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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Complex Regional Pain Syndrome

1.1.1 CRPS im Wandel der Zeit
Die Bezeichnung ,,Complex Regional Pain Syndrome* (CRPS) wurde 1993 von der In-

ternational Association of the Study of Pain (IASP) eingefiihrt, um einen Symptomkom-
plex zu beschreiben, der durch einen Stimulus induzierten, regionalen und hauptséchlich
distal gelegenen Schmerz charakterisiert wird [1]. Dieser Schmerz verhilt sich dispropor-
tional zum auslosenden Ereignis sowohl hinsichtlich der Dauer als auch der Intensitit. Er
ist mit einer Vielzahl von verschiedenen autonomen und motorischen Einschrankungen
verbunden. Vorher gab es mehrere unterschiedliche Bezeichnungen und Diagnosekrite-
rien, die eine einheitliche Diagnosestellung und Forschung erschwerten.

Bereits im 17. und 18. Jahrhundert wurden in der Literatur mehrfach Syndrome beschrie-
ben, die stark an das erinnern, was heute als CRPS bekannt ist. Dennoch gilt die Publika-
tion von Mitchell, Morehouse und Keen aus dem Jahre 1864 weithin als Erstbeschreibung
[2]. Sie beschrieben einen typischen brennenden Schmerz nach Nervenverletzungen
durch Schusswunden, die mit Schwellung, Farb- und Temperaturasymmetrien der Haut,
Empfindlichkeit gegeniiber Beriihrung und Steitheit der Gelenke verbunden war. In einer
spéteren Veroffentlichung von 1872 nannte Mitchell das Syndrom Kausalgie.

Unter Verwendung der damals neuen Rontgentechnik beschrieb Paul Sudeck 1900 eine
schmerzhafte und schnell fortschreitende Knochenatrophie [3]. Sie trat nach Weichteil-
schidigung und anderen Verletzungen auf und fiihrte zu verschiedenen Symptomen, die
bereits zuvor von Mitchell beschreiben worden waren [2]. Sudeck postulierte erstmals
einen inflammatorischen Ursprung der Erkrankung.

Der franzosische Arzt René Lériche entwickelte 1917die Hypothese, dass das sympathi-
sche Nervensystem entscheidend an der Entstehung der Kausalgie beteiligt sei. Diese An-
nahme basierte auf der erfolgreichen Behandlung eines Patienten mittels Sympathekto-
mie im Bereich der Arteria brachialis [4]. Die Vermutung einer zentralen Rolle des Sym-
pathikus bei der Schmerzentstehung wurde spéter von James A. Evans aufgegriffen. Er
beschrieb 1947 Schmerzsyndrome bei 57 Patienten, die mit Symptomen wie Rotung,
Blisse, Schwitzen, Odemen und einer Atrophie von Haut und Knochen verbunden waren

und von ihm durch eine sympathische Stimulation erkldrt wurden [5]. Auch er konnte
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eine Abschwéchung des Schmerzes durch Sympathikusblockaden beobachten. Deshalb
nahm er an, dass es durch gesteigerte Afferenzen im verletzten Gebiet zu einer Stimula-
tion des Sympathikus komme. Evans priagte die Bezeichnung ,,Reflex Sympathetic Dys-
trophy* (Reflexdystrophie, RSD), die auch heute teilweise noch verwendet wird.

Die IASP dnderte im Rahmen ihrer ersten Konferenzen in den Jahren 1988 und 1993 die
Bezeichnung des Krankheitsbildes in ,,Complex Regional Pain Syndrome*, um zu ver-
deutlichen, dass der Schmerz und nicht die Dystrophie-Symptomatik entscheidend sei.

Dabei wurden auch erstmals Diagnosekriterien festgelegt [1].

Diagnosekriterien der IASP fiir CRPS (Orlando-Kriterien) [1]

CRPS1

1. Vorhandensein eines auslésenden schiddigenden Ereignisses

2. Anhaltender Schmerz, Allodynie oder Hyperalgesie, wobei der
Schmerz nicht durch das auslosende Ereignis erklirt werden kann

3. Nachweis von Odemen, Verinderungen der Hautdurchblutung oder
abnormale sudomotorische Durchblutung zum aktuellen oder ei-
nem fritheren Zeitpunkt

4. Ausschluss einer anderen Ursache fiir einen derartigen Schmerz
und solche Dysfunktionen

CRPS II

1. Typ Il ist ein Syndrom, das nach der Verletzung eines Nervs auf-
tritt. Spontane Schmerzen oder Allodynie/Hyperalgesie liegen vor
und sind nicht beschriankt auf das Dermatom des verletzten Nervs.

2. Nachweis von Odemen, Verinderungen der Hautdurchblutung oder
abnormale sudomotorische Durchblutung zum aktuellen oder ei-
nem fritheren Zeitpunkt im Bereich des Schmerzes nach dem aus-
l6senden Ereignis

3. Ausschluss einer anderen Ursache fiir einen derartigen Schmerz
und solche Dysfunktionen

Dabei wurde auch erstmals zwischen dem CRPS I, bei dem definitionsgemél keine Ner-
venverletzung vorliegt, und dem CRPS II mit einer obligat vorhandenen Nervenschidi-
gung unterschieden. Das CRPS I sollte dabei dem Krankheitsbild der RSD entsprechen,
wihrend das CRPS II der Kausalgie nachempfunden war.

Die Problematik dieser Kriterien bestand darin, dass sie trotz einer guten Sensitivitit von

90 % eine schlechte Spezifitit von weniger als 50 % und eine schlechte interne Validitét
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aufwiesen. So erfiillten in einer Validierungsstudie 37 % der Patienten mit einer diabeti-
schen Neuropathie die Diagnosekriterien fiir CRPS, weil auch sie hdufig mechanische
Allodynie und Hauttemperatur-Asymmetrien in einer Verbindung mit Odemen aufwiesen
[6]. Fiir eine weitere Optimierung wurden die klinischen Symptome von Patienten, die
anhand der IASP-Kriterien diagnostiziert wurden, mit einer Faktorenanalyse stratifiziert
und in vier Untergruppen eingeteilt, ndmlich sensorisch, vasomotorisch, 6dematos/sudo-
motorisch und trophisch/motorisch. Mit dieser Einteilung in vier Gruppen konnte die
Wahrscheinlichkeit falsch positiver Ergebnisse im Vergleich mit den beiden Gruppen der
IASP-Kriterien verringert werden. Diese vier Gruppen bildeten auch die Grundlage fiir
die Diagnosekriterien von Bruehl und Harden, die 2003 bei der Konsensus-Konferenz in
Budapest mit geringfiigigen Anderungen angenommen und als neue Kriterien etabliert

wurden [7, 8].

Budapest Kriterien

1. Anhaltender Schmerz, der durch das Anfangstrauma nicht mehr er-
klart werden kann

2. Inder Anamnese muss der Patient von mindestens einem Symptom
aus drei der vier folgenden Kategorien berichten:

e Sensorisch: Hyperdsthesie und/oder Allodynie

e Vasomotorisch: Temperaturasymmetrie und/oder Verédnde-
rung der Hautfarbe und/oder Asymmetrie der Hautfarbe

e Sudomotorisch/6dematds: Odem und/oder Verinderungen
des Schwitzens und/oder Asymmetrie des Schwitzens

e Motorisch/trophisch: Verringerung des Bewegungsausma-
Bes und/oder motorische Dysfunktion (Schwéche, Tremor,
Dystonie) und/oder trophische Verdnderungen (Nigel,
Haare, Haut)

3. Zum Zeitpunkt der Untersuchung muss beim Patienten mindestens
ein Symptom aus zwei der vier folgenden Kategorien nachgewiesen
werden:

e Sensorisch: Hyperalgesie (im Pinprick) und/oder Allodynie
(bei leichter Beriihrung, Temperatur, etc.)

e Vasomotorisch: Temperaturasymmetrie (> 1 °C) und/oder
Verdnderung der Hautfarbe und/oder Asymmetrie der Haut-
farbe

e Sudomotorisch/6dematds: Odeme und/oder Verinderungen
des Schwitzens und/oder Asymmetrie des Schwitzens

e Motorisch/trophisch: Verringerung des Bewegungsausma-
Bes und/oder motorische Dysfunktion (Schwéche, Tremor,
Dystonie) und/oder trophische Verdnderungen (Négel,
Haare, Haut)
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4. Eine andere Erkrankung, wie z. B. eine entziindliche Erkrankung
oder Thrombose erklart die Summe der Krankheitszeichen nicht
hinreichend.

In der neuen Fassung war die Angabe von drei Symptomen aus den vier Kategorien fiir
eine Diagnose ausreichend. Fiir diese klinischen Diagnosekriterien konnten in einer Va-
lidierungsstudie eine Sensitivitit von 0,99 und eine Spezifitit von 0,68 nachgewiesen
werden [9]. Die urspriinglichen Kriterien, die Symptome in allen vier Kategorien voraus-
setzen, werden noch im Bereich der Forschung eingesetzt und verfiigen {iber eine Sensi-

tivitdt von 0,78 und eine Spezifitidt von 0,79.

1.1.2 Diagnose von CRPS

Die Diagnose von CRPS erfolgt ausschlieBlich klinisch, wobei das vierte der oben ge-
nannten Diagnosekriterien bereits darauf hinweist, dass es sich dabei grundsitzlich um
eine Ausschlussdiagnose handelt [10]. Apparative Diagnosemittel werden daher haupt-
sdchlich dazu verwendet, um mogliche Differentialdiagnosen eliminieren zu koénnen.
Dazu gehoren insbesondere Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises, Entziin-
dungen, thromboembolische Erkrankungen, Kompartment- sowie Nervenkompressions-
syndrome [10]. Fiir die apparative Diagnostik gibt es keinen Goldstandard und keine pa-
thognomonischen Befunde, sodass auch ein Normalbefund eine Erkrankung nicht aus-
schlieen kann. Dariiber hinaus sollte die Diagnostik bei einem hinreichenden klinischen
Verdacht eine Therapie nicht verzogern.

Etwa die Hélfte der Patienten weisen in der konventionellen Rontgenaufhahme nach ein
bis zwei Monaten charakteristische gelenknahe Entkalkungsmuster auf [11]. Die 3-Pha-
sen-Skelettszinthigraphie mit Technetium-99m fiihrt bei CRPS zu einer verstérkten Tra-
ceraufnahme in allen drei Phasen, was auf eine erhohte Perfusion und einen gesteigerten
Knochenumsatz hinweist [12]. Sie eignet sich vor allem fiir die friihe Erkrankungsphase
und weist eine Sensitivitit von 54 % und eine Spezifitdt von 94 % auf [13]. Wegen der
begrenzten Verfiigbarkeit und der hohen Kosten wird diese Untersuchung hauptsichlich
im Rahmen von Studien und bei gutachterlichen Fragen eingesetzt.

Wiederholte oder kontinuierliche Messungen der Hauttemperatur im Seitenvergleich

konnen die Diagnose ebenfalls unterstiitzen, wenn Temperaturunterschiede von 1-2 °C
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festgestellt werden konnen. Mit einer kontinuierlichen Messung kann man au3erdem sei-
tenasynchrone Schwankungen der Hauttemperatur nachweisen, die eine noch hdhere Spe-
zifitit haben [14].

Die Durchfiihrung einer konventionellen neurologischen Untersuchung (Elektroneuro-
graphie, Elektromyographie, evozierte Potenziale) ist sowohl fiir einen Ausschluss von
Differentialdiagnosen als auch fiir eine Differenzierung zwischen CRPS I und II durch
eine Verifizierung von Nervenldsionen sinnvoll [15, 16].

