 Deutsche Neuropathic Pain Scale

Die Neuropathic Pain Scale deutsch (NPSD) ist eine Ubersetzung der seit 1997
im anglo-amerikanischen Sprachraum etablierten Neuropathie-Skala von Galer
und Jensen (Galer und Jensen 1997). Sie gliedert sich in einen Fragenteil Gber
Schmerzintensitat und -qualitat, mechanische Allodynie, Schmerzverlauf und die
Unannehmlichkeit der Schmerzen sowie zwei weitere Fragen zur Lokalisation

der Schmerzen als ,tief“ oder ,,oberflachlich®.

1.4.3 Mehrdimensionale Aspekte von neuropathischen Schmerzen: Graded
Chronic Pain Scale und Allgemeine Depressionsskala

Wenngleich Schmerzen ein klinisches Symptom darstellen, haben sie Auswir-
kungen auf das tagliche Leben, die Arbeit und die Stimmung der Patienten (Von
Korff und Simon 1996). Dies zeigte auch der Einfluss schmerzhafter diabetischer
PNPs auf den Schlaf und die Lebensqualitat der Patienten in standardisierten
Befragungen mit Fragebdgen (Galer et al. 2000). Zur Graduierung der Behinde-



rung durch chronische Schmerzen mittels eines auf NRS basierenden Fragebo-
gens wurde von v. Korff die Graded Chronic Pain Scale (GCPS) entwickelt und
validiert (Von Korff et al. 1992). Zur Messung der psychischen Zeichen von De-
pression bei Patienten wurde in Deutschland die Allgemeine Depressionsskala
(ADS) eingeflhrt, welche sich als Screeninginstrument auf das Vorliegen einer
klinisch manifesten Depression eignet (Hautzinger 1991). Die Entwickler des
Fragebogens gehen davon aus, dass ab einer Punktzahl von 16 von max. 60
erreichbaren Punkten eine behandlungsbedurftige Depression vorliegt.

1.5  Zytokine und Zytokinrezeptoren

Zytokine sind I6sliche (Glyko-)Proteine mit einem Molekulargewicht von 15 bis
30 kilo Dalton (kDa). Sie werden nach Stimulation von Immunzellen freigesetzt
und wirken Uber hochaffine, membranstandige und auch Iésliche Rezeptoren auf
die sezernierende Zelle selbst (autokrine Wirkung), die benachbarten (parakrine
Wirkung) oder entlegenen Zellen (endokrine Wirkung). Die Halbwertszeit der
meisten Zytokine betragt einige Minuten, ihre Plasmakonzentration liegt im Be-
reich von pg/ml (Volk et al. 1998).

Man unterscheidet flinf Klassen der Zytokinrezeptoren: die Klasse 1-Zytokinre-
zeptoren (Hamatopoietin Familie Rezeptoren), die Klasse 2-Zytokinrezeptoren
(Interferon/Interleukin [IL]-10 Familie Rezeptoren), die Tumor Nekrose Faktor-
Rezeptor (TNF-R, Mehrzahl TNF-Rs) Familie, die IL-1 Rezeptor Familie, die
Transforming Growth Factor-8 Rezeptoren und die Chemokin Rezeptoren
(Vilcek 2003).

IL-2 (pro-inflammatorisch) ist ein 15 kDa Protein, das an membranstandige,
niedrig-, mittel- und hochaffine Klasse 1-Rezeptoren bindet, welche Strukturge-
meinsamkeiten mit den IL-4- und IL-7-Rezeptoren besitzen. Intrazellulare Pro-
teinkinasen der Janus-Familie-Tyrosin-Kinasen 1 und 3 und der Signal Trans-
duktoren und Aktivatoren der Transkription 5a, 5b sind an der Signaltransduktion
beteiligt (Lin und Leonard 2003). Tumor Nekrose Faktor-a (TNF; pro-
inflammatorisch) wird als 26 kDa Typ-2 Transmembranprotein produziert und
nach Spaltung durch das TNF-a converting enzyme als Homotrimer mit drei Bin-
dungsstellen fir den TNF-R1 (konstitutiv expremiert) und den TNF-R2 (induzier-

bar) freigesetzt. Der wichtigste intrazellulare Signalweg der TNF-Rs aktiviert die



p38 mitogen activated protein kinase (MAPK), welche dann Transkriptionsfakto-
ren, insbesondere den nuclear factor-kB (nf-kB) und die c-Jun N-terminal Kinase,
hochreguliert (Aggarwal 2000). IL-4 (anti-inflammatorisch) lenkt eine Immunreak-
tion zur T-Helferzell 2 (Thy)-Antwort mit Produktion von IL-5, IL-10, IL-13 und B-
Zell-Stimulation. Die Bindung von IL-4 an hochaffine Klasse 1-Rezeptoren
hemmte in Monozyten, die mit Lipopolysaccharid stimuliert wurden, die Produk-
tion pro-inflammatorischer Zytokine wie TNF, IL-1 und IL-6 (Okada et al. 2003).
IL-10 (anti-inflammatorisch) wird von aktivierten Monozyten, Makrophagen, Th-
Zellen, B-Zellen und anderen Zellen produziert. Das IL-10-Gen unterliegt Regu-
latorgenen, an die TNF (Uber nf-kB), Prostaglandin E2 (Uber cyclisches Adeno-
sintriphosphat und Proteinkinase C) und verschiedene Hormone wie Glukokorti-
koide (Uber glucocorticoid response element) angreifen. Das Protein hat anti-
inflammatorische Eigenschaften, z.B. durch Hemmung der Gentranskription pro-
inflammatorischer Zytokine (Ding et al. 2003).

1.6  Zielsetzung der Arbeit

Neuropathische Schmerzen sind ein hdufiges Symptom von PNPs, unabhéngig
von deren Ursache (immunologisch, toxisch, entziindlich, etc.). Warum manche
PNPs schmerzhaft verlaufen und andere schmerzlos ist unklar. Bislang konnte
beispielsweise kein Zusammenhang zwischen klinischen Zeichen und dem
schmerzhaften oder schmerzlosen Verlauf einer PNP gefunden werden
(Rasmussen et al. 2004). Eine plausible Erklarung wére, dass beispielsweise nur
solche PNPs schmerzhaft sind, bei denen die C-Fasern (Nozizeptoren) betrof-
fen, aber nicht véllig degeneriert sind. Histologisch lieBen sich schmerzhafte
PNPs aber nicht von schmerzlosen PNPs unterscheiden (Malik et al. 2001). Eine
andere Hypothese ist, dass Entziindungsmediatoren zu einer peripheren Sensi-
bilisierung fihren und somit das die Nervenfasern umgebende Mikromilieu zur
Schmerzhaftigkeit einer PNP beitragt. Auch eine zentralnervése Sensibilisierung
als Ursache wird diskutiert (Campbell und Meyer 2006).

In den vergangenen Jahren wurden unterschiedliche Tiermodelle zur Untersu-
chung neuropathischer Schmerzen etabliert (Bennett und Xie 1988; Seltzer et al.
1990). Diese Modelle basieren teils auf mechanischen Nervenlasionen, die zu

einer Waller'schen Degeneration fihren, und teils auf entziindlichen L&asionen



der Nerven. Tierexperimentell lies sich insbesondere im Modell der chronic con-
striction injury (CCIl) (Bennett und Xie 1988) die Rolle von Zytokinen bei der Ent-
stehung und Aufrechterhaltung von Schmerzen gut belegen (Sommer 2001; Stoll
et al. 2002). So flhrte zum Beispiel eine inkomplette Nervenléasion nach wenigen
Stunden zum Anstieg pro-inflammatorischer Zytokine, insbesondere des TNF, im
peripheren Nerven (Ugeyler et al. 2007) und wenige Tage spater auch im Spinal-
mark (DeLeo et al. 1997). Eine mogliche pathogenetische Rolle von Zytokinen
bei neuropathischen Schmerzen lieB3 sich daraus ableiten. In Ausweitung dieser
Idee kdénnten die von aktivierten Gliazellen sezernierten Zytokine mit Neuronen
im zentralen Nervensystem interagieren (Marchand et al. 2005; Myers et al.
2006).

Aufbauend auf diesen Befunden stellten wir die Hypothese auf, dass bei Pati-
enten mit schmerzhafter PNP im Gegensatz zu Patienten mit schmerzloser PNP
ein pro-inflammatorisches Zytokinprofil zu finden sein sollte und gingen der Rolle
von pro- (IL-2, TNF) und anti-inflammatorischen (IL-4, IL10) Zytokinen bei
schmerzhaften und schmerzlosen PNPs nach. In einer prospektiven Studienan-
ordnung sollten systemische Zytokinprofile (relative Genexpression und Pro-
teine) bei Patienten mit neuropathischen Schmerzen und Patienten ohne neuro-

pathische Schmerzen untersucht werden.

Die Arbeit baute sich aus folgenden Einzelschritten auf:

e Rekrutierung der Patienten- und Kontrollgruppe

e Messung der neuropathischen Schmerzen sowie der damit assoziierten
Erscheinungen anhand von Fragebdgen

e Entnahme und Asservierung der Vollblut- und Serumproben

e Extraktion von messenger Ribonucleinsdure (messenger ribonucleic
acid, mRNA) aus Vollblut zur Durchfihrung der quantitativen real-time
Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

e Messung der Proteinspiegel im Serum

e Statistische Auswertung der Daten



2 Methoden und Materialien

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Universitat Wiirzburg genehmigt.
Das schriftliche Einverstandnis zur Studienteilnahme wurde nach mindlicher und
schriftlicher Aufklarung von allen Teilnehmern eingeholt.

2.1 Patientengruppe

Far die Patientengruppe wurden 32 Patienten mit schmerzhafter PNP (siehe
Tabelle 7.1, Anhang) und 20 Patienten mit schmerzloser PNP (siehe Tabelle 7.2,
Anhang) wahrend ihrer stationaren Behandlung in der Neurologischen Uni-
versitatsklinik Wirzburg rekrutiert.

2.1.1 Einschlusskriterien flr die Patientengruppe

Die fur die Diagnose der PNP relevanten Daten wurden schriftlich auf einem
Neuropathie-Erhebungsbogen (siehe Grafik 7.3, Anhang) erfasst. Die Diagnose
wurde anhand anamnestischer Daten, dem Befund in der neurologischen Un-
tersuchung, Laboranalysen aus Blut und Liquor sowie elektrophysiologischen
Messungen gestellt. Routineblutentnahmen zur Untersuchung des Blutbildes,
Differentialblutbildes, der Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit, des C-reak-
tiven Proteins (CRP), der Serumelektrolyte, der Parameter der Leber-, Nieren-
und Schilddriisenfunktion wurden vorgenommen. Bei entsprechendem Hinweis
wurden Tests auf monoklonale Immunglobuline, Vitamin B6- und B12-Mangel,
Folsaure-Mangel, antinukleare Antikdrper, extrahierbare antinukledre Antikérper,
antineutrophile cytoplasmatische Autoantikérper und Rheumafaktoren durchge-
fahrt. NOchtern-Glukosewerte und HbA;-Werte wurden zum Ausschluss bzw.
Nachweis eines Diabetes mellitus gemessen. Bei Nachweis monoklonaler Im-
munglobuline im Serum wurde zudem der Urin auf Bence-Jones-Proteine unter-
sucht. Bei allen Patienten wurde eine Lumbalpunktion durchgefthrt und der Li-
quor wurde neben der Routinediagnostik (u.a. Zellzahl und LiquoreiweiBbestim-
mung) mittels Immunfixation und isoelektrischer Fokussierung auf oligoklonale
Banden untersucht.

Die elektrophysiologischen Messungen beinhalteten Leitungsstudien von moto-
rischen und sensiblen Nerven der oberen und unteren Extremitaten, sowie elek-



tromyographische Untersuchungen ausgewahlter Muskeln. Patienten, bei denen
sich die Ursache der PNP mit den genannten diagnostischen Schritten nicht
klaren lie3, wurden einer Nervus suralis- und/oder Hautbiopsie unterzogen.

Die CIDP, VANP und MADSAM wurden nach international akzeptierten und
etablierten Kriterien diagnostiziert (Lewis et al. 1982; Collins et al. 2000; Hughes
et al. 2001). Die Diagnose SFN wurde bei Patienten mit Schmerzen an den
Extremitaten gestellt, die Normalwerte in den elektrophysiologischen Leitungs-
studien hatten und eine langenabhangige Reduktion der intraepidermalen Ner-
venfaserdichte aufwiesen (Lacomis 2002). Die Diagnose einer hereditaren
Neuropathie setzte eine eindeutige positive Familienanamnese voraus oder den
Nachweis einer definierten Mutation. Eine hereditare PNP wurden als Charcot-
Marie-Tooth-Erkrankung (CMT) 1 klassifiziert, wenn die motorische
Nervenleitgeschwindigkeit im Nervus medianus niedriger als 36 m/s, als CMT 2,
wenn sie groBer als 36 m/s lag.

2.1.2 Einschlusskriterien fur die Gruppe mit schmerzhafter PNP

In der Gruppe der schmerzhaften PNP wurden zur Messung der neuropathi-
schen Schmerzen verschiedene Schmerzfragebégen (NPSI, GCPS, NPSD) und
zum Screening auf depressive Symptome die ADS eingesetzt. Die Mehrzahl der
Patienten der Experimentalgruppe beantworteten die Fragen zum Zeitpunkt der
Blutentnahme. Folgende Tabelle gibt die Einschlusskriterien der Patienten in die
Gruppe ,Patienten mit schmerzhafter PNP* wieder:

Einschlusskriterien ,Patienten mit schmerzhafter PNP*

e anamnestische Angaben von Schmerzen

e Charakteristika neuropathischer Schmerzen im NPSI und NPSD

e Schmerzintensitat auf NRS > 3 zum Zeitpunkt der Befragung und/oder

e Maximale Schmerzintensitat auf NRS > 3 in den vergangenen vier
Wochen

Tabelle 2.1: Einschlusskriterien der ,,Patienten mit schmerzhafter PNP“; NRS=numerische
Ratingskala; NPSl=Neuropathic Pain Scale Inventory; NPSD=Neuropathic Pain Scale
deutsch.
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Die Mehrzahl der Patienten, mit Ausnahme von zehn Patienten ohne Schmerz-
medikation, nahm peripher oder zentral wirksame Analgetika ein (siehe Tabelle
7.1, Anhang). Einige Patienten mit inkoheranten Angaben auf den ausgehéan-
digten Fragebdgen und grenzwertiger Schmerzhaftigkeit wurden nach Sichtung
der Dauermedikation mit Analgetika eingruppiert.