Die laborchemische Untersuchung liefert bei CRPS keine spezifischen Befunde und es

konnte bisher auch kein verldsslicher Biomarker identifiziert werden [15, 17].

1.1.3 Epidemiologie des CRPS

Bei der Vielzahl von unterschiedlichen Diagnosekriterien ist es nicht verwunderlich, dass
die Literatur sehr unterschiedliche Inzidenzen fiir CRPS angibt [6, 7]. Zwei groBe epide-
miologische Studien deuteten darauf hin, dass die Inzidenz zwischen 5,5/100.000/Jahr
und 26,2/100.000/Jahr liegt [18, 19]. Allerdings wurden dabei die IASP-Kriterien ver-
wendet, die eine schlechte Spezifitit aufweisen. Beerthuizen et al. konnten eine Abhéin-
gigkeit der Inzidenz von den verwendeten Diagnosekriterien nachweisen. In ihrer Studie
mit 596 Patienten mit Extremititenfrakturen erfiillten 48,5 % die IASP-Kriterien, wah-
rend mit den spezifischeren Budapest-Forschungskriterien nur 7% mit CRPS diagnosti-
ziert wurden [20]. Bei einer Studie mit Patienten nach einer Karpaltunneloperation fiihr-
ten die klinischen Budapest-Kriterien zu einer vergleichbaren Inzidenz von 6,6 % [21].
CRPS manifestiert sich iiberproportional hiufig bei Frauen, die etwa 80 % der Erkrankten
bilden [18-20]. Auch wenn die Erkrankung theoretisch in jedem Alter auftreten kann, gibt
es einen Anstieg der Inzidenz mit zunehmendem Alter mit einem Maximum in der Al-
tersgruppe 50-59 Jahre [18].

Mehrere Untersuchungen bestitigten Frakturen als die hdufigsten auslosenden Ereignisse
fiir die Entwicklung des CRPS [11, 16, 19]. Dariiber hinaus wurde eine Vielzahl weiterer
Ausloser beschrieben, wie Verstauchungen, Operationen, Injektionen, lokale Infektionen,
Verbrennungen, Erfrierungen, Sehnenverletzungen, Schlaganfille und Herzinfarkte,
Querschnittssyndrome und beinahe alle Nerven- und Plexusldsionen [11, 16, 18, 19]. In
bis zu 10 % der Fille ist es allerdings nicht moglich, ein ausldsendes Ereignis zu identifi-

zieren [11, 22, 23]. Obwohl sich CRPS hiufiger an der oberen Extremitidt manifestiert,
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scheint die Wahrscheinlichkeit fiir eine Erkrankung nach Frakturen der unteren Extremi-
tat hoher zu sein [ 18-20]. Eine Dislokation der Fraktur, Triimmerbriiche und eine Gelenk-

beteiligung konnen die Erkrankungswahrscheinlichkeit ebenfalls steigern [20].

1.1.4 Klinische Symptome des CRPS

Das Leitsymptom des CRPS ist ein Schmerz, der in keiner Relation zum urspriinglichen
Trauma oder auslésenden Ereignis steht und zwar sowohl hinsichtlich der Dauer als auch
der Intensitét [16]. Der Schmerz zeigt sich meistens in der Form eines Dauerschmerzes
mit schwankender Intensitdt (77 %), seltener kommen allerdings auch intermittierende
und einschieende Schmerzen vor (23 %) [24]. Dabei konnen korperliche oder psychische
Belastung, Beriihrung und Temperatur- und Lagednderungen den Schmerz provozieren
oder verstirken. Die Patienten berichten oft von einem in der Tiefe lokalisierten Schmerz
mit einem vorrangig ziehenden, brennenden oder stechenden Charakter [24]. Dariiber
hinaus tritt in vielen Féllen eine ndchtliche Akzentuierung auf [15].
Sensibilititsstorungen sind ein hdufiges Symptom, das sich bei 88 % der CRPS-Patienten
nachweisen lisst [24]. Diese Storungen folgen in der Regel einem strumpfformigen Ver-
teilungsmuster distal der Lokalisation des Ausldsers oder beschrénken sich auf die Hand-
flaichen und FuBlsohlen [24]. In der klinisch-neurologischen Untersuchung zeigt das sen-
sorische System der meisten CRPS-Patienten auch funktionelle Einbuf3en und patholo-
gisch erhohte Antwortmuster [25]. Die Storungen betreffen sowohl das protopathische
(Druck, Temperatur, Schmerz) als auch das epikritische System (feine Tastempfindung,
Zwei-Punkt-Diskrimination, Vibration) [24]. Die am hdufigsten bei CRPS-Patienten auf-
tretenden Beeintrdchtigungen sind eine gesteigerte Wahrnehmung schmerzhafter Reize
(Hyperalgesie) und eine abgeschwichte Wahrnehmung nicht-schmerzhafter Stimuli
(Hypésthesie) [25].

Temperatur- und Farbunterschiede der Haut zwischen gesunden und erkrankten Extremi-
titen sind ein hiufiges Symptom und kénnen bei 80 % der Patienten nachgewiesen wer-
den [11, 24]. Dabei kann man zwischen den Erkrankten mit einem ,,warmen* Verlaufstyp
mit iiberwérmten, gerdteten und geschwollene Extremitdten und solchen mit einem , kal-
ten* Verlaufstyp mit kélteren und blaulich lividen Extremititen unterscheiden [26]. Etwa

70 % der Patienten gehdren dem warmen Typ an, wihrend circa 30 % der Patienten einen
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primér kalten Typ aufweisen [10, 26]. Bei der Auspridgung der autonomen Hautsympto-
matik handelt es sich nicht um einen bestindigen Zustand, weil sie tagesabhéngigen Fluk-
tuationen unterliegt [27]. Wahrend des Krankheitsverlaufs kann es bei den Erkrankten zu
einem Ubergang von der warmen in die kalte Verlaufsform kommen. Ein Wandel von
der kalten in die warme Verlaufsform wird allerdings nicht beobachtet [26]. Auch wenn
Odeme pathophysiologisch sowohl autonom als auch inflammatorisch bedingt sein kén-
nen, werden sie liblicherweise den autonomen Symptomen zugeordnet [16]. Zu Beginn
der Erkrankung weisen ca. 80% der Patienten ein distales Odem auf. Durch Orthostase,
korperliche Anstrengung oder auch eine {ibertrieben intensive Physiotherapie kann das
Odem erheblich verstirkt werden [15]. Im Krankheitsverlauf kann hiufig ein Riickgang
des Odems beobachtet werden, es bleibt jedoch bei ca. 40 % der Patienten auch im chro-
nischen Stadium bestehen [16].

97 % der CRPS-Patienten weisen motorische Einschrinkungen auf, die sich vor allem in
einer Reduktion der Bewegungsfreiheit und des Kraftgrades zeigen und initial vor allem
durch eine schmerz- und 6dem-bedingte Bewegungsreduktion hervorgerufen werden
[24]. Im spéteren Krankheitsverlauf sind eher Fibrosierungsprozesse und Kontrakturen
entscheidend. Unabhéngig von der Krankheitsdauer weisen CRPS-Patienten patholo-
gisch erhohte Sehnenreflexe in der betroffenen Extremitét auf [24]. Dariiber hinaus kon-
nen sich im Verlauf schwere muskuldre Pathologien wie Spasmen, Myoklonien, Tremor
und Dystonien entwickeln, wovon bei den CRPS Typ II Patienten etwa ein Drittel betrof-
fen ist [15, 24].

Bei CRPS-Patienten zeigen sich auch verstérkt Stérungen des Korperschemas, die zu Sto-
rungen bei der Einleitung und Ausfiihrung von Bewegungen fiihren kdnnen [16]. Dabei
wird die betroffene Extremitit in den meisten Féllen als vergroBert wahrgenommen [28].
AulBlerdem berichten Patienten von einem Gefiihl der Fremdartigkeit der erkrankten
GliedmaBen [29]. Diese sogenannte Neglect-dhnliche Symptomatik entwickeln etwa
54% der Patienten [15]. Bei den Betroffenen ist das Ausfiihren komplexer Bewegungen
nur unter visueller Kontrolle moglich und es kommt zu Einschrankungen bei der Lokali-
sation von taktilen Stimuli.

CRPS kann zu unterschiedlichen trophischen Verdnderungen an der betroffenen Extre-
mitét fiihren. Ausgeprigte trophische Storungen von Haut und Hautanhangsgebilden fin-

den sich in ca. 30-40 % der Félle [15]. Die Haut wird dann im Verlauf meist diinner und
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glinzend. Das Wachstum von Fingernigeln und Haaren kann sich vor allem im frithen
Krankheitsstadium erhéhen. Schon friih kann es ohne eine addquate Therapie zu Fibro-
sierungen von Faszien kommen. Spiter kommt es auch zur Atrophie der Knochen, die

sich im Rontgen als fleckige Entkalkung zeigt [16] .

1.1.5 Pathophysiologie des CRPS

1.1.5.1 Inflammation

Vor allem beim warmen Verlaufstyp dhnelt das klinische Bild des CRPS stark einer pe-
ripheren Entziindung [30]. Dabei entsprechen Schmerz, Odem, Temperatur- und Farb-
asymmetrie der Haut und die Bewegungseinschréinkungen den klassischen Entziindungs-
zeichen Dolor, Tumor, Calor, Rubor und Functio laesa. Allerdings konnen auch bei der
kalten Verlaufsform vermehrt proinflammatorische Prozesse nachgewiesen werden [26,
30]. Auch die trophischen CRPS-Symptome kénnen im Rahmen einer Inflammation er-
klart werden. Fibrosierungsprozesse und Wachstumsverdnderungen der Hautanhangsge-
bilde werden u. a. durch den stimulierenden Einfluss proinflammatorischer Chemokine
auf bindegewebeproduzierende Zellen verursacht [31-33]. Ebenso erfolgt eine Aktivie-
rung von Osteoblasten und Osteoklasten, die zu einer Erhéhung des Knochenumsatzes
fiihrt [34]. Die lokale Hyperhidrose kann man durch eine Sensibilisierung der Schweil3-
driisen durch das Calcitonin Gene Related Peptide (CGRP) erkldren [35].

Demgegentiber weisen CRPS-Patienten bei der Untersuchung klassischer zelluldrer und
humoraler Entziindungsparameter keine auffilligen Befunde auf [36, 37]. Auch wenn bei
der Verteilung der leukozytdren Subpopulationen im Differentialblutbild kein Unter-
schied auftritt, so konnte durch Immunphéinotypisierung eine Erhohung von CD14+ und
CD16+ positiven Monozyten bei CRPS-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen
nachgewiesen werden [38]. Die Zellanzahl dieser Monozyten korrelierte dabei mit der
Ausprigung kalter Allodynie. Das Serum von CRPS-Patienten enthilt auBBerdem verstérkt
mRNAs der proinflammatorischen Zytokine Tumornekrosefaktor (TNFa) und Interleu-
kin-2 (IL-2), wéahrend zugleich die mRNAs der antiinflammatorischen Mediatoren IL-10
und IL-4 erniedrigt sind [39]. Auch verschiedene Neuropeptide, wie Substanz P, Bradyki-
nin und CGRP, konnen im Patientenserum in erhéhten Konzentrationen nachgewiesen
werden [40, 41]. Sie werden bei Neuroinflammation durch sensitivierte nozizeptive Fa-

sern freigesetzt.
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Weil die klinische Manifestation von CRPS lokal begrenzt sind, erwiesen sich Untersu-
chungen des betroffenen Gewebes als aufschlussreich. Bei der immunhistochemischen
Untersuchung der Haut zeigte sich im akuten Stadium eine Vermehrung von zytokinpro-
duzierenden Keratinozyten und Mastzellen, wéhrend sie im chronischen Stadium vermin-
dert waren [42]. Die Haut von Patienten mit einem akuten CRPS wies erhdhte Spiegel
von TNF-a im Vergleich mit komplikationslosen Traumapatienten auf [43]. Dariiber hin-
aus konnten erhohte Konzentrationen einer Vielzahl weiterer inflammatorischer Zyto-
kine, Peptide und Tryptasen nachgewiesen werden [44]. Diese Anreicherung war dabei
interessanterweise nicht nur auf die pathologische Seite beschréinkt, sondern konnte teil-
weise auch kontralateral in vergleichbarem Maf3e festgestellt werden. Trotz der lokal be-
grenzten klinischen Prasentation scheint beim CRPS ein systemischer inflammatorischer
Zustand vorzuliegen. Nach einer sechsmonatigen Therapie normalisierten sich die Zyto-
kin-Veridnderungen auf beiden Seiten [44].