2.1.83 Einschlusskriterien fir die Gruppe mit schmerzloser PNP

Die Patienten mit schmerzloser PNP wurden ebenfalls mit Fragen aus den Fra-
gebdgen NPSI, NPSD und GCPS zum Zeitpunkt der Blutentnahme befragt. Sie
beantworteten die ADS zu einem zur Blutentnahme versetzten Zeitpunkt. Die
folgende Tabelle gibt die Einschlusskriterien in die Gruppe der ,Patienten mit
schmerzloser PNP*“ wieder:

Einschlusskriterien ,Patienten mit schmerzloser PNP*

e Anamnestisch keine Angabe von Schmerzen
e keine Charakteristika neuropathischer Schmerzen im NPSI und NPSD
e aktuelle Schmerzintensitat auf NRS =0

e Keine dauerhafte Einnahme von Analgetika

Tabelle 2.2: Einschlusskriterien der ,,Patienten mit schmerzloser PNP*“; NRS=numerische
Ratingskala; NPSI=Neuropathic Pain Scale Inventory; NPSD=Neuropathic Pain Scale
deutsch.

Die Mehrzahl der Patienten nahm keine Schmerzmittel ein. Lediglich zwei Pati-
enten nahmen Nicht-Opioid-Analgetika bei Bedarf gegen gelegentliche, nicht
neuropathische Schmerzen ein (siehe Tabelle 7.2, Anhang).

2.2  Einschlusskriterien fur die Kontrollgruppe

Die Kontrollgruppe umfasste 44 Personen, die in Alter (+/- drei Jahre) und Ge-
schlecht mit der Patientengruppe paarweise Ubereinstimmten (Mitarbeiter der
Klinik und Besucher bzw. Angehérige und Patienten der Klinik bzw. Nachbarkli-
niken). Die folgende Tabelle gibt die Einschlusskriterien fir die Kontrollgruppe

wieder:
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Einschlusskriterien ,Kontrollgruppe*

e Keine Zeichen oder Hinweise auf PNP

e Keine chronischen oder akuten Schmerzen

e Keine chronischen oder akuten Entzindungszeichen
e Normale Werte fir CRP und Leukozytenzahl

e Kein Hinweis auf Diabetes mellitus

Tabelle 2.3: Einschlusskriterien der ,,Kontrollgruppe*

2.3  Blutentnahme fir die Zytokinmessungen

Die schriftliche Einwilligung zur Blutentnahme erfolgte bei Patienten und Kon-
trollpersonen nach muindlicher und schriftlicher Aufklarung Uber die Studienrah-
menbedingungen, die Datenschutzbestimmungen und das Widerrufsrecht.

Da sich neben den Schmerzen auch andere Faktoren nachweislich auf die Ex-
pression von Zytokinen im peripheren Blut auswirken, wurden bei den in die
Studie eingeschlossenen Patienten die folgenden Ausschlusskriterien angewen-
det: keine sportliche Betatigung in den letzten 24 Stunden, kein Alkohol- und
kein Nikotinkonsum in den letzten 24 Stunden. Die Blutentnahme wurde auf die
Morgenstunden zwischen acht und zehn Uhr beschrankt, da auch eine zirka-
diane Rhythmik der Zytokinsekretion bekannt ist.

Peripher-vendses Blut wurde in jeweils zwei Serummonovetten und vier Ethyl-
diamintetraacetat (EDTA)-Monovetten entnommen und sofort auf Eis gelagert.
Das EDTA-BIut wurde innerhalb einer halben Stunde in 2 ml—Cups a 500 pl ali-
quotiert und in fliissigem Stickstoff schockgefroren. AnschlieBend erfolgte die
Lagerung bei -80 °C bis zur mRNA Extraktion. Das Blut in den Serummono-
vetten wurde funf Minuten bei 4000 Umdrehungen pro Minute (UPM) zentrifu-
giert, auf Eis gelagert und ebenfalls aliquotiert. Bis zur Messung der Serumpro-

teine wurden die Proben bei -80 °C eingefroren.

2.3.1 Untersuchte Zytokine

Wir untersuchten in allen Blutproben die relative Genexpression und die Pro-
teinmenge der Zytokine IL-2, TNF, IL-4 und IL-10.
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2.4  RNA Extraktion

Zur RNA Extraktion aus Vollblut wurde die Guanidinsaure-Phenol-Methode nach
Chomczynski mit einigen Modifikationen verwendet (Chomczynski und Sacchi
1987; Kruse et al. 1997). Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNAsen und
Desoxyribunucleinsaure (desoxyribonucleic acid, DNA) wurden die Arbeiten
unter Luftabzug, mit Einmalhandschuhen und sterilen GefaBen, Pipettenspitzen,
Spritzen in einem separat von den anderen Kliniklaboren gelegenen Raum

durchgeflhrt.

2.4.1 Protokoll der RNA Extraktion

Materialien: siehe Tabelle 3.1

500 pl jeder Blutprobe wurden nach dem Auftauen auf Eis gelagert und mit 500
ul Guanidinthiocyanat versetzt. Durch Aufziehen und Ausspllen in eine Spritze
(20G-Kanule, 1-ml Omnifix F-Spritze) wurden die Blutzellen lysiert und die chro-
mosomale DNA mechanisch geschert. Es wurden 650 pl Phenol-Chloroform-
Lésung zugegeben und die Suspension durch Schitteln (Vortex GLW L46) ho-
mogenisiert. AnschlieBend erfolgte eine zehn minitige Lagerung auf Eis. Die
RNA wurde durch Zentrifugation (15 Min., 4 °C und 10000 UPM) von Zelldebris
und DNA getrennt. Die RNA verblieb dabei im Uberstand, der anschlieBend
abpipettiert (Volumen: 600 ul) und auf 1,5 ml-Cups verteilt wurde. Zur Fallung
der RNA wurden 600 pl Isopropanol zugegeben und die Proben bei -20°C flir
mind. 40 Min. inkubiert. Mittels Zentrifugation (15 Min., 4 °C, 10000 UPM) wurde
die RNA sedimentiert. Das Pellet wurde erneut mit gleichen Volumina Guanidint-
hiocyanat und Isopropanol gelést (je 600 pl) und die RNA fir mind. 45 Min. bei -
20 °C ausgefallt. Per Zentrifugation (20 Min., 4 °C, 14000 UPM) wurde die RNA
sedimentiert und durch Dekantieren von der Lésung getrennt. Sie wurde mit
70%-Ethanol in Diethylpyrocarbonat (DEPC)-Wasser (500 pl) gewaschen und
dabei 10 Min. auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation (20 Min., 4 °C, 14
000 UPM) wurde das RNA-Pellet nach Dekantieren des Uberstandes bei
Raumtemperatur fir mindestens 30 Min. getrocknet, um den Alkohol vollstéandig
zu entfernen. AnschlieBend wurde die extrahierte RNA in 33 ul DEPC-Wasser
geldst. Die Proben wurden Uber Nacht bei -20 °C inkubiert und die RNA-Aus-
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beute am Tag darauf photometrisch bestimmt. Dazu wurde in neuen 1,5-ml-
Cups eine 1:30-Verdinnung der jeweiligen Probe hergestellt. Nach Eichung des
Photometers auf ,null“ fir DEPC-Wasser wurde die Extinktion der verdiunnten
Proben je dreimal gemessen und der Mittelwert ermittelt. Die Messung der opti-
schen Dichte wurde bei einer Wellenldnge von 260 nm vorgenommen. Zur Be-
stimmung der Integritat der extrahierten RNA wurde die 260/280 ratio bestimmt.
Bis zur Umschreibung in komplementare DNA (complementary DNA, cDNA)
erfolgte die Lagerung der Proben unter Lichtschutz bei -20°C.

2.4.2 Reverse Transkription

Zur Umschreibung der extrahierten RNA in cDNA wurde ein modifiziertes Pro-
tokoll der TagMan® Gene Expression Assays (Firma [Fa.] Applied Biosystems,
Forster City, USA) verwendet, welches eine rekombinante Reverse Transkrip-
tase des Moloney Murine Leukemia Virus verwendet. Die Effizienz des Enzyms
wird erhéht, indem Kofaktoren wie MgCl,, Desoxynucleotidtriphosphate, spezifi-
sche Inhibitoren, pH-Wert und Temperatur optimiert und konstant gehalten wer-
den.

2.4.3 Protokoll der Reversen Transkription

Materialien: siehe Tabelle 3.2
Nach dem Auftauen wurden die RNA-haltigen Proben geschiittelt, zentrifugiert
und auf Eis gelagert. Es wurden jeweils 750 ng RNA in die RT eingesetzt. Das

entsprechende Volumen wurde wie folgt berechnet:

750 ng RNA
OD — Mittelwert

Volumen =

Zunachst wurde ein Ansatz mit 750 ng RNA, DEPC-Wasser und 5ul Random
Hexameres hergestellt (Tabelle 2.4). Die Reaktionslésung wurde anschlieBend
fir 3 Min. bei 85 °C erhitzt, um die RNA aus der Sekundarstruktur zu entfalten,
stérende Proteine zu denaturieren und eine Anlagerung der Random Hexameres

an die RNA zu erméglichen. Danach wurden die Proben auf Eis abgekuhlt.
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Substanz

(Menge oder Konzentration)

Reaktionsansatz

Zielkonzentration

RNA-Probe

X ol
(entsprechend 750 ng)
Aqua dest. + Y

> 328
Random Hexameres + 5 1,25 uM
Oligo Desoxythymidin + 2 0,5 uM
Master-Mix
) + 60,2l Siehe Tabelle 2.5

(siehe folgende Tabelle 2.5)
Gesamtvolumen > 100 pl

Tabelle 2.4: Pipettierschema der rerversen Transkriptions-PCR

Um mRNA in cDNA zu Uberfiihren wurden zusatzlich je Probe 2 pul Oligo De-

soxythymidin als primer zur Anlagerung an die Poly-A-Sequenz der mRNA ein-

gesetzt. Die weiteren Reagenzien inklusive dem Enzym Reverse Transkriptase

wurden als Master Mix (Tabelle 2.5) in einen Kolben pipettiert.
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Substanz Volumen Zielkonzentration
1 X (500 mM KCI, 100 mM Tris
10 X RT Buffer 10 pl
HCI, pH 8,3)
MgClz 22 ul 55mM
dATP, dCTP, dGTP,
20 pl 2 mM
dTTP
RNase Inhibitor 2 ul 0,4 U/ul
MuLV Reverse
. 6,2 ul 3,1 U/l
Transkriptase
Gesamtvolumen > 60,2 ul

Tabelle 2.5: Pipettierschema des Mastermix der reversen Transkriptions-PCR, dATP =
Desoxyadenosintriphosphat, dCTP = Desoxycytidintriphosphat, dGTP = Desoxyguano-
sintriphosphat, dTTP = Desoxythimidintriphosphat, MuLV = Moloney Murine Leukemia
Virus

Die Einstellungen des GeneAmpCycler 9700 lauteten wie folgt:

Dauer Schritt Temperatur
10 Min Annealing 25 °C
60 Min. Reverse Transkription 48 °C
5 Min. Enzyminaktivierung 96 °C
0 Lagerung bis Entnahme 4 °C

Tabelle 2.6: Cycler Programm der reversen Transkriptions-PCR

Die cDNA wurde anschlieBend direkt in die gqRT-PCR eingesetzt oder bei -20 °C

gelagert.

2.5 Quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Die relative Genexpression verschiedener Zytokine wurde mittels gRT-PCR
bestimmt (Wilhelm und Pingoud 2003). Die folgende Terminologie ist zum Ver-
stéandnis der gRT-PCR Methode hilfreich:
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Begriff Definition

Zielsequenz des Gens, dessen RNA Expression

target _
gemessen wird,z.B. IL-2, TNF, IL-4, IL-10.

_ Vergleichsgen, dessen RNA Expression
housekeeping gene . o
gemessen wird und zur Normalisierung der

Messwerte des target dient, z.B. 18srRNA

Zyklusanzahl, bei der die Signalintensitat des
target bzw. housekeeping gene die Grundlinie
Threshold cycle (C)) L
(baseline) Gber mehr als zehn Standardab-

weichungen verlasst und in die exponentiale

Phase der Reaktion eintritt.

Basensequenz des Startpunktes im Zielgen fur

primer
die PCR.

Referenzprobe, welche die Vergleichsgruppe
calibrator reprasentiert und in jeder PCR der

Experimentalproben mit gemessen wird.

Tabelle 2.7: Terminologie der qRT-PCR

Als Nachweisverfahren fiir die Amplifikation wurde das TagMan® Verfahren der
Fa. Applied Biosystems verwendet. Es nutzt die 5’-3’-Exonuklease-Aktivitat der
Taqg-Polymerase aus Thermus aquaticus. Neben dem primerin 5’-3’- und dem
primer in 3’-5’-Richtung werden weitere Oligonukleotide zur Signalgebung (Taq
Man® Minor Grove Binder[MGB]) eingesetzt (Heid et al. 1996). Ihre Nukleotidse-
quenz ist komplementér zu einer Sequenz zwischen den Primersequenzen der
gesuchten cDNA. Die Signalsequenz ist mit einem am 3’-Ende gebundenen
Quencher (6-Carboxy-N,N,N’,N’-tetramethyrhodamin, TAMRA) und einem 5’-
gebundenen Fluorophor (Reporter) markiert. Im intakten Zustand wird der Fluo-
rophor so von einem Quencher verdeckt, dass kein Signal emittiert wird. Trennt
die Polymerase wahrend der DNA-Polymerisation das 3’-Nukleotid vom 5’-Nu-
kleotid, so setzt der Fluorophor auf Lichtanregung Energie frei, die photometrisch
detektiert werden kann. Die zur Messung der Zytokin cDNA verwendete Signal-
sequenz ist mit 6-Carboxy-Fluoreszein (FAM) besetzt und wird durch Licht bei
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488 nm angeregt, worauf sie Licht bei 518 nm entsendet. Die VIC-Signalsequenz
fur die 18srRNA emittiert Licht bei 554 nm. Der Zyklus, ab dem Signalwerte Uber
der Grundlinie gemessen werden, wird als C;-Wert registriert. Hohe C; -Werte
deuten auf niedrige Expression hin und niedrige C;-Werte deuten umgekehrt auf
eine hohe Expression hin.

Zur Ermittlung des primerspezifischen calibrator wurden zunachst alle Proben
der Kontrollgruppe gemessen. Aus den erhaltenen C;-Werten wurde der Mittel-
wert gebildet und diejenige Probe, deren C;-Wert dem errechneten Mittelwert
am nachsten kam wurde als calibrator ausgewahlt. Der so bestimmte calibrator
wurde primerspezifisch auf jeder PCR-Platte mitgeflhrt und diente als interne
Kontrolle, sowie als Marker fiir die Interplattenvergleichbarkeit. Ein PCR-Lauf
wurde nur dann in die Endauswertung aufgenommen, wenn der C;-Wert des
calibrator zwischen den Laufen um weniger als eins schwankte. In jedem Lauf
wurde zusatzlich eine Negativkontrolle aus DEPC-Wasser mitgefihrt, die keine
cDNA enthielt. Sie diente als Kontrolle der Reagenzien auf evtl. Kontaminatio-
nen. Alle target Proben wurden als Triplet, alle 18srRNA-Proben als Doublet

gemessen.

2.5.1 Protokoll der gRT-PCR

Materialien: siehe Tabelle 3.3

Zunachst wurde fur target und 18srRNA jeweils ein Master-Mix pipettiert. Fol-
gende Tabelle gibt die Komponenten und das Pipettierschema des Master-Mix,
des target und der 18srRNA wieder:
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Substanz Target 18 srRNA
(Volumen / well) (Volumen / well)
DEPC—Wasser 17,5 ul 20 ul
Master Mix UMM + 25 pl + 25 pl
primer (8 uM),
Signalsequenz (5 uM 20X | + 2,5 pl +2,5ul
Mix)
target (cDNA) + 5yl +25 ul
Gesamtvolumen > 50 pl > 50 pl

Tabelle 2.8: Substanzen und Mengen der qRT-PCR

Far die Zytokinmessung wurden 5 pl cDNA in 45 ul Mix gegeben, flr die
18srRNA-Messung 2,5 pl cDNA in 47,5 ul Mix. Der Gesamtansatz betrug damit
50 pl. Die Durchfihrung der gRT-PCR erfolgte in einem ABI Prism 7700 Cycler
(Fa. Applied Biosystems). Das Gerat besitzt einen Argon lonen Laser der Licht
von 488 nm und 514 nm emittiert und die freigesetzten Reporter zur Floureszenz
anregt.

Die Einstellungen des Cycler lauteten wie folgt:

Dauer Schritt Temperatur
2 Min. Enzymaktivierung 50 °C
10 Min. Denaturierung 95 °C
40 Zyklen a 75 Sekunden:
15 Sek. DNA-Denaturierung 95 °C
1 Min. DNA-Anlagerung/ -Verlangerung 60 °C

Tabelle 2.9 : Cycler—-Programm der quantitven real-time PCR

Bei einigen Proben erwies sich die gemessene Zytokin mRNA als sehr niedrig,
so dass die C;-Werte der Tripplets stark variierten oder deutlich Gber der von der
Herstellerfirma als noch zuverlassig angegebenen Grenze von 36 Zyklen lagen.
Proben, die bei einer zweiten Messung erneut groBe Varianzen in den Tripplets
aufwiesen wurden zur Stabilisierung der C; -Werte mit einem 25 pl Gesamtan-
satz untersucht, um eine Stabilisierung der C;-Werte und héhere Reliabilitat zu
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erreichen. Dazu wurde ein Mastermix in den oben genannten Volumenverhalt-

nissen hergestellt. Das Pipettierschema flr target und 18s RNA lautete wie folgt:

Substanz Target 18 srRNA
Mastermix (DEPC-
Wasser, MasterMix UMM, | 22,5 pl 23,7 ul
primer & Signalsequenz)
Probe 5 pl 2,5 ul
Gesamtvolumen > 27,5 ul > 26,2 ul

Tabelle 2.10: Alternativer Ansatz der qRT-PCR

2.5.2 Auswertung der gRT-PCR
Die gRT-PCR verlauft in drei Phasen (Abbildung [Abb.] 2.1): Phase 1 (baseline)

ist von suboptimalem Enzymwirkungen und einer Kopienzahlanderung unterhalb
der Exponentialfunktion gekennzeichnet. Phase 2 (log-Phase) beginnt mit Er-
reichen eines Schwellenwertes (dem C; -Wert, siehe oben) und folgt einer Ex-
ponentialfunktion (Verdopplung der Kopienzahl bei jedem Zyklus). Phase 3 ist
durch Uberproduktion der Kopien und erneuter Abflachung der Kurve erkennbar.
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Abb. 2.1: gRT-PCR mit acht eingesetzten Proben

Die angewendete Methode vergleicht die C;-Werte des target in Bezug auf die
18srRNA, die in allen untersuchten Zellen eine in etwa gleich hohe, stabile Ex-
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pression hat. AnschlieBend werden die Werte auf den calibrator bezogen. Diese
Normalisierung der C;-Werte gegen den auf jeder Platte mitgeflihrten calibrator
wird als AA C;-Methode bezeichnet (s.u.). Die Auswertung wurde mit Excel-

Software durchgeflihrt. Die Beziehung zwischen target und 18 srRNA lasst sich

mit

A G target = Gt (Probe target) - Ct (Probe 1gs rna)
AA Ct =- (ACt target ~ A Ct Calibrator)

beschreiben. Sie ist die Grundlage der AA C;-Methode (Livak und Schmittgen
2001). Bei der anschlieBenden Berechnung der relativen Genexpression gilt:

Kopienzahl = 2 <,

Die C;-Werte des calibrator werden damit als eins oder 100% gesetzt. Alle C; -
Werte der Ubrigen Proben werden darauf bezogen. Somit macht die qRT-PCR
keine absoluten Angaben Uber mRNA Mengen, sondern gibt immer nur das
Verhaltnis zwischen einer Einzelprobe einer Population oder Gruppe und einem
ausgewabhlten calibrator wieder.

Nach Abschluss eines jeden PCR-Laufes wurde der Schwellenwert (threshold-
value) fur die Berechnung der C; -Werte einheitliche bei 0,02 und die baseline
auf 3—-30 Zyklen (Zytokine) bzw. 3—15 Zyklen (18srRNA) festgelegt, so dass die
Ergebnisse der einzelnen Laufe vergleichbar waren.

2.6 Messung der Proteine

Die Proteinspiegel wurden aus Serumproben mit kommerziell erhaltlichen
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)-Kits nach dem Sandwitch-ELISA-
Verfahren bestimmt (Engvall und Perlmann 1971). Das Prinzip basiert auf der
Bindung des Proteins (Antigen[Ag]) mit einem gebundenen spezifischen Antikor-
per (Ak), dem coating-Ak, und einem zweiten Iéslichen Ak, dem detection-Ak.
Die detection-Ak sind an ein Enzym gekoppelt, dass ein Iésliches Substrat zu
einem Chromogen enzymatisch umsetzt. Die Farbintensitat kann photometrisch
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quantifiziert werden und ist direkt proportional zum gebundenen Protein. Es wur-

den folgende Kits verwendet:

Name des Testes Hersteller

Kat.Nr. KAC 1241, Fa. Biosource,
IL-2 EASIA-kit ,

Belgien

_ Kat.Nr. KHC 3011, Fa. Biosource,

Human TNF-a Immunoassay kit )

Belgien
Human IL-4 UltraSensitive Kat.Nr. KHC 0044, Fa. Biosource,
Immunoassay kit Belgien
Human IL-10 Immunoassay Kat.Nr. HS100B, Fa. R&D Systems,
Quantikine® HS Wiesbaden

Tabelle 2.11 : enzyme-linked immunosorbant assay: Kits und Hersteller
Da die Proteinmenge vieler Zytokine an bzw. unter der Nachweisgrenze lag,
wurden zum Teil ultra-sensitive ELISA eingesetzt. Die untere Nachweisgrenze

der verwendeten ELISA ist folgender Tabelle zu entnehmen (Angaben der Her-

steller):

Zytokin Sensitivitat Linearer Bereich
human IL-2 0,1 1U/ml 0,9 - 30 IU/ml
human TNF-a 1,7 pg/mi
human IL-4 0,27 pg/ml 0,39 - 25 pg/ml
human IL-10 0,5 pg/ml

Tabelle 2.12: enzyme-linked immunosorbant assay: Sensitivitét

2.6.1 Protokoll der enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)

Materialien: siehe Tabelle 3.4 bis 3.7

Geréate: siehe Tabelle 3.8

Die Serumproben wurden langsam auf Eis aufgetaut und durch Schitteln in L6-
sung gebracht. Es wurde eine Verdinnungsreihe der mitgelieferten Standartlé-
sungen angelegt. Die Ausgangs-Konzentration lag bei 30 U/ml (IL-2), 1000 pg/ml
(TNF), 25 pg/ml (IL-4), 50 pg/ml (IL-10), der Verdinnungs-Faktor bei eins zu
zwei Uber funf bis sechs Verdinnungsstufen. Die Reaktionslésung mit
Streptavidin-horse-raddish-peroxidase (Streptavidin-HRP) fir Messungen von IL-
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4 und von TNF und das Waschkonzentrat in Puffer wurden zu einer Arbeitslé-
sung pipettiert. In die mit coating-Ak beschichteten Mikrotiterplatten wurden dann
Standardlésung, Negativ-Kontrolle und Serumproben (Doublets) zu je 100 ul pro
well einpipettiert. Beim TNF ELISA wurden 50 pl Inkubationspuffer pro well ein-
gegeben. Zur Bindung der Proteine an die beschichteten Ak wurden die Platten
unter Lichtschutz Giber Nacht inkubiert. Der Uberstand mit nicht-gebundenem
Protein wurde entfernt und drei Waschschritte (je 0,4 ml pro well, Einwirkzeit 15
bis 30 Sekunden) durchgefihrt. Je 100 ul des léslichen Ak-Enzym-Konjugates
(HRP-Konjugat fur IL-2; Biotin-Konjugat fur TNF und IL-4; Alkalische Phospha-
tase-Konjugat fur IL-10) wurden einpipettiert und erneut Gber mehrere Stunden
und unter Lichtschutz inkubiert. Das Entfernen des Uberstandes und dreimaliges
Waschen diente dazu nicht-gebundene Ak zu eliminieren. In den Messungen fir
TNF und IL-4 wurde die Streptavidin-HRP-Arbeitslésung zu je 100 ul hinzuge-
fiigt, Gber 30 Minuten inkubiert und anschlieBend der Uberstand entfernt und
erneut dreimal gewaschen. Als abschlieBender Schritt wurde das Substrat
(Tetramethylbenzidin [TMB] fur IL-2, TNF und IL-4, Nikotinamid-adenin-dinukleo-
tid-phophat [NADPH)] fur IL-10) zu je 100 pl hinzugeftgt und unter Lichtschutz fir
30 bis 120 Minuten inkubiert, so dass in einer enzymatischen Reaktion das
Substrat (Chromogen) umgesetzt wurde. Zur Beendigung der Reaktion wurde
eine Stopp—-L6sung (50 bzw. 100 pl) eingesetzt. Die Extinktion der Standards
und der Proben wurde bei 450 nm (TMB) bzw. 490 nm (NAPDH) gegen den

Leerwert (Chromogen und Stopp—Ldsung) am Photometer gemessen.

2.6.2 Auswertung der Proteinmessungen

Da eine enzymatische Reaktion einem sigmoiden Verlauf folgt, muss zur Er-
stellung einer Kalibrationskurve eine Normalisierung der Extinktionswerte erfol-
gen. Durch Umrechnung der Werte lieBen sich diese im Zahlenbereich von null
bis zehn darstellen. Mit log/log-Papier wurde eine Kalibrationskurve erstellt und
der Extinktionswert x (direkt proportional zur Konzentration des Chromogens, x-
Achse) und die Proteinkonzentration (y-Achse) abgelesen.
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2.7  Statistik

Zur statistischen Auswertung unserer Daten verwendeten wir die superior per-
forming software systems Version 13.0 (MUnchen, Deutschland). Da die Frage-
bdgen auf NRS basierten wurde die Auswertung auf Ebene ordinal verteilter
Werte vorgenommen. Fir die Fragebogendaten und Zytokine wurden nicht-pa-
rametrische Korrelationen nach Spearman-Rho erstellt.