In grofer angelegten Langzeitstudien konnte ein Riickgang der Zytokin-Konzentration
der Haut auch ohne eine Therapie nachgewiesen werden, wobei allerdings die klinische
Symptomatik weitgehend erhalten blieb [45, 46]. Man kann daher annehmen, dass es im
Verlauf des CRPS zu einem Wandel der zugrundeliegenden Pathophysiologie kommt. Im
chronischen Stadium nimmt die Bedeutung der Inflammation eher ab, wéhrend alterna-

tive Mechanismen zu einer Aufrechterhaltung der Symptomatik fiihren [26, 47].

1.1.5.2 Autoimmunitét

Die Erwiigung einer autoimmunologischen Atiologie des CRPS ist relativ neu und beruht
auf einer Reihe von Beobachtungen, die im letzten Jahrzehnt gemacht wurden. Bei bis zu
70 % der Patienten konnten im Serum agonistische Autoantikérper gegen al-Adrenore-
zeptoren, P2-Adrenorezeptoren sowie m2-Muskarinrezeptoren nachgewiesen werden.
[32, 33]. Anti-B2-Adrenorezeptor-Antikorper konnten aber auch schon bei Patienten mit
orthostatischer Hypotonie nachgewiesen werden, die keine begleitende Schmerzsympto-
matik aufwiesen [48]. AuBerdem finden sich bei CRPS-Patienten hinsichtlich der Ge-
samtpopulation liberproportional hdufig postinfektiose IgM- und IgG-Profile, fiir die eine
Autoreaktivitit gegeniiber Neuronen des sympathischen Nervensystems nachgewiesen

werden konnte [48].
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Um die Annahme einer autoimmunen Teilgenese zu untermauern, wurden Méusen im
Experiment die IgG-Antikdrper von CRPS-Patienten intraperitoneal verabreicht und
durch Inzision der Hinterpfote wurde dann ein Extremititentrauma simuliert. Die Mause
entwickelten danach nur in der verletzten Extremitit ein CRPS-dhnliches Krankheitsbild
[49]. Die Tiere zeigten eine von der IgG-Dosis abhéngige Hypersensitivitit auf mechani-
sche und thermische Stimuli. Anhand der mechanischen Hyperalgesie konnte eine ver-
stirkte stimulusinduzierte Aktivitidt von Ad- und C-Nozizeptoren nachgewiesen werden
[49]. Neben der peripheren Sensibilisierung konnte bei den Tieren eine ausgepragte Ak-
tivierung von Astrozyten und Mikroglia im Hinterhorn des Riickenmarks, im periaqué-
duktalen Grau und im somatosensorischen Kortex als Korrelat einer zentralen Sensibili-
sierung nachgewiesen werden. Die neurogliale Aktivierung wurde durch IL-1 vermittelt

und war auch nach dem Abklingen der peripheren Inflammation noch nachweisbar [50].

1.1.5.3 Small-Fiber-Neuropathie

In mehreren Studien konnte in Hautbiopsien und den Nervi surales von amputierten
GliedmaBlen von CRPS Typ I Patienten eine Reduktion von Nervenfasern nachgewiesen
werden [51]. Dabei handelte es sich vor allem um eine selektive Degeneration kleiner
unmyelinisierter Fasern. Somit konnen auch bei CRPS Typ I Patienten, bei denen defini-
tionsgemdl keine Nervenverletzung vorliegt, mikroskopische Nervenldsionen auftreten.
In der QST weisen CRPS-Patienten allerdings erst im chronischen Stadium typische
Small-Fiber Pathologiemuster (erhohte mechanische und thermische Schwellenwerte)
auf [52]. Die Degeneration ist daher vermutlich nicht urséchlich fiir die Krankheitsent-
stehung, sondern entwickelt sich erst im Krankheitsverlauf.

Die Entstehung des neuropathischen Schmerzes wird auf eine Funktionsbeeintrachtigung
iiberlebender Nervenfasern zuriickgefiihrt, die durch ihre rdumliche Ndhe oder ihre sy-
naptische Verbindung mit degenerierenden Fasern hervorgerufen wird [51]. Des Weite-
ren konnten in der Histologie der Haut neben einer Abnahme der Nervenfaserzahl auch
eine Denervierung von Gefallen, Haarbélgen und Schweidriisen festgestellt werden. Die
dadurch entstehende autonome Dysregulation trdgt zur Entstehung von Symptomen wie

Odem, Hyperhidrose, Temperatur- und Farbasymmetrie bei [51].
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1.1.5.4 Das sympathische Nervensystem beim CRPS

Die oben beschriebene Reduktion der intraepidermalen Nervenfaserdichte ist mit einer
aberranten sympathischen Innervation verbunden, die zu einem Verlust von Vasokon-
striktionsreflexen und zu endothelialer Dysfunktion fiihrt, die wiederum beim warmen
Verlaufstyp die lokale Hyperimie und die Odembildung mitbedingen. [53] Immunhisto-
chemische Untersuchungen von Hautbiopsien erkrankter Extremitdten konnte eine un-
veranderte Expression von al-Adrenorezeptoren auf den dermalen Gefdflen und
Schweilldriisen von CRPS-Patienten im Vergleich mit gesunden Kontrollen nachweisen
[54]. Dennoch zeigten die Gefal3e der erkrankten Extremitédt im Vergleich mit den gesun-
den Probanden eine verstirkte Vasokonstriktion bei Katecholamin-Applikation, was auf
eine Hypersensitivitit der al-Adrenorezeptoren unabhéngig von der Expressionsdichte
hinweist [55]. Dadurch konnten die verstirkte kutane Vasokonstriktion und die sich dar-
aus ergebende blaulich-livide Hautfarbe beim kalten Verlaufstyp erkldrt werden, obwohl
die lokalen Noradrenalinspiegel normal bis reduziert waren [53].

Die intraepidermalen Nervenfasern und Keratinozyten von Hautbiopsien erkrankter Ext-
remitdten wiesen im Vergleich mit gesunden Kontrollen eine erhdhte Expression von a/l-
Adrenorezeptoren auf [54]. Durch eine intradermale Injektion des Adrenorezeptor-Ago-
nisten Phenylephrin konnte bei Patienten, die eine solche Vermehrung der neuralen Ad-
renorezeptoren aufwiesen, eine Hyperalgesie in der betroffenen Extremitdt ausgelost wer-
den [56]. Ob die Aktivierung der Adrenorezeptoren unmittelbar zu einer Sensibilisierung
der Nozizeptoren fiihrt, konnte noch nicht abschliefend geklirt werden. Alternativ wird
auch tliber eine gesteigerte Freisetzung proinflammatorischer Zytokine und Neuropeptide

nach der Rezeptoraktivierung diskutiert [53].

1.1.5.5 Zentrale Prozesse und Neuroplastizitit

Die komplexen Muster der autonomen Symptomatik sowie motorische und sensorische
Befunde verweisen aulerdem auf eine zentrale Funktionsstorung beim CRPS. Viele Pa-
tienten weisen Paresen auf, die sich nicht ausreichend durch Odeme oder Kontrakturen
erkldren lassen [15]. Zu den diskutierten zugrundeliegenden Mechanismen gehoren klas-
sische Lernprozesse und neuronale Plastizitét.

Es ist nachvollziehbar, dass schmerzverursachende und -verstirkende Bewegungen von

den Patienten immer stirker eingeschrinkt werden, da eine solches Verhalten durch
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Schmerzreduktion belohnt und verstarkt wird [57]. In der Magnetenzephalographie
konnte eine Verkleinerung des reprisentativen Feldes der betroffenen Gliedmaf3e im pri-
mar sensorischen Kortex nachgewiesen werden [58]. Das Ausmal} dieser Reorganisation
korrelierte mit der Auspragung der Schmerzsymptomatik und wies eine Reversibilitdt bei
Schmerzreduktion auf [58]. AuBerdem liefert sie eine mdgliche Erklarung fiir Stérungen
bei der GroBenwahrnehmung betroffener Extremitéten, aber auch fiir motorische Defi-
zite.

Bei chronischen Verldufen kann man eine Atrophie der grauen Substanz im Bereich des
ventromedialen préfrontalen Kortex, der vorderen Insel und des Nucleus accumbens fest-
stellen, wobei diese Hirnareale an der Schmerzregulation, der sympathischen Efferenz

und der Emotionalitit beteiligt sind [59].

1.1.5.6 Familiiire Priadisposition

Wie bei vielen anderen Erkrankungen gibt es auch beim CRPS Hinweise auf genetische
Faktoren bei der Krankheitsentstehung. So wurden bereits mehrere Fille von familidr ge-
hauften Erkrankungen beschrieben [60, 61]. Die Patienten zeichneten sich durch einen
frithen Krankheitsbeginn und eine stirkere Ausbildung der Symptomatik aus und neigten
zu Rezidiven und einer Ausbreitung der Symptomatik. Auflerdem bestand eine verstirkte
Koinzidenz mit Migrdne und Dystonie [60, 61].

Bei Patienten mit einer begleitenden Dystonie-Symptomatik konnten dariiber hinaus auch
Assoziationen zu den humanen Leukozytenantigenen (HLA) HLA-DR 13, HLA-B62,
HLA-DQ8 nachgewiesen werden [62, 63]. Solche Verkniipfungen kommen auch bei ver-
schiedenen autoinflammatorischen Erkrankungen mit genetischer Komponente vor, wie

Multipler Sklerose und Zoliakie.

1.1.5.7 Psychische Aspekte

Eine Metaanalyse von Beerhuitzen et al. konnte einen Zusammenhang zwischen dem
Vorliegen von traumatischen Lebensereignissen und der Entwicklung eines CRPS nach-
weisen [64]. Entsprechend wiesen CRPS-Patienten in einer spiteren Studie eine erhohte
Prévalenz fiir eine posttraumatische Belastungsstorung von 38 % auf [65]. Die oben ge-

nannte Metaanalyse untersuchte 11 weitere psychische Faktoren, wie unter anderem De-
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pression und Angstlichkeit, von denen keiner als signifikanter Pridiktor fiir die Entwick-
lung eines CRPS identifiziert werden konnte [64]. Dies erlaubt allerdings nur Aussagen
hinsichtlich der untersuchten Faktoren, wihrend ein genereller Ausschluss psychischer
Faktoren nicht zuldssig ist. So wurde spéter eine Assoziation zwischen CRPS und Ale-
xithymie beschrieben [66]. Dabei handelt es sich um eine eingeschriankte Féhigkeit zur
Identifizierung und Beschreibung von Gefiihlen, sodass diese Patienten zu einer Fehlin-
terpretation von emotionalen Regungen als korperlicher Symptome neigen.

Der Einfluss von psychischen Symptomen und dabei vor allem von Angstlichkeit auf die
Prognose ist im Unterschied dazu relativ gut gesichert [67]. Angstliche Patienten neigen
hinsichtlich ihrer Symptome zu Hypervigilanz und Katastrophisierung, was zu einem
Schmerzvermeidungsverhalten und einer Immobilisation der erkrankten Extremitét fiihrt,
wodurch wiederum atrophische Prozesse begiinstigt werden. Ahnlich wie bei anderen
chronischen Schmerzerkrankungen kdnnen Depressionen und ein sekundérer Krankheits-

gewinn zur Aufrechterhaltung und Chronifizierung der Erkrankung beitragen.

1.1.6 Therapie des CRPS

Angesichts der interindividuell sehr unterschiedlichen klinischen Présentation des Syn-
droms und der unzureichend verstandenen Pathophysiologie ist es nachvollziehbar, dass
die Behandlung des CRPS eine therapeutische Herausforderung darstellt. Von besonderer
Bedeutung fiir den Erfolg ist eine moglichst frithzeitige Zufiihrung des Patienten zu einer
multimodalen Therapie [10]. Physiotherapie und Ergotherapie bilden die Ecksteine der
Behandlung eines jeden Patienten, wodurch sich Verbesserungen von Koordination, Be-
weglichkeit, Schmerz und Odem der betroffenen Extremitiit erzielen lassen [68]. Eine
wichtige Therapieform, die in diesem Rahmen durchgefiihrt wird, ist die ,,Exposure in
vivo“. Ein Psychotherapeut identifiziert angstauslosende Trigger, wie z. B. schmerzbezo-
gene Angste, Schmerzausldsung bei bestimmten Bewegungen und Situationen, die ent-
sprechend ihrer Hierarchie therapiert und parallel durch einen Physiotherapeuten expo-
niert werden. Dabei werden die Patienten ermutigt, sich sogar bis iiber die Schmerzgrenze
zu belasten, wodurch die Effektivitit der Behandlung gesteigert werden kann [69]. Einen
weiteren wichtigen Pfeiler bildet die Spiegeltherapie. Der Patient betrachtet das Spiegel-
bild seiner gesunden Extremitét, wihrend die erkrankte Extremitédt durch den Spiegel ver-

deckt ist. Die gesunde Gliedmalle wird Beriihrungsreizen ausgesetzt und bewegt, was
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nach einiger Zeit vom Gehirn als Afferenz aus der erkrankten Seite interpretiert wird [70].
Beide Therapien sollen das Zusammenspiel von Motorik und Sensorik verbessern, die
Angst vor dem Gebrauch der Extremitdt mindern und kénnen nach Einweisung des Pati-
enten auch selbststindig durchgefiihrt werden.

Diese MaBnahmen werden ergénzt durch den Einsatz von Pharmakotherapie. Die
AWMF-Leitlinie bietet keine standardisierten Anweisungen fiir die Medikation, sodass
vor allem versucht wird, eine funktionelle Besserung der Beschwerden des Patienten zu
erreichen [10]. Da beim CRPS eine gesteigerte entzlindliche Aktivitdt vorliegt, ist die
Verwendung einer antiinflammatorischen Medikation naheliegend. Der positive Effekt
von Kortikosteroiden wurde durch klinische Studien belegt [71]. Dabei empfiehlt sich
eine kurze hochdosierte StoBtherapie im frithen Stadium der Erkrankung mit einer an-
schlieBenden Dosisreduktion zur Vermeidung von Nebenwirkungen. Bei Inflammation
entstehen verstirkt freie Radikale, die durch oxidativen Stress zu einer weiteren Schéidi-
gung des Gewebes fithren konnen, weshalb auch Radikalfanger wie N-Acetylcystein und
Dimethylsulfoxid eingesetzt werden konnen [10].

Als wirksame Schmerzmedikamente wurden bei CRPS durch Studien bisher nur orales
Gabapentin und intravendses Ketamin untersucht [10, 72, 73]. Wegen der neuropathi-
schen Komponente der Schmerzen bei CRPS werden auch verschiedene Medikamente
der neuropathischen Schmerztherapie eingesetzt [10, 74].

Bisphosphonate sind Medikamente, die dem Knochenabbau entgegenwirken und bei
Krankheiten mit pathologischem Knochenmetabolismus eine koanalgetische Wirkung
entfalten konnen. Diverse Studien konnten eine signifikante Schmerzreduktion bei
CRPS-Patienten belegen und zwar besonders bei Nachweis von erhohtem Knochenum-
satz in der Drei-Phasen-Szintigraphie [10, 75].

Bei einem Therapieversagen oder einer unzureichenden Kontrolle der Symptomatik kon-
nen auch interventionelle TherapiemaBBnahmen in Betracht gezogen werden. Die schon
lange verwendeten lokalen Sympathikusblockaden werden mittlerweile nur noch als Ein-
zelfallentscheidung und nur nach erfolgreicher Testinjektion durchgefiihrt [76]. Stattdes-
sen bietet die Spinalganglienstimulation eine gut belegte Alternative, durch die bei einem
groBen Anteil der Patienten fiir ldngere Zeit eine signifikante Schmerzlinderung erreicht

werden kann [77]. Dabei werden dem Patienten mehrere Elektrodenkabel epidural im-
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plantiert, welche das Riickenmark mit elektrischen Impulsen niedriger Intensitét stimu-
lieren. Diese Stimulation {iberlagert dann die Ubertragung von pathologischen Schmerz-
signalen an das Gehirn. Die Implantation ist ein komplexer Eingriff, weshalb dieses Ver-
fahren nur an spezialisierten Zentren durchgefiihrt werden kann. Bei Patienten mit stérks-
ten Schmerzen, einem weitgehenden Funktionsverlust und rezidivierenden Infektionen
der erkrankten GliedmalBle wurden nach der Ausschdpfung der alternativen Behandlungs-
moglichkeiten auch Amputationen durchgefiihrt. Diese Option ist allerdings wegen der
hohen Inzidenzen von Rezidiven und Phantomschmerzen sehr umstritten [78].

Bei der multimodalen Therapie werden auch psychische Faktoren beriicksichtigt. Psy-
chologische Interventionen sind vor allem bei Patienten mit begleitenden psychischen
Komorbidititen von besonderer Bedeutung [10, 79]. Schmerzvermeidendes Verhalten
und eine gesteigerte Aufmerksamkeit hinsichtlich der betroffenen Extremitit fithren zu
Bewegungseinschriankungen und behindern dadurch auch die intensive Teilnahme an der
Physiotherapie [67]. Deshalb sollte den Patienten friih ein Zugang zu psychotherapeuti-
schen Maflnahmen ermoglicht werden, um solche dysfunktionalen Mechanismen zu ver-
meiden. Den Patienten sollen Techniken vermittelt werden, die ihnen dabei helfen kon-
nen, den Schmerz im alltidglichen Leben eigensténdig zu bewaltigen. Dazu gehdren unter

anderem Biofeedback und die progressive Muskelrelaxation nach Jakobsen [10].

1.2 microRNAs

microRNAs (miRNAs) sind kurze (20-23 Nukleotide (nt)), endogene, einstrangige und
nicht-kodierende RNAs, die an der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression
beteiligt sind. Lee et al. beschrieben diese Eigenschaften erstmals 1993 fiir die /in-4 RNA
in C. elegans [80]. Im Jahr 2000 wurde mit let-7 die zweite regulatorische RNA beschrie-
ben, wobei let-7 auch im Menschen und mehreren anderen Spezies nachgewiesen werden
konnte [81]. Dies wurde als ein Hinweis darauf verstanden, dass die Klasse der kleinen
regulatorischen RNAs ein konserviertes Prinzip der Genexpressionskontrolle darstellt. Im
darauffolgenden Jahr wurden immer mehr Angehorige dieser Klasse entdeckt, sodass der
Begriff ,,miRNAs* eingefiihrt wurde [82].

Seitdem wurden miRNAs intensiv erforscht und wegen ihres regulatorischen Einflusses

auf die Genexpression als wichtiger epigenetischer Faktor bei einer Vielzahl von physio-
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logischen und pathophysiologischen Prozessen etabliert. Durch Klonierungs- und Se-
quenzierungsstudien wurden mittlerweile Tausende weitere miRNAs im Menschen, in
Tieren, Pflanzen und Viren gefunden, wobei sich die reifen humanen miRNAs momentan

auf iiber 2600 Exemplare belaufen (http://www.mirbase.org/; Stand: 10.08.2021).

1.2.1 Biogenese der miRNAs

Die Gene der miRNASs befinden sich in nichtkodierenden und kodierenden Abschnitten,

wobei sie im letzteren Fall vor allem in den Introns liegen. Die Transkription erfolgt durch
die RNA-Polymerase II, wodurch die Pri-miRNA erzeugt wird, die sich teilweise zu einer
imperfekten Haarnadelstruktur zusammenlagert. Noch im Zellkern wird die Schleife
durch den Mikroprozessionskomplex, der aus der RNase III Drosha und DCRS besteht,
in eine pre-miRNA umgewandelt. Das nukledre Exportprotein Exportin-5 erkennt die
Struktur der pre-miRNA und vermittelt ihren Transport ins Zytosol. Dort erfolgt der
zweite Prozessierungsschritt durch die RNase III Dicer, der durch das dSRNA-Bindungs-
protein TRBP unterstiitzt wird. Das dadurch entstehende Produkt ist eine doppelstringige
RNA, die aus zwei reifen miRNA Stringen besteht. Um ihre regulatorische Funktion aus-
iben zu konnen, muss die miRNA zusammen mit Argonaute (AGO)-Proteinen den soge-
nannten RNA-induced Silencing Complex (RISC) bilden. In dem reifen RISC wird je-
doch nur einer der beiden Stringe aufgeladen. Der andere Strang wird bei der Formation
des RISCs durch sterische Kréfte abgespalten und meist schnell abgebaut. Fiir den Einbau
wird dabei bevorzugt der Strang mit dem thermodynamisch instabileren 5°-Ende gewéhlt.
Dieses Ende wird vom katalytischen Zentrum des AGO-Proteins erkannt und fest veran-
kert. Der Auswahlmechanismus ist allerdings nicht absolut streng [83]. Abhédngig vom
Gewebe, vom Entwicklungsstadium und der jeweiligen miRNA wird auch der thermody-
namisch stabilere Strang eingebaut. Da somit die Ermittlung des ofter verwendeten
Strangs nicht ohne weiteres moglich ist, werden die miRNAs in der Nomenklatur mitt-
lerweile nach ihrer Abstammung vom 5°- oder 3‘-Arm der Haarnadelvorstufe mit -5p und

-3p bezeichnet [84].
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Abbildung 1: Biogenese und Funktion von miRNAs [85].

1.2.2 Targeting von miRNASs

miRNAs erkennen ihre zu regulierenden mRNA-Ziele durch eine Anlagerung mittels
komplementirer Basenpaarung am 3‘-nichttranslatierten Ende. Die Komplementaritit ist
dabei allerdings nicht immer perfekt, was ein Problem bei der Entwicklung von Algorith-
men zur Bestimmung moglicher miRNA Ziele darstellte. Allerdings besitzen miRNAs
einen Abschnitt am 5°-Ende mit obligat perfekter Basenpaarung. Diese sogenannte Seed-
Region mit einer Lange von 6-8 nt trigt stark zur Spezifitit bei. Darauf basierend wurden
mittlerweile mehrere computergestiitzte Verfahren zur Zielvorhersage entwickelt, die zu-
satzlich weitere Aspekte einbeziehen, wie Lage und Anzahl der Bindungsstellen auf der
mRNA, Strenge der Seed-Paarung, thermodynamische Einfliisse und die erwartete Ge-
samtbindungsstérke [86]. Im Rahmen von Genomanalysen wurde ein regulatorischer Ein-
fluss der miRNAs auf mehr als 60 % der menschlichen proteinkodierenden Gene ange-

nommen [87].