Die Zytokinexpression anhand der C;-Werte der einzelnen Gruppen war bei der
Prafung auf Normalverteilung nicht-normalverteilt. Daher wurde der nicht-para-
metrische Kruskal-Wallis-H-Test fiir nicht-normalverteilte Stichproben sowie der
Mann-Whitney-U-Test fir den Paarvergleiche verwendet. Bei nicht-parametri-
schen Tests werden anstelle der absoluten Werte Range Uber die gesamte
Wertemenge vergeben. Die Auswertung der ELISA-Daten erfolgte mittels Mann-
Whitney-Test. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch signifikant definiert.
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3 Materialien und Gerate

Material/Reagenz/Gerat

Fa./Herstellung

Roti — Quick - Kit

Fa

. Roth, Karlsruhe

100 % Ethanol

Fa

. J. Baker

DEPC-Wasser

Eigene Herstellung*

2ml- und 1,5ml-ReaktionsgeféaBe Fa. Eppendorf, Hamburg
1ml-Omnifix-F-Spritzen Fa. Braun
20G-Spritzennadel Fa. Becton Dickinson

Vortex GLW L46

Fa

. Hartenstein

Zentrifuge 5417

Fa

. Eppendorf, Hamburg

Bio-Photometer mit Drucker
Absauger fur Klvette
MeBklvette (UVette)

Fa

. Eppendorf, Hamburg

Tabelle 3.1: RNA Extraktion und Messung der optischen Dichte; Diethylpyrocarbonat

(DEPC)-Wasser wurde in sterilen 2 I-Flaschen angesetzt: Demineralisiertes Wasser und

DEPC im Volumenverhaltnis 1000:1, Inkubation (iber Nacht und anschlieBend Sterilisa-

tion im Autoklaven.
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Reagenzien Konzentration Hersteller
Oligo d(T)16 50 50 uM Fa. Applied Biosystems, Forster City,
Random Hexameres 50 uM USA
10 X RT Buffer Il
Deoxynucleotidtriphosphate
Mix 10 mM
MultiScripeReverse 50 U/ul
RNAse Inhibitor 20 U/pl
MgCl. 25 mM
Aqua destilata Fa. DeltaSelect, Dreieich
GeneAmpCycler 9700 Fa. Applied Biosystems, Forster City,

USA

0,2ml-Reaktionsgefalle

Fa. Eppendorf, Hamburg

Hitzeblock

Fa. Hartenstein

Tabelle 3.2: reverse Transkriptions-PCR
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Reagenzien

Hersteller

TagMan Universal PCR Master Mix

Fa. Applied Biosystems, Forster City,
USA

Signalsequenz (dye, Fluoreszensmolekdl) :
18s rRNA (VIC-MGB, Assay ID:
HS99999901_s1)

Human IL-2 (20X, FAM-MGB, Assay ID :
HS00174114_m1)

Human TNF-alpha (20X, FAM-MGB, Assay
ID: HS00174128 _m1)

Human IL-4 (20X, FAM-MGB, Assay ID :
HS00174122_m1)

Human IL-10 (20X, FAM-MGB, Assay ID :
HS00174086_m1)

Fa. Applied Biosystems, Forster City,
USA

Aqua destilata

Fa. DeltaSelect, Dreieich

7700 Prism Thermocycler

Fa. Applied Biosystems, Forster City,
USA

Tabelle 3.3: qRT-PCR; Pipetten der Fa. Gilson (RNA Extraktion, Messung der optischen
Dichte, reverse Transkription) und Fa. Eppendorf (PCR) wurden mit Filterspitzen der

Fa. Eppendorf und der Fa. Starlab verwendet.
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Material / Reagenzien Menge pro Messung

Mikrotiterplatte mit 96 anti-IL-2- 1
beschichteten Einlassungen (wells)

IL-2-Standart in humanem Serum und | 100 pl/well (Verdiinnungsreihe)

Konservierungsmittel

Reaktionslésung (B) fir humanes 100 pl/well
Serum
Anti-IL-2-Antikérper konjugiert mit 50 pl/well

horseradish peroxidase in Pufferlésung

flr Proteine und Konservierungsmittel

Kontroll-Lésung mit humanem Plasma | 100 ul/well (Kontrolle)

und Koservierungsmitteln

Wasch-Konzentrat in Puffer und 0,4 ml/well

Konservierungsmitteln

Chromogen (TMB) 100 pl/well

Stopp — Losung 200 pl/well

Tabelle 3.4: Substanzen und Materialien des IL-2 EASIA (Fa. Biosource Europa
S.A.,Belgien)
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Materialien und Reagenzien

Menge pro Messung

Hu-IL-4 Standart

100 pl/well (Verdlinnungsreihe)

Standart Verdliinnungs-L&sung (NaCl)

100 pl/well (Kontrolle)

Hu-IL-4 Antikérper-beschichtete
Titerplatte mit 96 Einlassungen (wells)

1

Hu IL-4 Antikdrper konjugiert mit Biotin

100 pl/well

Streptavidin-HRP Konzentrat (100X)

100 pl/well (Arbeitsverdinnung auf
1/100)

Streptavidin-HRP Verdiinnung

Wasch Konzentrat in Pufferlésung 0,4 ml/well
Chromogen (TMB) 100 pl/well
Stopp — Losung 100 pl/well

Verschlusskappen

Tabelle 3.5: Substanzen und Materialien fiir IL-4 US ELISA (Fa. Biosource, Belgien)
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Materialien und Reagenzien

Menge pro Messung

Hu-TNF-alpha Standart

100 pl/well (Verdinnungsreihe)

Inkubations Puffer-Lésung

50/well

Standart Verdinnungs-Lésung (NaCl)

100 pl/well (Kontolle)

Hu-TNF-alpha Antikérper-beschichtete

Titerplatte mit 96 Einlassungen (wells)

1

Hu-TNF-alpha Antikérper konjugiert mit
Biotin

100 pl/well

Streptavidin-HRP Konzentrat (100X)

100 pl/well (Arbeitsverdinnung auf
1/100)

Streptavidin-HRP Verdiinnung

Wasch Konzentrat in Pufferlésung 0,4 ml/well
Chromogen (TMB) 100 pl/well
Stopp — Losung 100 pl/well

Verschlusskappen

Tabelle 3.6: Substanzen und Materialien fiir TNF ELISA (Fa. Biosource, Belgien)
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Materialien und Reagenzien Menge pro Messung

Substrat-Verdlinnungslésung

Calibrator-Verdinnungslésung RD6-10

IL-10 Antikdrper-beschichtete Titerplatte | 1
mit 96 Einlassungen (wells)

IL-10 Standart-Lésung 200 pl/well (Verdinnungsreihe)
Assay Verdinnungs-Lésung RD1-10 50 pl/well

IL-10 Antikérper konjugiert mit alkalischer | 200 pl/well

Phophatase

Amplifikations-Lésung 50 pl/well (in Amplifikations-

Verdinnungs-L&sung)

Wasch Konzentrat in Pufferlésung (10X) 0,4 ml/well

Substrat (Nikotinamid-adenin-dinukleotid- | 50 pl/well
phophat)

Stopp—Ldsung 50 pl/well

Verschlusskappen

Tabelle 3.7: Substanzen und Materialien fiir IL-10 ELISA (Fa. R&D Systems, Wiesbaden)

Gerat Hersteller
Pipetten Fa. Eppendorf, Hamburg
Pipettenspitzen Fa. Eppendorf, Hamburg
Destilliertes Wasser Fa. DeltaSelect, Dreieich
ReaktionsgefaBe Fa. Eppendorf, Hamburg
Photometer Fa. Eppendorf, Hamburg

Tabelle 3.8: Gerate der ELISA-Messung
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit hatte als wichtigstes Ergebnis eine bei Patienten mit schmerzhafter
PNP und Patienten mit schmerzloser PNP signifikant unterschiedliche Expres-
sion und Produktion pro- und anti-inflammatorischer Zytokine. Pro-inflammatori-
sche Zytokine lagen bei Patienten mit schmerzhafter PNP héher, wahrend anti-
inflammatorische Zytokine bei Patienten mit schmerzloser PNP Uberwogen.
Bevor diese Daten graphisch dargestellt werden, folgt ein Uberblick tiber die
klinischen Daten der Patientengruppe sowie die Ergebnisse der Befragung mit
Schmerzfragebdgen.

4.1 Auswertung der klinischen Daten

4.1.1 Haufigkeit der schmerzhaften und schmerzlosen PNPs

Die 52 Patienten mit PNP teilten sich auf in 32 Patienten (62 %) mit Schmerzen
und 20 Patienten (38 %) ohne Schmerzen, entsprechend einem Verhaltnis der
Patienten mit schmerzhafter PNP zu Patienten mit schmerzloser PNP von 1,6 zu
1.
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4.1.2 Atiologien der PNPs

Die Atiologien der PNPs sind in der folgenden Tabelle 4.1 aufgelistet:

Patienten mit schmerzhafter PNP (n)

Patienten mit schmerzloser PNP (n)

VANP (9)

CIDP (6)

axonale PNP (5)

SFN (3)

diabetische PNP (2)

axonale PNP mit Perivaskulitis (2)
Amyloid—Neuropathie (1)

PNP bei MGUS (1)

Vitamin B12-Mangel Neuropathie (1)
paraneoplastische Neuropathie (1)
axonale PNP bei POEMS-Syndrom (1)

VANP (5)

CIDP (2)

axonale PNP (3)

MADSAM (2)

hereditare PNP (2)

axonale PNP mit Perivaskulitis (2)

MMN (1)

paraneoplastische PNP (1)

axonale Neuropathie bei Hypothyreose (1)
gemischt axonale und demyelinisierende PNP

(1)

Tabelle 4.1: Ursachenspektrum schmerzhafter und schmerzloser PNP. Abkiirzungen:

CIDP = Chronische inflammatorische und demyelinisierende PNP; MADSAM = mul-

tifocal acquired demyelinating sensory and motor neuropathy; MGUS = Monoklonale

Gammopathie unklarer Signifikanz; MMN = multifokale motorische Neuropathie;

POEMS = Polyneuropathie, Organomegalie, Endokrinopathie, M-Gradient, Hautlasionen

(skin lesions); SFN = small fiber neuropathy; VANP = vaskulitische Neuropathie

4.1.3 Alter, Geschlecht und Krankheitsdauer

Die demographischen Daten der Patientengruppen sind der folgenden Tabelle

4.2 zu entnehmen:
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Geschlecht Mittleres Alter Mittlere Dauer
(n) (Jahre, Spannweite) | (Jahre, Spannweite)

Patienten mit Frauen 15
) 62 (25 bis 81) 5 (1/12 bis 24)
schmerzhafter PNP| Méanner 17

Patienten mit Frauen 3 . _
59 (25 bis 75) 8 (1/12 bis 20)
schmerzloser PNP| Manner 17

Tabelle 4.2: Gruppendaten der Patientengruppen (siehe auch Tab. 7.1 und 7.2 im Anhang)
Die durchschnittliche Krankheitsdauer lag bei den schmerzlosen PNP zwar mit
acht Jahren im Durchschnitt héher als bei den schmerzhaften PNP mit finf Jah-
ren, eine Korrelation zwischen Krankheitsdauer und Zytokinexpression war aber
nicht nachweisbar (p > 0,05 fur alle vier Zytokine).

Hinsichtlich der Geschlechterverteilung zeigte sich ein hdherer Anteil weiblicher
Patienten bei den schmerzhaften PNP. In unserer Studienpopulation fanden wir
keinen Unterschied in der systemischen Zytokinexpression fur IL-2, TNF, IL-4
und IL-10 bei Ma&nnern und Frauen (p > 0,05 far alle vier Zytokine).
Zusammenfassend lagen bei den Patienten PNPs unterschiedlicher Atiologie
sowohl schmerzhaften als auch schmerzlosen Verlaufs vor. Die demographi-
schen Daten in beiden Gruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander
und zeigten keinen Zusammenhang mit der Zytokinexpression im Blut.

4.2 Fragebogenauswertung

Die 32 Patienten mit schmerzhafter PNP wurden nach Schmerzen auf einer NRS
befragt. 30 der 32 Patienten beantworteten den NPSI, die GCPS und die ADS,
28 Patienten zudem die NPSD. 17 Patienten ohne Schmerzen wurden mit der
ADS befragt. Nach Auswertung der Antworten wurde der Median je Gruppe und
Skala berechnet.

4.2.1 Intensitatsskalen (GCPS und NPSD)

Die aktuelle Schmerzintensitat war mittelstark. Im NPSD und GCPS lag sie zwi-
schen 4 und 6 NRS. Die mediane Schmerzintensitat der Patienten mit schmerz-

hafter PNP lag in den vergangenen vier Wochen (GCPS) zwischen funf und
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sechs NRS. Die maximale Schmerzstarke in den letzten vier Wochen war bei 27
von 30 Patienten gréBer finf auf einer NRS (GCPS, Abb. 4.1).

—_

0,

Numerische Ratingskala (NRS)

1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29
Patienten mit schmerzhafter PNP

O aktuelle Intensitat ® Maximale Intensitét in 4 Wochen

Abb. 4.1 Schmerzintensitat: aktuell und letzte vier Wochen

4.2.2 Charakteristika neuropathischer Schmerzen (NPSI und NPSD)

Die Fragen nach evozierten Schmerzen wurden von zwei Drittel der Befragten
positiv beantwortet. Hier zeigten sich am haufigsten Schmerzen auf Druck (63%,
mediane Starke 6/10, Tabelle 4.3) und Bertihrungsempfindlichkeit der Haut
(54%, mediane Starke 6/10). Parasthesien waren sehr haufig (83%, mediane
Starke 8/10, Tabelle 4.3). Der Median des Summenscores des NPSI lag mit
28/100 (n= 30, Spannweite 0/100 bis 75/100) vergleichsweise niedrig.

Die ,Unannehmlichkeit“ der Schmerzen wurde von 28 Patienten hoch bewertet
(mediane Starke 8/10, Tabelle 4.4), und die Schmerzen als ,tief* lokalisiert (me-
diane Starke 7/10, Tabelle 4.4). Der als NPS6 bezeichnete Durchschnittswert
aus sechs erfragten Schmerzqualitaten lag in der unteren Halfte der NRS (Ta-
belle 4.4).
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Prozent positiver NRS der positiven
Frage nach ...
Antworten Antworten (Median)
Spontanschmerzen
Brennen 55 % 7110
Einschniren 45 % 6,5/10
Druck 61 % 6/10
Dauer der Spontanschmerzen in 24 Std.
Dauerhaft (mehr als 12 Stunden) |47 %
Zwischen 1 und 12 Stunden 26 %
Weniger als 1 Stunde 26 %
Schmerzattacken
Wie elektrische Schlage 33 % 6/10
Stechend 66 % 7/10
Anzahl der Schmerzattacken in 24 Std.
Mehr als 20 22 %
Weniger als 20 58 %
Evozierte Schmerzen
Durch Reiben 16 % 6/10
Durch Druck 63 % 6/10
Durch Kontakt mit kaltem Gegen- |16 % 7110
Stand
Geflhlsstérungen
Kribbeln 83 % 6/10
Ameisenlaufen 83 % 7/10

Tabelle 4.3: Ergebnisse des NPSI (n=30); NRS=numerische Ratingskala
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Frage nach...

Median (Spannweite)

Schmerzqualitaten (NPS6)

17/60 (0/60 — 45/60)

Unannehmlichkeit der Schmerzen

8/10 (2/10 — 10/10)

Tief drinnen empfundenen Schmerzen

7/10 (0/10 —10/10)

Oberflachlich empfundenen Schmerzen

5/10 (0/10 — 9/10)

Summenscore

41/100 (14/100 — 76/100)

Tabelle 4.4: Ergebnisse des NPSD (n=28), Auswertung nach den von Galer und Jensen

(Galer und Jensen 1997) beschriebenen Berechnungen

4.2.3 Behinderung (GCPS)

Je nach Anzahl an Schmerzpunkten (Schmerzintensitat) und Behinderungs-

punkten (Behinderung und Tage mit Schmerzen) wurden die Patienten zur Klas-

sifizierung in vier Kategorien eingeteilt.