17



Einleitung

1.2.3 Funktionsmechanismen von miRNAs

miRNAs regulieren die Genexpression durch zwei unterschiedliche Mechanismen, ndm-
lich die Hemmung der Translation der mRNA und die Beschleunigung ihres Abbaus. Der
grofite Anteil ihrer Wirkung bezieht sich auf den Abbau der mRNA. Welcher der beiden
Vorgénge ablduft, hingt vom Ausmal} der Komplementaritit zwischen miRNA und
mRNA ab. Bei perfekter Basenpaarung kommt es zu einer Degradierung und bei partiel-
ler Komplementaritit zur Translationshemmung [88]. Nach der Bindung des RISCs am
3‘-Ende der mRNA wird der Abbau durch die 5‘-3‘-Exoribonuklease-Aktivitit des AGO-
Proteins 2 vermittelt. Der RISC wird dabei von Enzymen unterstiitzt, die auch an miRNA-
unabhingigen mRNA-Degradierung beteiligt sind. Die Mechanismen zur Hemmung der
Translation hat man bisher weniger gut verstanden, da sie in den Experimenten nur
schwer von der Degradierung getrennt werden kénnen. Es wird jedoch von einer Inhibie-
rung der Initiation der Translation durch eine Hemmung der dafiir essentiellen RNA-He-
licasen ausgegangen [88].

Die regulatorischen Vorgénge finden in der Zelle nicht gleichméBig verteilt statt, sondern
konzentrieren sich auf sogenannte P-Bodies. In diesen lichtmikroskopisch sichtbaren zy-
toplasmatischen Foci liegen die an der Degradation beteiligten Enzyme konzentriert vor.
AuBerdem bilden sie Lagerstellen fiir gchemmte mRNAs bis zur spéteren Translation
[89]. Obwohl sich der Grofteil der miRNA Forschung vor allem mit deren supprimieren-
der Funktion beschéftigt, wurde alternativ flir einzelne miRNAs auch ein stimulierender

Einfluss auf die Genexpression diskutiert [90].

1.2.4 Zirkulierende extrazellulire miRNAs

Nach ihrer Biosynthese verbleiben nicht alle miRNAs in der Zelle. Ein Teil wird anschlie-
Bend ins extrazelluldre Milieu freigesetzt. Danach kdnnen sie in unterschiedlichen biolo-
gischen Medien nachgewiesen werden, wie beispielsweise Blut, Liquor, Urin, Speichel
und Muttermilch. Die miRNAs sind dort weiterhin funktionell und kénnen regulierend
aktiv werden [91, 92].

Es gibt mehrere Prozesse, die den Export von miRNAs aus dem Zellinneren und die an-
schlieBende Stabilisierung ermdglichen. Ohne Stabilisierung wiirden sie sehr schnell von

den ubiquitdren RNasen erfasst und degradiert werden. Daher miissen die miRNAs im
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extrazelluldren Milieu von deren Einfluss abgeschirmt werden. Alle Arten von extrazel-
luldren Vesikeln wurden bereits als Vehikel fiir den extrazelluldren Transport von miR-
NAs beschrieben. Da Exosomen auch in dieser Arbeit untersucht wurden, werden sie
spater noch genauer behandelt. Mikrovesikel sind extrazellulire Vesikel mit einem
Durchmesser von 100 bis 1000 nm, die durch Ausknospung und Abschniirung aus der
Zellmembran entstehen. Sie tragen auf ihrer Oberfldche unterschiedliche Antigene, deren
Zusammensetzung der der Ursprungszelle entspricht. In ihrem Inneren transportieren sie
eine Vielzahl von funktionellen Proteinen, mRNAs und miRNAs. Mikrovesikel konnen
durch Membranverschmelzung von Zellen aufgenommen werden, wodurch dann ihr In-
halt freigesetzt wird [93]. Unter Apoptose-Bedingungen setzen Zellen Mikrovesikel mit
grofBerem Durchmesser frei, die als Apoptose-Korper bezeichnet werden. Sie enthalten
spezifische miRNA Profile, die an die iiberlebenden Zellen weitergegeben werden [94].
Alternativ konnen miRNAs auch durch HDL (high-density lipoprotein) und LDL (low-
density lipoprotein) zirkulieren. Bei diesen Lipoproteinen handelt es sich um nicht-kova-
lente Aggregate, die aus einer Einfachschicht von Phospholipiden und Apolipoproteinen
bestehen, die sich mizellenartig um einen unpolaren Kern aus Triglyceriden und Choles-
terinestern anordnet. Durch Interaktion mit HDL- oder LDL-Rezeptoren konnen sie mit-
geflihrte miRNAs gezielt an Empféngerzellen abgeben [95].

Der Grofteil der zirkulierenden miRNAs liegt allerdings nicht vesikel-gebunden im
Plasma vor [96, 97]. Um dem Abbau durch RNasen zu entgehen, bilden extrazellulédre
miRNAs Komplexe mit RNA-bindenden Proteinen. Den grofiten Anteil bildet dabei das
AGO-Protein 2, dessen Komplexe mit miRNAs relativ nuklease- und proteasestabil sind
[96, 98]. Da es sich dabei um einen Teil des RISC handelt, konnen die gebundenen miR-
NAs weiterhin regulatorisch wirksam sein. Eine untergeordnete Rolle spielen auBerdem
das AGO-Protein 1 und Nucleophosmin [96, 97]. Der Exportmechanismus der miRNA -
Protein-Komplexe ist noch nicht genau bekannt, aber es wird vermutet, dass ein gro3er

Teil im Verlauf von Apoptose-Prozessen freigesetzt wird [96].

19



Einleitung

LOe0)
''''''''''''''

Intercellular
Communication

Parent Cell

Outward
Budding
Cellular ar
** miRNA e

Membrane
Fusion

X
- ==
TS s e B

e ae
O P L

Translational
Repression

Recipient Cell

Abbildung 2: Freisetzung von miRNAs in den Extrazelluldrraum [99].

1.2.5 Exosomen

Exosomen wurden erstmals 1981 als kleine Mikrovesikel mit 5°-Nukleaseaktivitit be-
schrieben, die von neoplastischen Zelllinien freigesetzt wurden [100]. Als Johnstone et
al. 1987 den Begriff ,,Exosom* pragten, wurden sie zunéchst als Abfallprodukte im Rah-
men der AbstoBung tliberschiissiger Plasmamembranbestandteile interpretiert [101]. Spa-
ter erkannte man jedoch ihre Funktion im Rahmen interzelluldrer Kommunikation [91].
Exosomen sind extrazelluldre Vesikel mit einem Durchmesser von etwa 40-100 nm, die
durch Endozytose gebildet werden. Durch Invagination der Membran entstehen innerhalb
des urspriinglichen Endosoms mehrere kleinere Vesikel, weshalb es auch als multivesi-
kuldrer Korper (MVB) bezeichnet wird. Durch eine Membranverschmelzung des MVB
mit der Plasmamembran werden die intraluminalen Vesikel in den Extrazelluldrraum frei-
gesetzt und gelten dann als Exosomen. Dieser Prozess findet groBtenteils konstitutiv statt.
Manche Zelltypen, wie beispielsweise hdamatopoetische Stammzellen, T-Zellen und

Mastzellen, konnen Exosomen abhingig von Calcium auch als Antwort auf Umweltreize
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freisetzen [91]. Die Membranen von Exosomen verfiigen tiber ein charakteristisches Pro-
fil von Proteinen und Lipiden, das sich mitunter stark von der Zusammensetzung der Ur-
sprungszelle unterscheidet. Hinsichtlich ihres Entstehungsmechanismus enthalten sie
ausschlieBlich Proteine aus der Plasmamembran und endozytotischen Kompartimenten.
Ihr jeweiliges Oberflachenprofil fungiert als eine Adressierung fiir die Aufnahme in spe-
zifische Zielzellen [91].

Bei der Beladung der Exosomen mit miRNAs konnten mehrere Regulationsmechanismen
nachgewiesen werden [102]. Einige miRNAs weisen Exportmotive am 3‘-Ende auf, die
zu einem verstdrkten Transport in Exosomen fithren [102, 103]. Diverse intrazelluldre
und RNA bindende Proteine bewirken einen verstérkten Transport in Exosomen [102].
Dazu gehort auch das RISC-Protein ARGO 2, wenn es nicht phosphoryliert vorliegt
[104]. AuBerdem konnte man zeigen, dass mehrere an der Biogenese der Exosomen be-
teiligte Membranproteine zu einer vermehrten Anreicherung selektiver miRNAs in den
Vesikeln fiihren [102]. Diese Sortierungs- und Beladungsmechanismen sind energieab-
hiangige Prozesse, die zu erheblichen Unterschiede zwischen den miRNA-Spektren der

Exosomen und der Ursprungszellen fiihren [97].

1.2.6 miRNAs in der Medizin

Als Vermittler epigenetischer Effekte sind miRNAs sehr interessant fiir viele Bereiche

der Medizin, wie Onkogenese, Immunologie sowie Entwicklungs- und Degenerations-
prozesse. Durch ihren pleiotropen Wirkungsmechanismus greifen sie parallel in mehrere
molekulare Signaltransduktionswege ein. Obwohl sie erst seit relativ kurzer Zeit bekannt
sind, wird ihre Beteiligung an der Pathogenese einer Vielzahl von Erkrankungen ange-
nommen.

Neben der Beantwortung von pathophysiologischen Fragestellungen, gibt es auch Bestre-
bungen miRNAs diagnostisch und therapeutisch einzusetzen. Zirkulierende miRNAs
werden als potenzielle Biomarker fiir unterschiedliche Krankheiten diskutiert, wodurch
sie zu einem Hilfsmittel bei der Diagnosestellung und Therapieentscheidungen werden
konnten [105]. Thr Vorhandensein in unterschiedlichen Korperfliissigkeiten (z. B. Blut,
Urin und Speichel) erlaubt eine hierfiir giinstige und nicht-invasive Probengewinnung.
Als therapeutischer Ansatz wird versucht, durch die Verwendung von synthetischen Oli-

gonukleotiden in die Regulationsmechanismen der miRNAs einzugreifen [106]. Diese
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Oligonukleotide ahmen entweder die Funktion natiirlich vorkommender miRNAs nach
(mimics) oder enthalten Antisense-Sequenzen, durch die spezifische miRNAs gebunden
und funktionell supprimiert werden kdnnen (antagomiRs). Eine antagomiR von miR-122
war das erste am Menschen getestete und auf miRNA basierende Therapeutikum [107].
miR-122 bindet in der Leber an zwei Bindungsstellen des HCV-Genoms und bildet einen
oligoméren Komplex, durch den das Genom vor Degradierung und Immunreaktionen ge-
schiitzt wird. Die miR-122-antagomir bindet die miRNA mit hoher Affinitit und verhin-
dert dadurch die Komplexbildung. Durch subkutane Applikation konnte eine von der Do-
sis abhéngige Reduktion der HCV-Viruslast erreicht werden [107]. Ein liposomal gebun-
denes miR-34a-mimic wurde in einer Phase I Multicenter-Studie mit 99 Patienten zur
Behandlung verschiedener fortgeschrittener solider Tumorentitdten getestet [ 108]. miR-
34a ist eine Tumorsuppressor-miRNA, die mehr als 30 verschiedene Onkogene reguliert
und in neoplastischen Geweben oft herunterreguliert oder deletiert wird. Beim Abschluss
der Studie konnten bei drei Patienten ein anhaltendes partielles Ansprechen und bei 14
Patienten ein stabiler Krankheitsverlauf bei einer zweimal wochentlichen intravendsen
Gabe des mir-34a-mimics erzielt werden. Die Studie wurde jedoch wegen verstérkter im-

munvermittelter Nebenwirkungen abgebrochen [106].