Numerische Klasse Verbale Klasse
Grad 0 schmerzfrei
Grad 1 wenig Behinderung, geringe Schmerzintensitat
Grad 2 wenig Behinderung, hohe Schmerzintensitat
Grad 3 hohe Behinderung, maBig einschrankend
Grad 4 hohe Behinderung, schwer einschrankend

Tabelle 4.5: Auswertung des GCPS nach (Von Korff et al. 1992).

Beachtenswert war, dass es sich hier um chronische Schmerzen handelte, die

sich auch auf die Lebensqualitat der Patienten auswirkten. Die Mehrzahl der

Patienten wurde in der GCPS als durch die Schmerzen im Alltagsleben hoch-
gradig behindert eingestuft (Grad 3 und 4 der GCPS, Tabelle 4.6).
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GCPS - Klasse * Patientenanzahl (Prozent)
0 0 (0 %)
1 4 (13 %)
2 3 (10 %)
3 10 (30 %)
4 13 (43 %)

Tabelle 4.6: Klassifizierung der Behinderung nach der GCPS (n=30)
* verbale Klassifikation: siehe Tabelle 4.5

4.2.4 Allgemeine Depressionsskala

Die Antwortmdglichkeiten ,selten®, ,manchmal®, ,6fters®, ,meistens“ wurden mit
Punktwerten von null bis drei gewichtet und die Summe aller Punkte als Ge-
samtwert (Minimum 0, Maximum 60) ermittelt. Ein Summenwert > 16 gilt als
Hinweis auf eine klinisch relevante Depression (Hautzinger und Bailer 1993).
Patienten mit Schmerzen hatten signifikant haufiger erh6hte ADS-Werte als
Patienten ohne Schmerzen: 21 von 30 Patienten (70 %) mit schmerzhafter PNP
und erhéhtem ADS Wert im Gegensatz zu sieben von 17 Patienten (41 %) mit
schmerzloser PNP und erhéhtem ADS Wert (Abb. 4.2, p < 0,0001). Die Wahr-
scheinlichkeit eine schmerzhafte PNP zu haben lag bei Patienten mit Hinweis
auf eine Depression hdher als bei Patienten ohne Hinweis auf eine Depression
(odds ratio=3,33).
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100% -

90% -

80% -

70% -

Patienten in Prozent

40%
Hinweis auf
Depression
30%
i Hinweis auf
20% Depression
10%
0%
Patienten mit schmerzloser PNP Patienten mit schmerzhafter PNP

Abb. 4.2: ADS bei Patienten mit schmerzloser PNP und schmerzhafter PNP
(p<0,0001)

4.3 Labordaten

4.3.1 Routinediagnostik

In der Routinediagnostik fanden sich bei keinem Patienten Anzeichen einer sy-
stemischen Entziindung (i.e. Fieber in Kombination mit Leukozytose und CRP
Erhdhung). Lediglich zwei Patienten wiesen Leukozytenerhé6hungen >10000/ul
infolge einer Kortisonpulstherapie auf. Vier der Patienten hatten milde CRP Er-
héhungen im Bereich von 1,5 bis 4,9 mg/dl (Normwert 0 bis 0,5 mg/dl).

4.3.2 Ergebnisse der gRT-PCR

Zur Darstellung der relativen Zytokinexpression wurde ein Scatterplot gewahilt,
welcher die relative Genexpression einer Probe einem Punkt auf einer linearen
Skala zuordnet (Abb. 4.3 bis 4.6). Der Mann-Whitney-U-Test wurde fir die Paar-
vergleiche zwischen zwei Gruppen verwendet.

Die relative Genexpression der pro-inflammatorischen Zytokine IL-2 und TNF
war bei Patienten mit schmerzhafter PNP in etwa doppelt so hoch wie bei Pati-
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enten mit schmerzloser PNP (p=0,03 und p=0,001) und bei den Kontrollen
(p=0,001 und p<0,0001, Abb. 4.3 und 4.4).

Die relative IL— 4 Genexpression war tendenziell niedriger bei Patienten mit
schmerzhafter PNP als bei Patienten mit schmerzloser PNP und Kontrollen
(nicht signifikant, Abb. 4.5). IL-10 mRNA wurde bei Patienten mit schmerzhafter
PNP nur etwa halb so hoch exprimiert wie bei Patienten mit schmerzloser PNP
(p=0,001) und bei gesunden Kontrollen (p=0,004, Abb. 4.6).
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Abb. 4.3 bis 4.6: Relative Genexpression von IL-2, TNF, IL-4, IL.10. Der
Median (50%-Perzentile) pro Gruppe ist mit einem horizontalen Strich
markiert. Die Sternchen liber den horizontalen Balken zeigen das

Signifikanzniveau des Gruppenvergleichs an: * p < 0,05, *** p < 0,001.
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4.3.3 Subgruppen-Analyse

Um den méglichen Einfluss der PNP-Atiologie, insbesondere einer entziindlichen
Ursache, auf die Zytokinexpression zu untersuchen, wurde ein Vergleich ver-
schiedener Diagnoseuntergruppen durchgefihrt. Dabei wurden VANP, CIDP,
MADSAM und axonale PNP mit perivaskularer Entziindung als entziindliche
PNPs den nicht-entzlindlichen PNPs (SFN, chronische axonale PNP, diabeti-
sche PNP, u.a.) gegenubergestellt.

Es zeigte sich, dass TNF in der Gruppe entziindlicher PNPs héher exprimiert
wurde (p=0,01). Dagegen lag IL-2 in der Gruppe der nicht-entziindlichen PNPs
deutlich héher (p<0,0001). Beide Gruppen unterschieden sich nicht in ihrer IL-4-
und IL-10 Expression.

In Abb. 4.7 sind die 27 inflammatorischen PNPs und die 25 nicht—inflammatori-
schen PNPs isoliert anhand der TNF Genexpression betrachtet. Da sich einzelne
Patienten in den Subgruppen ,andere schmerzhafte PNP*, ,CIDP*“ und ,diabeti-
sche schmerzlose PNP*“ befanden, wurde ab einer SubgruppengréBe > 2 Pati-
enten der Mittelwert gebildet. Wie fir die Gesamtgruppen zeigten Patienten mit
schmerzhafter PNP héhere TNF Genexpression als Patienten mit schmerzloser
PNP sowohl bei den inflammatorischen PNPs (p<0,001) als auch bei den nicht—
inflammatorischen PNPs (p<0,05).
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Mittlere TNF mRNA Expression
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schmerzhaft schnerzlos schmerthaft schmerzlos

Entziindlich Nicht-entziindlich

Abb. 4.7: relative Genexpression von TNF im Vergleich der Diagnosegruppen,

** p<0,001, * p<0,05. Abkiirzungen (Anzahl der Patienten pro Gruppe): AE = andere ent-
ziindliche PNP (4, darunter MADSAM Neuropathie, MMN); ANE = andere nicht — entziindli-
che PNP (9, darunter hereditdre PNP, paraneoplastische PNP, gemischt axonale und
demyelinisierende PNP, Amyloid — Neuropathie, PNP bei Vitamin B12 — Mangel, PNP bei
Hypothyreose); ANPV = axonale Neuropathie mit perivaskuladrer Entziindung (4); Diab =
diabetische PNP (3); CANP = chronisch axonale Neuropathie (8); CIDP = chronisch in-
flammatorische demyelinisierende PNP (7); SFN = small fiber Neuropathie (3); VANP =
vaskulitische Neuropathie (14)

4.3.4 Ergebnisse der ELISA

Die Messung systemischer Zytokinproteine ergab den Messungen der Genex-
pression analoge Ergebnisse. Die Menge des IL-2 Proteins lag im Median etwa
dreimal héher bei Patienten mit schmerzhafter PNP im Vergleich zu Patienten
mit schmerzloser PNP (p=0,04, Abb. 4.8). Die IL-2 Proteinspiegel lagen bei Pati-
enten mit schmerzloser PNP zum Teil unterhalb der Messgrenze der ELISA
(Sensitivitat: siehe Methoden und Materialien, Messung der Proteine) und wur-
den zur Auswertung als 0,01 pg/ml gesetzt.

Die Produktion von TNF Protein folgte ebenfalls der mMRNA Expression: im Se-
rum von Patienten mit schmerzhafter PNP fand sich etwa doppelt so viel Protein
wie im Serum von Patienten mit schmerzloser PNP (p=0,004) und Kontrollen
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(p=0,009, Abb. 4.9). Im TNF ELISA wurden alle Proben der Patienten mit
schmerzhafter PNP und der Kontrollen oberhalb der Messsensitivitdt gemessen.
Die Proben der Patienten mit schmerzloser PNP lagen teils oberhalb (vier Pro-
ben) teils unterhalb (16 Proben) der Testsensitivitat.

Der Vergleich der Gruppen fir das IL-4 Protein entsprach in der Tendenz der
Genexpression: bei Patienten mit schmerzloser PNP lag die Proteinproduktion
hoéher als bei Patienten mit schmerzhafter PNP (nicht signifikant) und bei Kon-
trollen (p<0,001, Abb. 4.10). Auch Patienten mit schmerzhafter PNP zeigten
héheres IL-4 Protein als die Kontrollen (p<0,001). Das Protein lag bei allen Pro-
ben der Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser PNP oberhalb der Nach-
weisgrenze, bei den Kontrollen waren elf von 38 Proben oberhalb der Testsensi-
tivitat.

Die Menge des IL-10 Proteins lag bei schmerzlosen PNP héher als bei den an-
deren Gruppen (nicht signifikant, Abb. 4.11). IL-10 Proteine lagen bei sieben
Proben unter der Testsensitivitat.
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Abb. 4.8 bis 4.11: Proteinproduktion von IL-2, TNF, IL-4, IL.10. Der Median
(50%-Perzentile) pro Gruppe ist mit einem horizontalen Strich markiert. Die
Sternchen liber den horizontalen Balken zeigen das Signifikanzniveau des
Gruppenvergleichs an: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

4.4  Zytokinexpression und Schmerzfragebdgen

Eine Korrelation der mMRNA Expression der Zytokine mit Daten der Schmerzfra-
gebdgen wurde fur die Subgruppen nicht-entziindliche PNP (n = 25) und CIDP (n
= 6) gefunden. Bei Patienten mit CIDP korrelierte hohe Schmerzintensitat mit
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hoher IL-2 bzw. TNF Expression (Tabelle 4.7). Umgekehrt korrelierte hohe TNF
Expression mit niedriger NRS fur Parasthesien (Abb. 4.12). Die Expression von
IL-10 nahm mit steigender Schmerzintensitat und steigendem NPSI-Summen-
score in dieser Untergruppe ab (Tabelle 4.7).

Nicht-entziindliche PNP

IL-2 und evozierte Schmerzen (NPSI) Rho. = 0,692, p < 0,001
IL-2 und Anzahl der Schmerzattacken (NPSI) Rho. = 0,566, p < 0,001
CIDP
IL-2 und Schmerzintensitat (NPSD) Rho. = 0,9, p < 0,001
TNF und Frequenz der Schmerzattacken (NPSI) | Rho. = 0,9, p < 0,001
TNF und Parasthesien (NPSI) Rho. =-1,0, p < 0,001
IL-10 und Summenscore (NPSI) Rho. =-0,9, p < 0,001
IL-10 und Schmerzintensitat (NPSD) Rho. =-0,9, p < 0,001

Tabelle 4.7: mRNA Expression und Plussymptome. Rho. = Spearman correlation

coeffizient
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Abb. 4.12: Graphische Darstellung der mittleren relativen TNF Expression in Abhéngig-
keit von den Parasthesien der Patienten mit CIDP.

4.5  Zytokinexpression und ADS

Die TNF Expression und TNF Proteinproduktion bei Patienten mit Schmerzen
und erhéhten ADS-Werten als Hinweis auf eine Depression lagen hdher als bei
Patienten ohne Hinweis auf eine Depression (n=49, p=0,02). Je héher der ADS-

Summenwert lag, desto niedriger wurde IL 10 exprimiert (n=49, rho= -0,9).
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5 Diskussion

In unserer Studie wurden ausgewahlte pro- und anti-inflammatorische Zytokine
in Vollblut und in Serum von Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser PNP
und gesunden Kontrollen untersucht. Die Patienten mit schmerzhafter PNP hat-
ten im Vergleich zu Patienten mit schmerzloser PNP und gesunden Kontrollen
eine erhdhte systemische Genexpression und erhdhte Proteinspiegel des pro-
inflammatorischen Zytokins IL-2 (Abb. 4.3 und 4.8) und des pro-inflammatori-
schen Zytokins TNF (Abb. 4.4 und 4.9). Im Gegensatz dazu fand sich bei Pati-
enten mit schmerzloser PNP eine erhéhte IL-10 Genexpression (Abb. 4.6) und
eine erhdhte IL-4 Genexpression mit auch erhéhten Serumproteinspiegeln (Abb.
4.5 und 4.10). In einer Subgruppenanalyse fanden sich zwischen entzindlichen
und nicht-entziindlichen PNPs Unterschiede in der TNF Expression (bei ent-
ztindlichen PNPs erhéht) und in der IL-2 Expression (bei nicht-entziindlichen
PNPs erhoht). Die fir die Gesamtgruppen gefundenen Unterschiede waren aber
auch in den Subgruppen nachweisbar, wie am Beispiel des TNF dargestellt
(Abb. 4.7). Diese Auswertung zeigt, dass die in den Gruppen ,schmerzhafte
PNPs* und ,schmerzlose PNPs* gefundenen Unterschiede nicht wesentlich
durch Unterschiede in der Atiologie der PNPs beeinflusst waren.

In der folgenden Diskussion werden zunachst die Fragebogenergebnisse mit
den Ergebnissen von Studien verglichen, in denen gleiche oder ahnliche Fra-
gebdgen verwendet wurden. AnschlieBend werden diejenigen PNPs vorgestellt,
fir die pathogenetische Zusammenhéange mit Zytokinen beschrieben wurden.
Bisherige Studienergebnisse zu Veranderungen der Zytokine bei schmerzhaf-
ten Neuropathien werden mit den Ergebnissen dieser Studie verglichen. Am
Beispiel des TNF sollen dann mdgliche Wirkmechanismen von Zytokinen bei
neuropathischen Schmerzen vorgestellt werden. SchlieBlich werden mdgliche
Einflussfaktoren auf die Ergebnisse diskutiert und Folgerungen aus den
Ergebnissen der Studie gezogen.
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5.1.1 Erfassung von neuropathischen Schmerzen mit Hilfe von Fragebdgen und
ihre Probleme

Zur Erkennung und Erfassung neuropathischer Schmerzen haben sich verschie-
dene Schmerzfragebdgen als nltzlich erwiesen, die auch in der hier vorliegen-
den Studie verwendet wurden (Bennett et al. 2007). Der Vorteil von
Schmerzfragebdgen ist, dass sie als einfaches Screeninginstrument eingesetzt
werden kdnnen; von Nachteil ist, dass sie subjektive Angaben des Patienten
erfassen.