1.2.7 miRNAs bei chronischem Schmerz

Die erste Untersuchung von miRNAs in einem Schmerzmodell erfolgte 2007 durch Bai
et al. [109]. Sie beschrieben die Herabregulation von miR-10a, miR-29a, miR-98, miR-
99a, miR-124, miR-134 und miR-183 im Trigeminusganglion bei inflammatorischem
Muskelschmerz. Die Relevanz von reifen miRNAs bei inflammatorischem Schmerz
konnte durch die Erzeugung einer Dicer-knockout Maus bestétigt werden [110]. Die
Maus wies eine verminderte Schmerzsensibiliserung durch inflammatorische Mediatoren
auf, wahrend Beriihrungs- und akutes Schmerzempfinden unbeeinflusst blieben. In meh-
reren Modellen fiir neuropathischen Schmerz konnte eine miRNA-Dysregulation auf un-
terschiedlichen Ebenen des sensorischen Nervensystems (Nerv, DRG, Riickenmark)
nachgewiesen werden [111]. Die Dysregulation einzelner miRNAs, wie miR-1a-3p und
miR-206, war dabei abhédngig von der Art der Nervenschddigung (Axotomie, Konstrik-
tion, Crush), was auf eine Spezifitét hinsichtlich des auslosenden Stimulus hinwies [111,

112]. Obwohl sowohl inflammatorischer als auch neuropathischer Schmerz chronische
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Vorldufe annehmen konnen und sich sogar einige molekulare Mechanismen teilen,
konnte man bemerkenswert hdufig unterschiedliche miRNA-Profile beobachten [112].
miR-16 und -143 waren etwa bei inflammatorischem Schmerz herabreguliert, blieben
aber bei Nervenschddigung unveridndert [112]. AuBBerdem fanden sich bei neuropathi-
schem Schmerz miR-21 herauf- und miR-7a herabreguliert, wihrend sie bei Inflamma-
tion keine Verdnderungen zeigten. Die schnellere Verdnderung des miRNA-Spektrums
als eine Reaktion auf inflammatorischen Schmerz wurde von Andersen et al. im Sinne
eines adaptiven Mechanismus mit dem Ziel der Schmerzreduktion interpretiert [113].
Hingegen wurde bei neuropathischem Schmerz eher ein aggravierender Effekt vermutet
[113].

AulBerdem konnte nachgewiesen werden, dass einige extrazellulire miRNAs durch Inter-
aktion mit Toll-like Rezeptoren (TLR) eine Exzitation von Dorsalwurzelneuronen bewir-

ken kdnnen, sodass sie die Fahigkeit haben, direkt eine Nozizeption auszulosen [114].

1.2.8 miRNAs bei CRPS

Wegen der ungekldrten und multifaktoriellen Pathophysiologie des CRPS gab es auch
hier bereits Bestrebungen, eine potenzielle Beteiligung von miRNAs zu zeigen. Die erste
Studie in diesem Zusammenhang war 2011 eine Micro-Array-Analyse von Orlova et al.
Sie untersuchten Vollblutproben von CRPS-Patienten und gesunden Kontrollen und fan-
den 18 unterschiedlich regulierte miRNAs. Sie ermdglichten in einem weiteren Schritt
eine Stratifizierung der Patientenkohorte, bei der 60 % der Patienten zu einer Subgruppe
zusammengefasst wurden. Bei dieser Gruppe zeigten sich in der weiteren Auswertung
neue und zuvor nicht vorhandene Korrelationen mit der klinischen Symptomatik und den
Messwerten entziindlicher Mediatoren [115]. McDonald et al. untersuchten miRNAs in
Exosomen aus dem Serum von CRPS-Patienten. Mehrere der zuvor von Orlova et al.
beschriebenen miRNAs wurden erneut dysreguliert vorgefunden, allerdings mit umge-
kehrtem Trend. So waren die im Vollblut herabregulierten miRNAs in den Exosomen
hochreguliert, was als Hinweis auf einen protektiven Effekt der Exosomen verstanden
wurde. Durch die Ubermittlung erhdhter Mengen regulierender miRNAs konnten sie ei-
nen modulierenden Einfluss auf die Expression inflammatorischer Mediatoren ausiiben

[116].
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Besonders eingehend wurde in diesem Zusammenhang miR-939 untersucht, das mRNAs
mehrerer proinflammatorischer Zytokine reguliert und durch Interaktion mit NFxB an
einem Knotenpunkt der Entziindungskaskade angreift. Wahrend mir-939 im Vollblut von
CRPS-Patienten herabreguliert war, konnte eine verstiarkte Anreicherung in ihren Exoso-
men nachgewiesen werden. In einem in vitro Experiment wiesen die Empfingerzellen
nach der Aufnahme von mit mir-939 beladenen Exosomen einen deutlich reduzierten In-
flammationszustand auf [117].

miR-548-5p und miR-34a konnten als wichtige Pradiktoren fiir die Effektivitit der Be-
handlung mit Ketamin identifiziert werden. Ein erhdhtes miR-548-5p fiihrte zu einer ver-
minderten Glucoronidierung und einer daraus resultierenden Hemmung des Ketaminab-
baus [118]. Bei Patienten mit einer schlechten Wirksamkeit der Therapie konnten eine
Herabregulation von miR-34a und ein niedrigerer durchschnittlicher BMI nachgewiesen
werden [119]. Letzteres wurde auf eine Uberexpression des Corticoid-releasing Hormone
Rezeptors 1 zuriickgefiihrt, der zu einer schnelleren Sittigung fiihrt. Der zugrundelie-
gende die Effektivitdt der Ketamintherapie beeinflussende Mechanismus konnte jedoch
wiederum nicht ermittelt werden.

In dhnlicher Weise wurde fiir exosomales miR-338-5p als einem direkten Regulator von
IL-6 eine Assoziation hinsichtlich der Effektivitdt einer therapeutischen Plasmapherese
beschrieben. Dabei war eine vermehrte Expression von miR-338-5p in Exosomen mit
einem erhohten IL-6-Plasmaspiegel verbunden. Das proinflammatorische IL-6 kann
durch die Plasmapherese aus der Zirkulation entfernt werden, wodurch dann die Inflam-

mation reduziert wird [120].

1.2.9 Auswahl der miRNAs

Die Auswahl der in dieser Arbeit untersuchten miRNAs erfolgte mit einem literaturba-
sierten Verfahren anhand von pathophysiologischen Uberlegungen. Die miRNAs miR-
183, -21 und -29b wurden zuvor bereits im Zusammenhang mit Nervenschddigung und
Inflammation beschrieben. AuBlerdem handelt es sich bei diesen miRNAs um bekannte
Regulatoren der Permeabilitdt von Immunobarrieren [121-123]. Ein Integrititsverlust der
Blut-Hirn- und Blut-Nerven-Schranke ist im Rahmen neuropathischer und inflammatori-

scher Schmerzsyndrome hédufig zu beobachten [124]. Die miR-183 wurde in diesem Zu-
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sammenhang von unserer Arbeitsgruppe zuvor mit neuropathischen Schmerzen in Ver-
bindung gebracht [121]. Aufgrund der wachsenden Bedeutung von Exosomen in der Er-
forschung zirkulierender miRNAs wurden von diesen zusdtzlich miR-144-5p und -233-
5p untersucht. Diese miRNAs wurden bisher noch nicht so intensiv erforscht, aber beide
konnten schon mit Inflammation und Neuropathie assoziiert werden. Auch diese miRNAs

regulieren die Permeabilitdt immunologischer Barrieren [125, 126].

1.2.9.1 miR-183-5p
miR-183 ist eine 22-nt lange miRNA, die sich auf dem Chromosom 7 befindet und als

Teil eines Clusters mit miR-182 und mir-96 eingeordnet wird [127]. miR-183 ist physio-
logisch beteiligt an der Differenzierung neuroektodermaler Gewebe im Rahmen der Emb-
ryogenese. Demgegeniiber wurde aber auch ihre Bedeutung fiir unterschiedliche autoim-
mune, neurologische und maligne Erkrankungen nachgewiesen [127].

miR-183 wurde sowohl bei neuropathischen als auch bei inflammatorischen Schmerzen
als herabreguliert beschrieben [109, 128]. Sie kontrolliert die basale mechanische Sensi-
tivitdtsschwelle vor allem durch eine Regulation spannungsgesteuerter Calciumkanéle
auf Ad-Fasern [129]. Die Herabregulation von miR-183 im Neuropathiemodell fiihrte
wiederum zu einer Sensibilisierung der Fasern, sodass leichte Beriihrungen als schmerz-
haft wahrgenommen werden.

Lin et al. konnten durch intrathekale Verabreichung von miR-183 eine Linderung der
mechanischen Allodynie mononeuropathischer Ratten erzielen. Dieser Effekt wurde ver-
mittelt durch die Herabregulierung des spannungsgesteuerten Natriumkanals Nav1.3 und
von BDNF [130]. Ein weiteres wichtiges Regulationsziel von miR-183 ist mTOR, dessen
Herabregulierung durch eine Hemmung von VEGF eine Verbesserung einer neuropathi-

schen Schmerzsymptomatik bewirken kann [131].

1.2.9.2 miR-21-5p

miR-21 ist eine 22-nt lange miRNA, die in einem Intron auf dem Chromosom 17 codiert
wird. Physiologisch spielt sie eine zentrale Rolle bei der Verzweigungsmorphogenese
wéhrend der Embryonalentwicklung und sie ist auch an der Degradierung miitterlich

tibertragener mRNAs beteiligt [132]. miR-21 wurde bereits intensiv im Zusammenhang
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mit unterschiedlichen pathologischen Zustinden untersucht, wie unter anderem hémato-
logischen und soliden Neoplasien sowie kardiovaskuldren Erkrankungen [133].

Im Zusammenhang mit Schmerzen wurde miR-21 bei peripheren Neuropathien beschrie-
ben. Hier zeigte sich eine erhdhte Expression in Biopsien des Nervus suralis von Patien-
ten mit schmerzhaften Neuropathien im Vergleich mit schmerzlosen Neuropathie-Patien-
ten [134]. AuBerdem wurde miR-21 in verschiedenen Tiermodellen fiir neuropathischen
Schmerz hochreguliert [135-137]. 2013 erreichten Sakai et al. durch die Administration
eines miR-21-Inhibitors eine Reduktion des Schmerzverhaltens von neuropathischen Tie-
ren, was auf eine direkte Beteiligung von miR-21 an der Pathogenese neuropathischer
Schmerzen hinweist [136]. Der zugrundeliegende Mechanismus ist nicht bekannt, es wird
aber iiber eine Hemmung von PTEN diskutiert, welches im Rahmen axonaler Regenera-
tion bekannt ist [135, 136]. AuBBerdem setzten geschidigte periphere Neuronen verstirkt
mit miR-21 angereicherte Exosomen frei, die nach der phagozytotischen Aufnahme durch
Makrophagen deren Polarisierung in einen proinflammatorischen Phénotyp auslosten
[138]. Proinflammatorische Makrophagen infiltrieren bei Nervenschidigung wiederum
das DRG und fiihren so zu einer neuronalen Sensibilisierung.

Diverse Inflammationsmediatoren, wie NF-kB, IL-6 und Tumor Growth Factor  (TGF-
B), fungieren als Transkriptionsfaktoren fiir miR-21 und fiihren zu einer Induktion im
Rahmen von Entziindungsprozessen. Diese verzogerte Induktion deutet auf eine regulie-
rende Funktion von miR-21 bei Entziindungsreaktionen hin und zwar im Sinne eines
Riickkopplungsmechanismus [139]. Es konnte allerdings in Tumorzellen auch eine ent-
ziindungsfordernde Wirkung durch die Induktion von NF-kB nachgewiesen werden

[139].