In unserer Studie hatten Patienten mit einer schmerzhaften PNP mittelstarke
Schmerzen und berichteten mehrheitlich Plus-Symptome, z.B. dynamische und
mechanische Reizsymptome (Tabelle 4.3, Tabelle 4.4). Eine andere Studie
konnte zeigen, dass eine erhdhte Berihrungsempfindlichkeit Gberwiegend bei
neuropathischen Schmerzen vorkommt, wahrend Kalteempfindlichkeit und
Druckschmerzhaftigkeit sowohl bei neuropathischen als auch bei nicht-neuro-
pathischen Schmerzen auftraten (Rasmussen et al. 2004). Dies wird durch un-
sere Ergebnisse unterstitzt, da die Mehrheit der Patienten evozierte Schmerzen
auf Druck und BerUhrung verspurte, wahrend die Minderheit der Patienten Gber
Kélteempfindlichkeit klagte (Tabelle 4.3).

Die Patienten wurden durch die Schmerzen hochgradig in Arbeit und Freizeit
behindert (GCPS Grad 3 und 4, Tabelle 4.6). Die Zunahme der Beeintrachtigung
wurde auch als MaB der Chronifizierung der neuropathischen Schmerzen heran-
gezogen (Frettloh et al. 2003).

Die als ,tief“ bezeichneten Spontanschmerzen wurden in vorherigen Studien als
besonders haufig bei Patienten mit neuropathischen Schmerzen vorkommend
beschrieben (Otto et al. 2003). Auch wir fanden bei mehr als der Halfte der
untersuchten Patienten Spontanschmerzen (Tabelle 4.3) und starke ,tief* lokali-
sierte Schmerzen (Tabelle 4.4).

In einer weiteren Studie an Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser PNP
gab die Uberwiegende Zahl von Patienten mit schmerzhafter PNP mehr als eine
Schmerzqualitat, z.B. ,stechend” oder ,quetschend” an (Vrethem et al. 2002). 17
von 30 der von uns befragten Patienten gaben ebenfalls Spontanschmerzen von
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mehr als einer Qualitat an, wobei am haufigsten ,drickende” Schmerzen ge-
nannt wurden (Tabelle 4.3).
In zwei Studien beklagten etwa 80% der Patienten mit neuropathischen Schmer-
zen Parasthesien (Vrethem et al. 2002; Otto et al. 2003). Diese Daten stimmen
mit unseren Ergebnissen Uberein, wo etwa 80% der Patienten mit schmerzhafter
PNP Geflhlsstérungen wie ,Ameisenlaufen und ,Kribbeln“ angaben (Tabelle
4.3).
Zusammenfassend kann bezlglich der qualitativen und quantitativen Messung
von neuropathischen Schmerzen mittels Fragebdgen festgestellt werden, dass

e sowohl spontane als auch evozierte Schmerzen auftraten,

e die Schmerzen eher ,tief als ,oberflachlich® empfunden wurden,

e mit mehreren Qualitaten, darunter ,stechend®, ,drickend®, ,brennend®

charakterisiert wurden,

e und sehr haufig mit Parasthesien assoziiert waren.

5.2 Die Bedeutung von Zytokinen in der Pathogenese von PNPs

Fir die CIDP und das Guillain-Barré-Syndrom (GBS) wurden Hinweise auf eine
pathogenetische Rolle von Zytokinen, z.B. von TNF gefunden. Die TNF Serum-
spiegel waren bei finf von 20 untersuchten Patienten mit CIDP erhéht und mit
subakutem Fortschreiten, schweren neurologischen Defiziten (Hughes-Grade
drei und vier) und einer symmetrischer Muskelschwache der Extremitaten asso-
ziiert (Misawa et al. 2001). Es zeigte sich zudem, dass die erhdhten Werte von
TNF im Serum dieser Patienten mit elektrophysiologischen Zeichen einer aktiven
Demyelinisierung einhergingen. Dem widersprechend konnte in einer anderen
Studie kein Unterschied der TNF Serumspiegel von Patienten mit CIDP im Ver-
gleich zu Patienten mit anderen PNP und gesunden Kontrollen gefunden werden
(Melendez-Vasquez et al. 1997). Dennoch zeigten histologische Befunde aus
humanen Nervenbiopsien, dass bei aktiver Demyelinisierung in Patienten mit
CIDP TNF in Makrophagen des Endoneuriums exprimiert wird (Fukuoka et al.
1998). Mit in-situ-Hybridisierung konnte an Suralis-Biopsien bei Patienten mit
klinisch aktiver CIDP gezeigt werden, dass die Expression von IL-2, TNF und
Interferon-y sowohl in Leukozyten der endo- und epineuralen BlutgefaBen und
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des Perineuriums als auch in endoneural gelegenen Zellen (den Schwann-Zell-
Arealen entsprechend) stattfand (Mathey et al. 1999). In Zellkultur hatte TNF auf
Schwann-Zellen eine nf-kB-abhangige Wirkung, die zu einem phanotypischem
Wechsel zu nicht-Myelin-formierenden Schwann-Zellen flihrte (Bonetti et al.
2000). Die CIDP, die von einer axonal betonten Variante (chronisch
inflammatorische axonale PNP) unterschieden wird, entsteht wahrscheinlich auf
Grundlage einer autoimmunen Entziindungsreaktion (Toyka und Gold 2003).
Dem Nervenschaden liegen effektiv wohl neben der durch Makrophagen
getriggerten Sekretion von IL-1, IL-6, IL-12 und TNF auch zellulare Mechanis-
men durch T-Zellen zugrunde (Kiefer et al. 2001).

Beim GBS wurde ein Zusammenhang zwischen positivem Ansprechen auf in-
travendse Immunglobuline und Abnahme der TNF Serumspiegel der Patienten
und somit ebenfalls ein indirekter Hinweis auf die pathogenetische Rolle von
TNF gefunden (Sharief et al. 1999). Immunhistochemische Studien an
Nervenbiopsien von Patienten mit GBS zeigten, dass T-Zellen im Epi- und Peri-
neurium das TNF converting enzyme expremierten (Kurz et al. 2005).

Die hier vorgelegten Daten lassen sich in diese Aussagen nur bedingt einordnen,
da die Krankheitsaktivitat der Patienten mit CIDP nicht bestimmt wurde. In der
Gesamtgruppe ergaben sich keine Unterschiede in der TNF Expression bei Pati-
enten mit CIDP und Kontrollen (Daten nicht gezeigt).

5.3  Zytokine bei schmerzhaften PNPs

Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit war eine erhéhte IL-2 und TNF Ex-
pression bei Patienten mit schmerzhafter PNP mit analogen Unterschieden in
den Serumproteinspiegeln und umgekehrt eine erhéhte IL-4 und IL-10 Expres-
sion bei Patienten mit schmerzloser PNP, die fur IL-4 ebenfalls auf der Protei-

nebene wieder gefunden wurde.

5.3.1 Systemische Zytokine

Es gibt &ltere Arbeiten, die erhéhte TNF und IL-1B Spiegel im Serum bei der
schmerzhaften lepromatésen Neuropathie zeigten (Sarno et al. 1991). Durch den
TNF-Inhibitor Thalidomid lieBen sich die Schmerzen hemmen und dies ging mit
einer Reduktion der TNF Spiegel einher (Sampaio et al. 1993). Zum Zeitpunkt
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der Erstellung dieser Arbeit lag zum direkten Vergleich nur eine 2001 veréffent-
lichte Studie an Patienten mit PNP von Empl et al. vor (Empl et al. 2001). Dort
wurde mittels ELISA ein erhéhter Serumspiegel des TNF-R1 (welcher als Surro-
gatmarker fir TNF benutzt wurde) bei Patienten mit mechanischer Allodynie im
Vergleich zu Patienten ohne Allodynie gezeigt. Der in dieser Subgruppe nach-
weisbare Unterschied lieB sich jedoch nicht zwischen den Gesamtgruppen
,schmerzhafte PNP“ und ,schmerzlose PNP* finden.

Nach Abschluss der Arbeiten fir diese Dissertation wurden weitere Studien zu
diesem Thema ver6ffentlicht. Backonja et al. zeigten in einer relativ kleinen
Gruppe von Patienten mit schmerzhafter PNP, dass die Serumspiegel von IL-13
und léslichem TNF-R héher lagen als in den Kontrollen. Umgekehrt waren die IL-
10 Serumspiegel der Patienten niedriger als in den Kontrollen, was gut im Ein-
klang mit den hier présentierten Daten steht (Backonja et al. 2008). Bei der Be-
stimmung der TNF Proteinspiegel mittels ELISA konnten Backonja et al. hinge-
gen keine Unterschiede zwischen Patienten mit Neuropathie und Kontrollen
finden. Ludwig et al. untersuchten in einer kirzlich veréffentlichten Studie die
Zytokine IL-6 und TNF im Serum und Liquor bei Patienten mit schmerzhafter und
schmerzloser PNP. Weder die Serumspiegel noch die Liquorspiegel unterschie-
den sich in ihren Gruppen, aber eine Subgruppe von Patienten mit mechanischer
Allodynie hatte erhéhte TNF Serumspiegel im Vergleich zu Patienten ohne die-
ses Symptom (Ludwig et al. 2008). Dieser Unterschied unterstreicht den von
Empl et al. gefundenen Unterschied im TNF System bei Patienten mit mechani-
scher Allodynie (Empl et al. 2001). Eine weitere aktuelle Studie an Patienten mit
POEMS-Syndrom zeigte erhdhte TNF, IL-6 und IL-1B Serumspiegel bei Patien-
ten mit Hyperalgesie im Vergleich mit Patienten ohne dieses Symptom und Kon-
trollen (Koike et al. 2008).

5.3.2 Zytokine im PNS

Weitere Arbeiten orientierten sich an der Zytokinexpression und —produktion in
peripheren Nerven bei neuropathischen Schmerzen. Hier zeigte sich in Patienten
mit schmerzhafter PNP im Vergleich zu Patienten mit schmerzloser PNP eine
héhere TNF Expression in Schwann-Zellen der Nervenpraparate (Empl et al.

2001). In einer weiteren immunohistologischen Arbeit an Suralisbiopsien bei
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Patienten mit entziindlicher und nicht-entztindlichen PNP fanden Lindenlaub et
al. eine erhdhte Expression pro-inflammatorischer Zytokine bei Patienten, die
unter Schmerzen litten im Vergleich zu Patienten ohne Schmerzen (Lindenlaub
und Sommer 2003).

Zusammenfassend lasst sich eine Ubereinstimmung der hier prasentierten Er-
gebnisse mit den bislang veréffentlichten Studien zu Zytokinen bei neuropathi-
schen Schmerzen finden. Die klinisch feststellbaren Symptome einer mechani-
schen Allodynie waren in einigen Fallen deutlicher mit TNF Spiegelerhéhungen
verbunden, als es fur die Gesamtgruppe der schmerzhaften Neuropathien der
Fall war. In den hier vorgelegten Ergebnissen fanden sich positive Korrelationen
zwischen IL-2 und evozierten Schmerzen sowie IL-2 und den Schmerzattacken
bei Patienten mit nicht-entziindlicher PNP (Tabelle 4.7), wahrend sich in den
Gesamtgruppen keine Korrelation zwischen einem einzelnen Zytokin und einem

einzelnen Kklinischen Symptom zeigte.

5.4  Wirkmechanismen von TNF bei neuropathischen Schmerzen

Die Mechanismen, Uber die pro-inflammatorische Zytokine Schmerzen auslésen
kénnen, sollen im Folgenden am Beispiel von TNF mittels Daten aus der
Grundlagenforschung erlautert werden. Nach Befunden zur Lasion im periphe-
ren Nerven und in den zugehdrigen Spinalganglien, werden die Rezeptoren
des TNF vorgestellt. Die rezeptorvermittelten Wirkungen des TNF werden kurz
benannt. AbschlieBend werden die Daten in die Ergebnisse der eigenen Arbeit
eingebunden.

In Iadierten peripheren Nerven lieB sich bereits nach einer Stunde TNF mRNA
nachweisen (Uceyler et al. 2007). Das TNF Protein erreichte nach zwdlf Stunden
seinen Gipfel und blieb mehrere Tage Uber dem Basalspiegel erhéht (George et
al. 1999). Dieser TNF Anstieg war so sensitiv, dass selbst eine Hautinzision oder
eine vorsichtige Manipulation des Nervus ischiadicus ausreichten, um TNF
mMRNA ansteigen zu lassen (George et al. 2004).

Durch Blockade der Freisetzung des TNF Proteins, durch antagonistische Bin-

dung des extrazelluldren TNF Proteins und durch Rezeptorblockade lieBen sich
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im Tiermodell mechanische Wegzugsschwellen und thermische Wegzugslaten-
zen normalisieren (George et al. 2000; Lindenlaub et al. 2000; Sommer et al.
2001). Dieser Effekt war am starksten ausgepragt, wenn die Blockade vor
Entstehung dieser Symptome erfolgte (Sommer und Schéfers 1998; Schéafers et
al. 2003c), aber auch danach konnten die Symptome im CCI Modell restituiert
werden (Sommer et al. 2001).

Durch intraneurale Gabe von TNF oder IL-1f Protein in periphere Nerven lie
sich im Versuchstier Schmerzverhalten hervorrufen, mit dem starkstem algeti-
schen Effekt bei Mengen, die dem endogenen Anstieg nach einem Nervenscha-
den &quivalent waren (Zelenka et al. 2005). Die subkutane Applikation von TNF
Protein auf afferente intakte Neurone von Ratten erhdhte die Entladungsrate der
Spontanaktivitat und veranderte die mechanische Reizschwelle in C-Fasern je
nach Menge des applizierten TNF: bei einer Dosis von 5 ng wurde sie um bis zu
67% des Ausgangswertes gesenkt (Sorkin et al. 1997; Junger und Sorkin 2000).

Im gesunden Spinalganglion bei Tieren fand sich TNF in etwa 45% der neuro-
nalen Zellsomata (Schéfers et al. 2003a). Im CCl Modell fand sich ein Anstieg
von TNF vorwiegend in mittelgroBen neuronalen Zellen sowohl mit geschadigten
als auch mit intakten Axonen (Schafers et al. 2003a). In weiteren Arbeiten zeigte
sich, dass in Spinalganglien eines geschadigten Nerven auch die (weiter unten
beschriebenen) sekundéaren Signaltransduktoren p38 MAPK und c-Jun N-
terminal kinase anstiegen (siehe auch Abschnitt ,Zytokine und Zytokinrezepto-
ren“) (Obata et al. 2004a). Dies wurde auch fir nicht-geschéadigte Zellen des
Nachbarganglions und die Proteine der p38 MAPK gezeigt (Obata et al. 2004b).
Die TNF-Rs (TNF-R1, TNF-R2) wurden in verschiedenen Schmerzmodellen
untersucht und es wurde gezeigt, dass es nach einem Nervenschaden zu einer
Hochregulation dieser Rezeptoren in peripheren Nerven, dem Spinalganglion
und im Spinalmark kommt (Schéfers et al. 2003b; Ohtori et al. 2004; George et
al. 2005). Der konstitutiv exprimierte TNF-R1 scheint bei der Entstehung von
Reizsymptomen von gréBerer Bedeutung zu sein, da seine Blockade, im Gegen-
satz zur Blockade des TNF-R2, die Symptome im CCl Modell minderte (Sommer
et al. 1998). Zudem zeigten TNF-R1 defiziente Tiere eine schwachere Schmer-
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zantwort nach einem Nervenschaden als Wildtyp-Mause (Vogel et al. 2006).
Eine weitere Arbeit zeigte, dass die Aktivierung des TNF-R1 in Wildtyp-Ratten
vor einem Nervenschaden zu ektopen Entladungen fliihrte. Die zusatzliche Akti-
vierung des TNF-R2 verstarkte die Entladungsrate, wahrend die alleinige TNF-
R2 Aktivierung folgenlos blieb. Nach einer CCl Lasion wurde eine erhdhte
Spontanaktivitat durch die Aktivierung des TNF-R2 in intakten Neuronen des
Nachbarganglions beobachtet (Schafers et al. 2008).

Spricht man allgemein von den Wirkungen des TNF im PNS (peripherer Nerv
und Spinalganglion) so werden Folgen auf Ebene der Genexpression von (kurz-
zeitigeren) Anderungen der Zellzusammensetzung und der Membraneigen-
schaften unterschieden. Die Signalkaskade nach Bindung des TNF an den TNF-
R1 oder den TNF-R2 aktiviert mehrere Signaltransduktoren, darunter die Pro-
teine der p38 MAPK (Milligan et al. 2003; Schéfers et al. 2003c), die im Spinal-
ganglion an der Entstehung von Symptomen der Hitzehyperalgesie und der me-
chanischen und taktilen Allodynie beteiligt sind (Ji et al. 2002; Schafers et al.
2003c; Obata et al. 2004a). Das im Tiermodell beobachtete rasche Auftreten von
Schmerzverhalten nach der Nervenlasion kann aber nur zum Teil mit Anderun-
gen der Proteinexpression erklart werden und daher sind direkte Wirkungen von
TNF auf die Erregbarkeit der Nervenfaser wahrscheinlich vorhanden. Eine ra-
sche Wirkung trat beim Modell der Hitzehyperalgesie auf: TNF erhéhte in vitro
die Calciumkonzentration und die Freisetzung des Calcitonin Gene Related Pep-
tid in sensiblen peripheren Neuronen (Opree und Kress 2000; Pollock et al.
2002). Wirkungen von TNF auf die Membraneigenschaften lieBen sich in weite-
ren Arbeiten zeigen: TNF konnte Gber den TNF-R1 p38 MAPK abhéangigen
Signalweg einen Tetrodotoxin-resistenten Natriumkanal aktivieren, der somit zu
einem verstarkten Natriuminflux bei der Depolarisation betrug (Jin und Gereau
2006). Die p38 MAPK regulierte auBerdem die Phosphorylierung des
spannungsabhangigen Natriumkanals 1.8 auf sensiblen Spinalganglionneuro-
nen, was nach einem Nervenschaden zur erhdhter Exzitabilitat dieser Neurone
beitrug (Hudmon et al. 2008). In patch-clamp Untersuchungen an isolierten
Rattenganglionen zeigte sich, dass spannungsabhangige Kaliumkanale durch
TNF nicht beeinflusst, aber spannungsabhangige Calciumkanéle geschlossen
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und spannungsabhangige Natriumkanale gedffnet wurden (Czeschik et al.
2008).

Zu fragen bleibt, ob sich diese Mechanismen eins zu eins auf Veranderung in
menschlichen Nerven bei der PNP Ubertragen lassen. Im Gegensatz zu dem
akuten Nervenschaden im Tiermodell handelt es sich bei PNPs meist um chroni-
sche Erkrankungen und zum Zeitpunkt der Messung hatten die Patienten bereits
Schmerzen. Ob die Erhéhung der pro-inflammatorischen Zytokine im Blut der
Patienten schon vor der Entstehung neuropathischer Schmerzen auftrat, ist mit
dieser Arbeit nicht zu beantworten. Wir sehen sie aber als Ausdruck einer im
Nerven stattgehabten Anderung der Zytokinbalance zwischen pro- und anti-in-
flammatorischen Zytokinen. Moglicherweise lag bereits vor Entstehung der PNP
eine genetische Imbalance dieser Zytokine vor. Aber Polymorphismen dieser
Gene sind beim Menschen bisher unzureichend untersucht worden.
Unterstitzen Iasst sich diese Interpretation durch die Ergebnisse bei den anti-
inflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-10. IL-4 gilt als Thy-Zytokin und vorhe-
rige Studien zeigten, dass eine Reduktion dieses Zytokins bei Patienten mit
chronischen Schmerzen und eine therapeutische Gabe im Modell der Nervenli-
gatur mit Schmerzreduktion einhergingen (Hao et al. 2006; Ugeyler et al. 2006).
IL-10 wird als TNF-antagonistisches Zytokin angesehen und durch die Gabe des
Proteins am Ort der Nervenlasion konnte im CCI Modell eine Schmerzreduktion
hervorgerufen werden (Wagner et al. 1998). Die algetische Wirkung des TNF
beruhte somit auch auf einer Reduktion dieser anti-inflammatorischen Zytokine

und umgekehrt.

5.5  Grenzen der Studie und Rolle von Einflussfaktoren auf Zytokine

Diese Studie wurde an Patienten wahrend der Hospitalisierung durchgefthrt und
unterlag dadurch bedingt Einflussfaktoren, die im Folgenden diskutiert werden.
Erstens unterlag die Messung der Zytokine in Zellen des peripher-vendsen Blu-
tes und im Serum pra-analytischen und analytischen Einflussfaktoren. Zum
Zweiten zeigte ein bedeutender Teil der Patienten mit schmerzhafter PNP Zei-
chen einer Depression. Zum Dritten nahmen die meisten Patienten mit Schmer-
zen verschiedene Analgetika, darunter auch Trizyklische Antidepressiva (TZA),

ein.
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5.5.1 Analytische Probleme

Die ELISA Messungen wurden durch die niedrigen Proteinspiegel limitiert, so
dass IL-4 und IL-10 auch mit ultrasensitiven Kits nicht in allen Proben nachweis-
bar waren. Diese methodischen Probleme traten auch in anderen Studien auf, so
dass die Proteinbestimmung weiterhin ungenauer scheint als die der Genex-
pression (Volk et al. 1998; Alexander et al. 2005). Dennoch zeigte sich in der
vorliegenden Arbeit sowohl auf mRNA Ebene als auch bei den Proteinen eine
statistisch gesicherte einheitliche Tendenz, so dass die Ergebnisse durch zwei,
von einander unabhangigen Methoden gestitzt wurden. Weitere Einflisse auf
die systemischen Zytokine durch pra-analytische Einflussfaktoren, wie sportliche
Aktivitat (Ostrowski et al. 1999), Alkoholkonsum und zirkadiane Rhythmen der
Expression wurden durch genaue Anamnese und Begrenzung der Blutentnahme

auf die Morgenstunden ausgeschlossen.

5.5.2 Depression

Depression und neuropathische Schmerzen liegen haufig gemeinsam vor und
nehmen mit dem Grad der Chronifizierung zu (Frettloh et al. 2003). Studien an
Patienten mit chronische Schmerzen als auch mit Depression zeigten Verande-
rungen von pro-inflammatorischen Zytokinmustern (Musselman et al. 2001;
Schlatter et al. 2001; Anisman et al. 2005). Einen gesicherten pathogenetischen
Zusammenhang der Depression mit Zytokinen gibt es dennoch nicht (Schiepers
et al. 2005). Bei den hier untersuchten Patienten mit schmerzhafter PNP lagen
signifikant haufiger erh6hte ADS-Werte vor als bei Patienten mit schmerzloser
PNP. Die TNF mRNA lag bei Patienten mit schmerzhafter PNP und erhdhten
ADS-Werten signifikant héher als bei Patienten mit schmerzhafter PNP und
normalen ADS-Werten. Wir fanden eine negative Korrelation zwischen der IL-10
Genexpression und ADS-Werten, was Befunde aus einer bereits verdffentlichten
Studie an Patienten mit melancholischer und nicht-melancholischer major de-
pression bestatigt (Rothermundt et al. 2001). Auch mit den vorliegenden
Ergebnissen lasst sich kein kausaler Zusammenhang zwischen Depression,
chronischen Schmerzen und Zytokinen herstellen. Die in der vorliegenden Studie
verwendete ADS wurde als Screeninginstrument eingesetzt und es bedirfte
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einer weiteren Untersuchung, um die Diagnose einer Depression zu spezifizie-
ren. Die erhdhten ADS Werte sind in erster Linie im Kontext mit den neuropathi-
schen Schmerzen zu sehen.

5.5.3 Medikation

Verschiedene Medikamente kénnen die Zytokinexpression beeinflussen
(Alkharfy et al. 2000). TZA hemmen die Produktion pro-inflammatorischer Zyto-
kine und erhdhen die Produktion des IL-10 in humanen Leukozyten in vitro (Xia
et al. 1996; Kubera und Maes 2000). Dagegen sind die Daten aus klinischen
Studien widersprichlich. IL-2 Serumspiegel blieben unter Behandlung mit Clo-
mipramin ebenso wie die IL-6 Serumspiegel unter der Einnahme von TZA un-
verandert (Weizman et al. 1994; Maes et al. 1995). Die Einnahme von TZA Uber
sechs Wochen zeigte keine Anderung der TNF Serumspiegel in Patienten mit
Depression, wenngleich der I6sliche TNF-R2 anstieg (Hinze-Selch et al. 2000).
Sechs der 32 Patienten mit schmerzhafter PNP nahmen TZA ein. Ein Einfluss
auf die Expression und Produktion der pro- und anti-inflammatorischen Zytokine
ist nicht auszuschlieBen, kann aber als Einflussfaktor aufgrund der niedrigen
Zahl im Verhaltnis zur Gesamtgruppe vernachlassigt werden.

Weitere Analgetika in der Gruppe der Patienten mit schmerzhafter PNP waren
Gabapentin (neun Patienten), Pregabalin (vier Patienten), nicht-steroidale
Antirheumatika (sechs Patienten) und Opioide (sieben Patienten).

FlOr Opioide wird eine immunsuppremierende Wirkung postuliert (Sacerdote
2006). Morphin hemmte im mikromolaren Bereich pro-inflammatorische Zytokine
in vitro (Roy et al. 1998). IL-2 kann mit peripheren Opioid-Rezeptoren interagie-
ren (Song und Zhao 2000; Song et al. 2002) und die Wirkung von Opioiden auf
periphere Rezeptoren wurde neben der bekannten zentralen Analgesie als wei-
terer Angriffspunkt einer immunvermittelten Analgesie beschrieben (Rittner et al.
2005). Die Gruppe der Patienten mit schmerzhafter PNP zeigte hdhere Spiegel
des IL-2 sowie des TNF auf mRNA und Proteinebene als die Vergleichsgruppen.
Wahrend ein Einfluss der Opioide auf TNF nach Studienlage unwahrscheinlich
ist, kdnnte die Erhéhung von IL-2 bei diesen Patienten einen endogenen Antago-
nismus der Schmerzen darstellen, der durch Opioide mitgetragen wird (Yao et al.
2002).
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Glukokortikoide (GK, Mehrzahl GKs) sind anti-inflammatorische Medikamente,
die die Zytokinexpression und —produktion von Zellen verdndern (Brattsand und
Linden 1996). Sie wirken u. a. Uber einen Antagonismus am nf-kB der Expres-
sion pro-inflammatorischer Zytokine, wie dem TNF entgegen. Die Behandlung
mit GKs zeigte in klinischen Studien unterschiedliche Resultate. Bei Gesunden
blieben die Plasmaspiegel von TNF und IL-10 nach dreitagiger Einnahme von
Dexamethason unverandert, wahrend die Kapazitat zur Produktion pro-inflam-
matorischer Zytokine auf einen Stimulus deutlich abnahm (Bleeker et al. 1997).
Weitere Studien zeigten, dass praoperative Gaben von GKs eine reduzierende
Wirkung auf die TNF Serumspiegel hatten und umgekehrt die IL-10 Serumspie-
gel erhéhten (El Azab et al. 2002; McBride et al. 2004). Bei Patienten mit Multi-
pler Sklerose hatten verschiedene Therapieregime mit immunmodulierenden
(Interferon B-1a) und immunsuppremierenden (Prednisolon, Azathioprin) Medika-
menten keinen Einfluss auf die TNF Serumspiegel, aber bei Patienten mit kom-
binierter Therapie (Azathioprin, Prednisolon und Interferon 3-1a) stiegen die IL-
10 Serumspiegel (Braun Hashemi et al. 2006). Auch bei Patienten mit Morbus
Basedow erhdhte die Einnahme von GKs die IL-10 Serumspiegel, wahrend die
des TNF unbeeinflusst blieben (Mysliwiec et al. 1999). Eine weitere Studie zeigte
aber, dass die dauerhafte Einnahme von Prednisolon die Serumspiegel von TNF
und IL-10 nicht veréanderte (Andersson et al. 2005).