1.2.9.3 miR-29b-3p

miR-29b ist eine 22-nt lange miRNA, die aus zwei verschiedenen pre-miRNAs entsteht.
Pre-miR-29b-1, die sich auf dem Chromosom 7 befindet, und pre-miR-29b-2, die zum
Chromosom 1 gehort, verfiigen liber unterschiedliche nt-Sequenzen und Promoterregio-
nen. Durch Splicen entsteht jedoch eine identische und reife miR-29b [140].

Zu Beginn dieser Arbeit wurde miR-29b noch nicht in einem direkten Zusammenhang
mit chronischen oder neuropathischen Schmerzen beschrieben. Die miRNA wurde vor

allem wegen ihrer Assoziation mit Dysruption von Immunobarrieren einbezogen [123].
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Yuan et al. fanden jedoch 2020 in den Dorsalwurzelganglien von Ratten, bei denen durch
eine Injektion von Freunds Adjuvanz eine mechanische und thermische Hyperalgesie in-
duziert wurde, eine erhohte Expression von miR-29b [141]. Es wurde vermutet, dass
miR-29b zu einer Demethylierung der Promoterregion des Nerve Growth Factor (NGF)
und dadurch zu dessen verstéirkter Expression fiihrt. Nach einer erneuten Senkung des
NGF-Spiegels zeigte sich die Hyperalgesie der Tiere wieder als riickldufig, sodass eine
proanalgetische Wirkung von miR-29b angenommen wurde [141].

Obwohl miR-29b noch nicht in einem direkten Zusammenhang mit neuropathischen
Schmerzen beschrieben wurde, konnte in verletzten Nervi ischiadici von Ratten und in
geschidigten Nervi optici von Zebrafischen eine erhohte Expression nachgewiesen wer-
den [142, 143]. Da Zebrafische die Fahigkeit zur Neuroregenration besitzen, wurde eine
Beteiligung von miR-29b am Regenerationsprozess durch eine Regulation der Extrazel-
luldrmatrix und von DNA-modulierenden Genen angenommen. Auch bei Ratten ergab
sich im Diabetes-Tiermodell ein Hinweis auf eine neuroprotektive Eigenschaft von miR-
29b. Eine Herabregulation im DRG war mit verstiarkten Anzeichen diabetischer Neuro-
pathie verbunden, wie axonaler Schwellung und Apoptose. Die Gabe von miR-29b-mi-

mics inhibierte die Degeneration und ermoglichte ein erneutes axonales Wachstum [144].

1.2.9.4 miR-144-5p
miR-144 ist eine 22-nt lange miRNA auf Chromosom 17, die physiologisch eine regula-

torische Funktion in der Himatopoese einnimmt [145]. miR-144 wurde bereits im Rah-
men von Tiermodellen als relevant fiir neuropathischen Schmerz beschrieben. Sowohl im
Axotomie- als auch im Nervenkonstriktions-Modell zeigte sich eine signifikante Herun-
terregulation [146, 147]. Auch bei zentralnervoser Schiadigung konnte im Riickenmarks-
Ischimie/Reperfusions-Modell eine Herabregulation durch miR-144 nachgewiesen wer-
den [148].

Im Rahmen von Inflammationsreaktionen zeigte miR-144-5p einen hemmenden Effekt.
Proinflammatorische Makrophagen wiesen nach einer Applikation von miR-144-5p-mi-
mics eine reduzierte Sekretion von Entziindungsmediatoren sowie eine verminderte

Proliferation auf. Es wird angenommen, dass dieser Effekt durch eine Herabregulation
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des TLR-2 mit einer sich daraus ergebenden Inhibierung des NK-kB-Signalwegs vermit-
telt wird [149]. In dhnlicher Weise fiihrte auch die Transfektion von miR-144-5p-mimics

in T-Zellen zu einer reduzierten Produktion von TNFo und Interferon y [150].

1.2.9.5 miR-223-5p

miR-223 ist eine 21-nt lange miRNA auf dem X-Chromosom, die vor allem durch ihre
Funktion bei der Differenzierung der myeloischen Zellreihe in der Himatopoese bekannt
ist [151]. Zu Beginn dieser Arbeit wurde miR-223 noch nicht im Zusammenhang mit
inflammatorischen oder neuropathischen Schmerzen beschrieben. Sie wurde aufgenom-
men, da sie durch ihren antiinflammatorischen, immunmodulatorischen Effekt als ein Re-
gulator von Inflammationsreaktionen galt [151]. miR-223-5p moduliert Entziindungsre-
aktionen durch einen regulatorischen Einfluss auf diverse Rezeptoren proinflammatori-
scher Mediatoren, wie unter anderem den TNFa-Rezeptor und den Zelltodrezeptor 6
(DR6) [152]. Als direkter Regulator von TLR-4 sowie mehreren Mitgliedern der NOD-
like Rezeptorfamilie {ibt miR-223-5p auch einen regulierenden Einfluss auf den NFkB-
Signaltransduktionsweg aus [153, 154]. Mit miR-223 beladene Mikrovesikel flihrten zu
einer Differenzierung von Makrophagen in den antiinflammatorischen M2-Phénotyp.
Diese Makrophagen stimulierten bei einer Koinkubation mit Schwannzellen deren
Proliferation, Migration und die Sekretion diverser Wachstumsfaktoren [155]. Eine sol-
che Aktivierung der Schwannzellen konnte hdufig im Rahmen peripherer axonaler Rege-
neration beobachtet werden. Der Prozess war durch die Applikation eines miR-223-Inhi-
bitors in vitro und in vivo reversibel. Ein direktes Regulationsziel von miR-223-5p ist
auBerdem Semaphorin 3A (Sema 3A), bei dem es sich um einen zentralen Inhibitor der
axonalen Regeneration handelt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Hemmung
von Sema 3A in verletzen Axonen zu einer deutlich besseren Heilung mit Remyelinisie-
rung und verminderter Apoptose fiihrt [152, 156]. Die Induktion antiinflammatorischer
Makrophagen durch miR-223-5p spielt auch eine wichtige Rolle bei der Wundheilung.
Durch Hyaluronsdure-Nanopartikel erfolgte eine lokale Applikation von miR-223-5p in
Hautwunden von Miusen, wodurch eine schnellere Neubildung von gleichméBig vasku-
larisierter Haut erzielt wurde [157]. In der Histologie wies die neugebildete Haut eine

erhohte Konzentration von M2-Markerproteinen auf.
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1.3 Fragestellung

CRPS ist eine Erkrankung, deren Diagnose auf klinischer Untersuchung und anamnesti-
schen Angaben der Patienten beruht. miRNAs fiihren zu einer Dysregulation bei einer
Vielzahl von pathologischen Zustinden und werden sogar als potenzielle Biomarker dis-
kutiert. Daher soll in dieser Arbeit untersucht werden, ob auch beim CRPS eine aberrante
Expression zirkulierender mit Schmerz assoziierter miRNAs im Blut auftritt. Dazu wur-
den die Expressionsniveaus von miR-183, -21 und -29b in Plasma, Leukozyten und Exo-
somen und von miR-144 und -223 in Exosomen gemessen. Blut wurde als Untersu-
chungsmaterial gewihlt, da es bereits seit langerer Zeit als Probengut im klinischen Alltag
fest etabliert ist und mit relativ geringer Invasivitit gewonnen werden kann. Es erfolgte
ein Vergleich von CRPS-Patienten mit Patienten mit vorangegangener Fraktur bezie-
hungsweise Operation, die kein CRPS entwickelt hatten (Frakturkontrollen), und Kon-
trollen ohne vorangegangenes Trauma. Bisher erfolgte in der Literatur nur der Vergleich
von CRPS-Patienten mit gesunden Kontrollen, sodass die Gegeniiberstellung mit einem
regelhaften Heilungsverlauf durch Frakturkontrollen (FK) einen neuartigen Ansatz dar-

stellt. Dabei sollen letztlich die folgenden Fragen beantwortet werden:

1.  Gibt es signifikante Unterschiede in der Expression der miRNAs zwischen
CRPS- und Kontrollgruppen, die eine Unterscheidung zwischen den Grup-
pen erlauben?

2. Unterscheidet sich die Expression der zirkulierenden miRNAs zwischen
den untersuchten Blutkomponenten?

3. Zeigen sich Korrelationen zwischen der miRNA-Expression und vorab er-

hobenen klinischen Daten?
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2 Methoden

2.1 Patientenauswahl und -rekrutierung

Die Probanden wurden zwischen 2014 und 2017 nach der Zustimmung der Ethikkom-
mission der medizinischen Fakultdt Wiirzburg (Antragsnummer: 52/14 z) im Rahmen
einer europaweiten Studie eingeschlossen (http://www.ncrna-pain.eu/). Die Rekrutierung
erfolgte in der Klinik und Poliklinik fiir Anésthesiologie des Universitétsklinikums Wiirz-
burg, der Klinik fiir Neurologie des Universititsklinikums Wiirzburg, der Klinik fiir Chi-
rurgie II des Universitédtsklinikums Wiirzburg und der Klinik fiir Neurologie des Univer-
sitdtsklinikums Mainz. Das Patientenkollektiv bestand aus 30 Patienten mit aktiver
CRPS-Erkrankung, 20 FK-Patienten und 20 gesunden Kontroll-Patienten ohne Extremi-

tidtentrauma. Die Ein- und Ausschlusskriterien wurden wie folgt festgelegt:

Einschlusskriterium fiir CRPS-Patienten:
- Erfiillung der Budapest-Kriterien fiir CRPS
Einschlusskriterien fiir FK-Patienten:
- Operation oder Fraktur an der oberen Extremitdt in den zuriickliegenden
12 Monaten ohne Hinweis auf CRPS
Einschlusskriterium fiir Kontroll-Patienten:
- Nicht-Erfiillen der Einschlusskriterien fiir CRPS- oder FK-Patienten
- Normale neurologische Untersuchung
- Keine Neuropathie

- Keine Schmerzerkrankung

Ausschlusskriterien fiir alle Gruppen:
- Tumorerkrankung innerhalb der letzten 5 Jahre
- Alkoholkonsum mit mehr als 3 Standard-Drinks/Tag bei Madnnern und
mehr als 2 Standard-Drinks/Tag bei Frauen
- Vorliegen einer akuten Infektion
- Am Vortag: Starke korperliche Aktivitét, schwere Mahlzeit, Alkoholkon-
sum

- Operation innerhalb der letzten vier Wochen
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Die Anamnese und korperliche Untersuchung der Patienten wurden anhand standardisier-
ter Bogen durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene sensorische Qualititen, Willkiirmo-
torik, Sudomotorik und die genaue Schmerzlokalisation erfasst. Bei der Anamneseerhe-
bung wurde die medizinische Historie und die bisherige Medikation aufgenommen. Die
Patienten wurden nach dem Bestehen von Autoimmunerkrankungen, Allergien, Depres-
sionen, Angsterkrankungen und zeitgleich vorliegenden chronischen Schmerzleiden, wie
Kopfschmerz, Riickenschmerz, Gelenkschmerz, diffuser Rumpfschmerz befragt. Sie be-
antworteten mehrere klinische Schmerzfragebdgen und erhielten eine QST-Untersu-

chung.