Fanf Patienten mit schmerzhafter PNP und vier Patienten mit schmerzloser PNP
bekamen entweder oral oder parenteral GKs. Die IL-10 Proteinspiegel unter-
schieden sich in den zwei Gruppen nicht signifikant von den Kontrollen, wahrend
die mRNA bei schmerzlosen Patienten erhdht war, was einen Einfluss der GKs
in den Patientengruppen unwahrscheinlich erscheinen lasst. Da die Anzahl der
Patienten unter GKs in beiden Patientengruppen etwa gleich hoch lag, wurde der
Effekt auf den Vergleich zwischen diesen Gruppen ausbalanciert und dirfte das
Ergebnis nicht wesentlich beeinflusst haben.

Zusammenfassend I&dsst sich ein Einfluss der Medikation auf die Expression und
Produktion von Zytokinen in verschiedenen Studien zeigen. Der Unterschied
hinsichtlich der Zytokinspiegel zwischen den Patientengruppen war aber nicht
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auf einzelne Medikamente oder deren Kombination in den Patientengruppen
zurlckzufihren.

Es erscheint daher legitim, die gemessenen Unterschiede der Zytokinspiegel
zwischen den Gruppen in erster Linie mit dem Vorliegen oder dem Fehlen der

Schmerzen in Zusammenhang zu bringen.
5.6 Folgerungen aus den Ergebnissen

5.6.1 Folgerungen fur die Diagnostik

Wir konnten zeigen, dass es einen Zusammenhang zwischen dem Zytokinprofil
und der Existenz von neuropathischen Schmerzen gibt. Die Folgerung fiir die
Erkennung neuropathischer Schmerzen liegt also darin, dass man mdglicher-
weise durch Bestimmungen der Zytokinexpressionen und der Proteinspiegel
zusatzlich zu der klinischen Untersuchung und Befragung von Patienten zukdinf-
tig einen schmerzhaften Verlauf der Neuropathie friher erkennen und eventuell
therapeutisch beeinflussen kann.

5.6.2 Folgerungen fur die Therapie

Bisher kénnen verschiedene Erkrankungen durch exogene Gabe von Zytokinen
oder Zytokin-Inhibitoren therapeutisch beeinflusst werden; als Beispiel sei die
Interferontherapie der Multiplen Sklerose genannt. Beim neuropathischen
Schmerz gibt es Hinweise auf die schmerzlindernde Wirkung der Gabe von Ner-
venwachstumsfaktor (nerve growth factor); der Therapieversuch war aber kili-
nisch nicht erfolgreich. Die bereits genannte anti-nozizeptive Wirkung anti-in-
flammatorischer Zytokine wurde ebenso im Tierversuch belegt, aber bislang
nicht in klinischen Studien gepraft (Milligan et al. 2005; Hao et al. 2006). Hierbei
war die pleiotrope und redundante Wirkung der Zytokine und ihre essentielle
Bedeutung bei der Immunabwehr zu bedenken. Sie erschwerten bislang den
therapeutischen Einsatz einzelner Zytokine. Dennoch wurden anti-TNF basierte
Therapien bei Patienten mit therapierefraktdren Schmerzen bereits mit Erfolg
eingesetzt (Tobinick und Davoodifar 2004). Systematische klinische Studien

liegen aber noch nicht vor.
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6 Zusammenfassung

Bislang ist ungeklart, warum PNPs teils schmerzhaft und teils schmerzlos verlau-
fen. Die in der vorliegenden Arbeit untersuchte Hypothese lautete, dass ein Un-
gleichgewicht zwischen pro- und anti-inflammatorischen Zytokinen der unter-
schiedlichen Schmerzauspréagung zugrunde liegt.

Es wurden 32 Patienten mit schmerzhafter PNP, 20 Patienten mit schmerzloser
PNP und 44 Kontrollpersonen auf die Expression und Produktion ausgewahlter
pro- und anti-inflammatorischer Zytokine untersucht. Zur Messung der Schmerz-
haftigkeit wurden etablierte Schmerzfragebégen verwendet. Zuséatzlich wurden
nahezu alle Patienten mit der Allgemeinen Depressionsskala befragt. Die Dia-
gnose, Atiologie, Dauer, klinische Manifestation der PNP sowie die Medikation
der Patienten wurde auf standardisierten Erhebungsbdgen dokumentiert. Zur
Messung der Zytokine wurde morgens Blut in EDTA- und Serummonovetten
asserviert und entsprechend der Messmethodik weiterverarbeitet. Die relative
Genexpression wurde aus Gesamt-RNA mittels reverser Transkription und
quantitativer real-time PCR, die Serumproteine mittels enzyme-linked
immunosorbant assay gemessen. Die Patienten mit schmerzhafter PNP hatten
in der Mehrzahl Neuropathie-typische Plussymptome und mittelstarke Schmer-
zen, die eine starke bis sehr starke Behinderung darstellten. Die hier untersuch-
ten Zytokinmuster bei Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser PNP zeig-
ten eine Verschiebung zu pro-inflammatorischen Zytokinen bei Patienten mit
schmerzhafter PNP. Die Zytokinexpression der Patienten mit schmerzhafter PNP
war im Vergleich zu Patienten mit schmerzloser PNP und Kontrollen beziglich
der IL-2 und TNF Expression und Produktion signifikant erhdht. Umgekehrt lagen
bei Patienten mit schmerzloser PNP die Produktion und die Expression des IL-4
im Vergleich zu Patienten mit schmerzhafter PNP und Kontrollen héher. Die
Expression des IL-10 lag bei Patienten mit schmerzloser PNP ebenfalls héher
als bei Patienten mit schmerzloser PNP und Kontrollen, unterschied sich aber
auf Proteinebene nicht in den drei Gruppen.

Die einleitend gestellte Hypothese, dass der schmerzhafte oder schmerzlose
Verlauf einer PNP durch unterschiedliche Zytokinprofile bedingt ist, kann durch
die vorliegenden Ergebnisse gestitzt werden. In Zusammenschau mit den Daten
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aus der Grundlagenforschung scheint einem pro-inflammatorischen Zytokinmu-
ster eine entscheidende Rolle an der Entstehung und Aufrechterhaltung neuro-
pathischer Schmerzen zuzukommen. Fir TNF sind entsprechende pathophy-
siologische Wirkungen bekannt. Anti-inflammatorische Zytokine, wie I1L-4 und IL-
10 zeigten analgetische Wirkungen im Tierversuch. Die Mitwirkung des IL-2 an
peripheren Opioid-Rezeptoren Iasst eine endogene periphere Analgesie vermu-
ten.

Hieraus lassen sich Folgerungen flr zukinftige Diagnostik und Therapie neuro-
pathischer Schmerzen ziehen. Durch Erkennung von Zytokin-Imbalancen wéren
schmerzhafte PNPs friher einer adédquaten Therapie zuzuflhren. Durch die
Modulation von Zytokinprofilen im Rahmen schmerzhafter PNPs kdénnten sich
zusatzlich therapeutische Moglichkeiten eréffnen.
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7 Anhang
7.1 Patienten mit schmerzhafter PNP
Patient | Geschlecht Alter Dauer Schmerzmedikation
(Jahre) | (Jahre)
1 M 71 2 Gabapentin
2 M 70 4 Amitriptylin
3 F 57 2 Escitalopram; Trimipramin; Diclofenac
4 M 49 2 Cyclophosphamid; Carbamazapin
5 M 57 2 Keine
6 . - 5 Amitriptylin, Carbamazepin, Rofecoxib,
Tramadol
7 M 64 3 Keine
M 44 2 Opipramol
M 64 1 Keine
10 M 73 10 Azathioprin
11 M 56 3 Gabapentin
12 F 41 1 Pregabalin
13 M 43 2 Keine
14 M 74 Keine
15 F 64 0 Gabapentin; Methylprednisolon i.v.
16 F 61 24 Ibuprofen
7 " - 0 Tramadol; Gabapentin;
Methylprednisolon i.v.
18 F 58 4 Gabapentin
19 F 25 Gabapentin
20 F 77 10 Keine
21 F 79 2 Gabapentin
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Methylprednisolon i.v.; Pregabalin;
22 F 36 10

Tramadol
23 M 58 1 Gabapentin; Tramadol
24 F 81 4 Amitriptylin; Rofecoxib; Azathioprin
25 M 60 0,2 Tilidin; Tramadol; Carbamazepin
26 F 68 4 Methylprednisolon

Fentanyl; Pregabalin; Diclofenac;
27 M 66 10

Alendronat i.v.

Gabapentin; Amitriptyline; Chinin;
28 M 80 3

Methylprednisolon
29 M 58 0 Diclofenac
30 F 72 24 Keine
31 F 71 7 Keine
32 F 65 10 Pregabalin
Tabelle 7.1: Patienten mit schmerzhafter PNP; F=Frau; M=Mann; i.v.zintravenés
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7.2 Patienten mit schmerzloser PNP

Patient | Geschlecht Alter Dauter Schmerzmedikation
(Jahre) (Jahre)
1 F 69 10 Acetylsalicylsaure
2 M 62 1 Keine
3 M 49 1 Methylprednisolon i.v.
4 M 48 0 Keine
5 M 27 16 Methylprednisolon; Azathioprin
6 M 71 Keine
7 M 57 4 Keine
8 M 75 11 Keine
9 . - 8 Methylprednisolon; Acatylsalicylsaure;
Azathioprin
10 M 69 Keine
11 M 67 Keine
12 M 69 8 Keine
13 M 55 12 Keine
14 F 68 0 Keine
15 M 41 6 Keine
16 M 41 20 Azathioprin; Methylprednisolon
17 M 70 6 Keine
18 M 70 Keine
19 M 67 3 Keine
20 M 26 20 Keine

Tabelle 7.2: Patienten mit schmerzloser PNP; F=Frau; M=Mann; i.v.=intravends
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7.3 Neuropathie Erhebungsbogen

Neuropathie Erhebungsbogen

Tag der Untersuchung: .....cc.cccoeeeee..

Name und Geburtsdatum:

Anamnese:
Auftreten von Symptomen der Neuropathie:
T e

Progredienz: O rasch: Gber............ Monate O langsamer tber ........ Jahre

Art der Neuropathie:

O distal symmetrisch

O fokal O multifokal O Schwerpunkt Neuropathie
O vorwiegend sensibel O vorwiegend motorisch
O sensibel/motorisch

Ursachen erworbener Neuropathien:

Diabetes mellitus O ja, bekannt seit ...... O nein
Alkohol O ja, bekannt seit ...... O nein

Alkoholmenge/Tag ..........cocoeiiiiiiniinien
Uramie O ja, bekannt seit .......... O nein
Hepathopathien O ja, bekannt seit.......... O nein
Hypothyreose O ja, bekannt seit ............ O nein
Paraneoplasie O ja, bekannt seit .............. O nein

Art des Neoplasma: ......cccoceevveeiiiieiineicccen,
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Paraproteinamie O ja, bekanntseit ................... O nein

Grandelkrankung -« o umssmmnmsmssmrnmss
Kollagenose O ja, bekanntseit ................... O nein
Malnutrition O ja, bekannt seit ................... O nein
MangBlan s
Noxen/Medikamente O ja, bekannt seit ............ O nein
auslésende NOXe: ..........ccceeiiiciiciiiinieeecene
Entziindung/Infektion O ja, bekanntseit .................. O nein
Entziindungsursache: ............cccoiiiiiiniiicnns
Sonstige ErCaniENgen: . uwmsmmmmmmermmsssmssesms s s S e
Hereditare Neuropathie: O ja, bekannt seit ................... O nein
bitte naher spezifizieren: ...........ooo i

O idiopathisch

Anamnestisch zu erhebende Beschwerden:

Autonome Symptome:

posturaler Schwindel O ja, bekanntseit .................. O nein
Impotenz bei Mannern O ja, bekanntseit ................... O nein
Inkontinenz O ja, bekanntseit ................... O nein
Hyperhidrosis O ja, bekanntseit ................... O nein
Hypo-/Anhidrosis O ja, bekannt seit ................... O nein
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Untersuchungsbhogen:

Sensibilitat Schraffur spontan |evoziert
Gestdrte Spitz-Stumpf- Parésthesien
Diskrimination
Hypéasthesie fur Beriihrung Dysasthesien
Hypésthesie fir Schmerz Hyperalgesie
Kalthypasthesie Allodynie vFrey Haar
Warmhypasthesie Allodynie Wattebausch
Allodynie Stempel
Lagesinn:
rechts O GroBzehe O FuBgelenk O Kniegelenk
links O GroBzehe O FuBgelenk O Kniegelenk

Pallasthesie:

als x/8 an getesteten Punkten eintragen

e

P |

[

a
N
o

ks

o

-,
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Elektrophysiologie:

N. suralis rechts ~ Amplitude:............ pv NLG:....coeeee. m/s
N. suralis links Amplitude:............ pv NLG:..coeeenn. m/s
N. tibialis rechts ~ Amplitude:............ mV NLG:............. m/s
F-Wellen-Latenz: F-Wellen-Persistenz: .......... %
N. tibialis links Amplitude:............ mV NLG:............. m/s
F-Wellen-Latenz: F-Wellen-Persistenz: ......... Y%
N. medianus rechts Amplitude:............. mV NLG:............ m/s
F-Wellen-Latenz: F-Wellen-Persistenz: .......... %
N. ulnaris rechts ~ Amplitude............. mV NLG:...ooeveeeen. m/s
F-Wellen-Latenz: F-Wellen-Persistenz: .......... %
N. med. sens. re.: Amplitude:............ pv NLG:.....c.ce.... m/s
N. uln. sens. re.:  Amplitude:............ pv NLG:....ceeeee. m/s
sympathische Hautantwort:
FuBriicken O rechts O links
Andere Lokalisation: ...
Herzfrequenzvarianzanalyse:  ...ooocoviiiciiiiccn e
SChelloNGLest: ...coouiiiii e
Medikamente:

O Betablocker O Amitriptylin O Carbamazepin
Laborbefunde:
BSG ... CRP i
Blutzucker ... HbATC .o
CDT e MCV e
YGT e ANA
ANCA Borrelien-Serologie..................
Hepatitisserologie ............c..........
Liquorbefunde:
Zellzahl ..o Liquorzucker ........cccoevecieeniiecnncen.
LiquoreiweiB3 ........ccoooiiiiieene.

Grafik 7.3 Neuropathie Erhebungsbogen
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