2.2 Blutentnahme und Fraktionierung

Die Blutentnahmen erfolgten zwischen 8 und 9 Uhr morgens. Die Patienten wurden auf
Niichternheit, Krankheitsgefiihl und Einhaltung der oben genannten Verhaltensweisen
am Vortag befragt. Den Patienten wurden jeweils zweimal 9,5 ml Blut in EDTA-haltigen
Monovetten entnommen. Nach dem Transport ins Labor wurden die Blutproben durch
mehrfaches sanftes Invertieren resuspendiert und auf jeweils 1,5 ml fassende separate
Gefille aufgeteilt.

Fiir die Plasmagewinnung wurden die Blutproben 10 min mit 1200 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Jeweils 500 ul des zellfreien Uberstands wurden in neue Gefife iibertagen
und sofort bei -80 °C eingelagert.

Fiir die Gewinnung der Leukozyten-Konzentrate wurden die Blutproben mit 7,5 ml
Erythrocyte Lysis Puffer gemischt und fiir 25 min auf Eis inkubiert. Das Gemisch wurde
wahrend der Inkubation zweimal mittels Vortex vermischt, namlich nach 7 min und nach
15 min. Danach erfolgte eine Zentrifugierung bei 400 g fiir 10 min bei 4 °C. Der Uber-
stand wurde verworfen und das Leukozyten-Pellet wurde in 1,5 ml RNA protect Cell
Reagent resuspendiert. Jeweils 500 ul der Suspension wurden in neue Geféale iibertragen

und sofort bei -80 °C eingelagert.

2.3 Exosomen-Isolation

In dieser Arbeit wurde das miRCURY™ Exosome Isolation Kit verwendet, bei dem die

Exosomen mit Polyethylenglykol (PEG) prézipitiert wurden. Dieses Prinzip wurde zuvor

31



Methoden

bereits routinemdflig zur Prézipitierung von Viren und anderen kleinen Partikeln verwen-
det [158, 159].

Um eine Kontamination des Endprodukts zu verhindern, wurden zunédchst 1 ml Plasma
mit Thrombin versetzt und nach 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur mit 10000
g fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Thrombin fiihrt zur Umwandlung des
enthaltenen Fibrinogens in Fibrin. Die groen Polymere kénnen durch die Zentrifugation
besser erfasst werden und ziehen andere grofle Plasmabestandteile mit sich, wie Zell-
schutt und groBe Mikrovesikel. Von dem Uberstand wurden anschlieBend 800 pl abge-
zogen, ohne das Fibrinpellet zu beriihren. Der gewonnene Uberstand wurde mit 320 pl
des Prizipitierungs-Puffers versetzt, mittels Vortex vermischt und fiir eine Stunde bei 4
°C inkubiert.

Durch den Puffer wird ein neutraler pH-Wert und eine hohe Salzkonzentration eingestellt,
wodurch das enthaltene PEG mit den Exosomen interagieren kann [158]. Die spezifische
Zusammensetzung des Puffers steuert die Grofe der zu prazipitierenden Mikropartikel.
Durch die Interaktion des PEG mit den Ladungen der Oberflichenproteine werden die
Exosomen umschlossen und vom Losungsmittel abgeschirmt. Die Ldslichkeit der Exo-
somen nimmt dabei so weit ab, dass sie schon bei niedriger Umdrehungszahl abzentrifu-
giert werden konnen [159]. Entsprechend wurde der Ansatz nach 5-miniitiger Inkubation
bei Raumtemperatur mit 500 g fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend
riickstandslos entfernt und verworfen. Das Pellet wurde in 140 ul des Resuspensions-
Puffers aufgeldst, um ein Endvolumen von etwa 200 pl zu erhalten. Danach wurde un-

verziiglich mit der RNA-Isolation fortgefahren.

2.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) erlaubt die Erzeugung eines Durch-
licht-Elektronenbilds mit 100- bis 500000-facher Vergroferung und einem Auflosungs-
vermdgen von bis zu 0,1 nm. Der Aufbau eines Transmissionselektronenmikroskops ist
dabei dem eines Lichtmikroskops nachempfunden. Anstelle von Licht werden Elektronen
verwendet, die durch eine Kristallkathode erzeugt und in der Richtung der Anode be-
schleunigt werden. Innerhalb des Mikroskops herrscht ein Vakuum, um ein Durchbren-
nen der Kathode, elektrische Uberschlige zwischen Kathode und Anode und eine Ablen-

kung der Elektronen durch Luftmolekiile zu verhindern. Der Elektronenstrahl wird durch
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die Passage von Kondensorlinsen verdichtet und auf die Probenebene projiziert. Dort
konnen die Elektronen die Probe entweder ungehindert durchdringen oder sie werden bei
einer Kollision mit Probenatomen gering beziehungsweise bei einer Kollision mit positi-
ven Atomkernen stirker abgelenkt. Die Einstellung der Objektivblende erlaubt aus-
schlieBlich die Passage von nicht oder nur schwach gestreuten Elektronen, wodurch eine
Erhohung des Kontrasts erreicht wird. Das Endbild wird auf eine Fotoplatte projiziert,
wodurch die Elektronen in sichtbares Licht umgewandelt werden. Die Vergroferung ent-
spricht dabei dem Produkt der VergroBBerung der Objektiv-, Beugungs-, Zwischen- und
Projektivlinsen. [160] Die Fixierung und die mikroskopischen Arbeiten wurden freundli-
cherweise von Frau Dr. Nicole Wagner vom Institut fliir Anatomie der Universitit Wiirz-

burg durchgefiihrt.

2.4.1 Fixierung und Kontrastierung der Exosomen

Die pelletierten Exosomen wurden zunidchst in 0,1 M Kakodylatpuffer (50 mM
Kakodylat, 50 mM KCI, 2.5 mM MgCl,, pH 7.2) mit 4% Glutaraldehyd und 4 % Paraf-
ormaldehyd fiir 2 h auf Eis fixiert. Danach wurden die Exosomen viermal und zwar je-
weils fiir 30 s bei 13000 rpm zentrifugiert und fiir 10 min in 0,1 M KaKodylat gewaschen.
AnschlieBend wurde 1 %iges Osmiumtetroxid in 0,1 M Puffer fiir 60 min hinzugegeben.
Dieser Schritt muss in dunkler Umgebung stattfinden, um eine Préizipitierung zu vermei-
den. Im Anschluss daran wurden die Exosomen fiir 10 min mit 0,1 M Kakodylatpuffer
gewaschen und bei 4 °C iiber Nacht gelagert. Am folgenden Tag wurden die Proben dann
viermal fiir 10 min mit 0,1 M Kakodylat Puffer gewaschen. Zur Entfernung des Wassers
wurde eine Ethanolserie mit ansteigenden Konzentrationen von 30 %, 50 % und 70 % fiir
jeweils 15 min verwendet. Die Exosomen wurden dann mit 2 %igem Uranylacetat unter
erneutem Lichtausschluss kontrastiert. Danach erfolgte eine weitere Dehydrierung mit
einer Ethanolserie, wobei aufsteigende Konzentrationen von 70 %, 80 %, 90 %, 96 % und
zweimal 100 % fiir jeweils 10 min verwendet wurden. Nach der Entfernung des Wassers
wurden die Proben zweimal in Propylenoxid fiir jeweils 30 min inkubiert. Das Propylen-
oxid fungiert dabei als Ubergangslosungsmittel zwischen dem Ethanol und dem Epon.
Zu Beginn des Einbettungsprozesses wurden die Exosomen iiber Nacht in eine 1:1 Mi-
schung aus Propylenoxid und Epon812 gegeben. Die Probenbehélter wurden offengelas-

sen, damit das Propylenoxid in dieser Zeit evaporieren konnte. Am folgenden Tag wurde
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der Einbettungsprozess durch eine Inkubation in reinem Epon fiir 2 h und eine Polymeri-
sierung bei 60 °C fiir 48 h abgeschlossen.
Mit einem Ultracut wurden diinne Schnitte angefertigt, die dann mit einem LEO AB 912

Transmissionselektronenmikroskop untersucht wurden.

2.5 RNA-Isolation

2.5.1 Prinzip
Die Extraktion der RNA basiert auf einer Lyse der Probe mit einem phenolhaltigen Ly-

sereagenz und Chloroform mit einer anschlieenden Auftrennung des Lysats durch Zent-
rifugation in eine wissrige und eine organische Phase [161]. Das im Lysereagenz enthal-
tene Guanidinthiocyanat fiihrt als chaotropes Salz zum einen zu einer Denaturierung der
Proteine in der Probe und zum anderen ist es ein wirkungsvoller Inhibitor von Ribonuk-
leasen, wodurch die RNA vor Degradierung geschiitzt wird. Das Phenol des Reagenzes
wirkt durch eine Wechselwirkung mit dem hydrophoben Kern der Proteine ebenfalls de-
naturierend. Das anschlieend hinzugegebene Chloroform verstirkt die denaturierende
Wirkung des Phenols zusédtzlich. Aulerdem verhindert es die Bildung unldslicher RNA-
Komplexe, die sich in der Interphase anreichern wiirden. Durch seine hohe Dichte (1,47
g/cm®) bildet das Chloroform die Grundlage fiir die Phasentrennung bei der Zentrifuga-
tion. Phenol wiirde zwar durch seine Dichte von 1,07 g/cm® in wissriger Losung selbst
eine Phasentrennung bewirken, sie erfolgt allerdings nach dem Vermischen mit dem
ebenfalls unpolaren Chloroform schneller und griindlicher. Der sich dadurch ergebende
saure pH-Wert flihrt dazu, dass sich die RNA nur in der wissrigen Phase anreichert, wéh-
rend die DNA in der organischen Phase gelost bleibt. Die Grundlage dafiir bildet die Pro-
tonierung des Phosphatriickrats der Nukleinsduren unter diesen Verhéltnissen. Die dop-
pelstrangige DNA verliert dadurch sdmtliche Ladungen und ist dadurch nur noch in un-
polaren Medien 16slich. Die ungepaarten Nukleinbasen der einstrangigen RNA werden
jedoch nicht protoniert, sodass sie auch nach der Protonierung des Phosphatriickrats wei-
terhin in polarer Form vorliegt und deshalb in der wéssrigen Phase verbleibt. Nach einer
Inkubation des Reaktionsansatzes zur Gewihrleistung einer ausreichenden Lyse erfolgt
die Zentrifugation, um die obengenannten drei Phasen zu erhalten: Eine obere wissrige

Phase, die die RNA enthilt, eine weille Interphase, die durch unldsliche Probenbestand-
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teile gebildet wird und die untere organische Phase, in der die DNA gelost ist. Die wiss-
rige Phase wird vorsichtig mit einer Pipette abgenommen und in ein neues Reagenzrohr-
chen iiberfiihrt. Dabei ist darauf zu achten, die Interphase nicht zu beriihren, um eine
Verunreinigung des Endprodukts zu vermeiden. Zur weiteren Aufreinigung der RNA
werden die mitgelieferten Spin-Sdulen verwendet. Wihrend des Durchschreitens der Si-
likatmembran bei der Zentrifugation wird die RNA festgebunden, wodurch ein effizien-
teres Waschen in den Folgeschritten ermoglicht wird. Die Bindung beruht auf der hohen
Affinitdt positiv geladener Silikatgruppen mit dem negativ geladenen Phosphatriickrat
der RNA. Da die RNA dafiir deprotoniert vorliegen muss, wird die gewonnene wissrige
Phase zuvor mit 100 %igem Ethanol versetzt. Dabei sind auch die in der Losung enthal-
tenen chaotropen Salze von groB3er Bedeutung fiir diese Wechselwirkung. Unter dem vor-
herrschenden pH von < 7 brechen sie die Wasserstoffbriicken zwischen dem Wasserstoff
des Wassers und den negativ geladenen Sauerstoffmolekiilen des Silikats. Danach bilden
sie Kationenbriicken zwischen der Membran und dem Phosphat der RNA. Durch die
anschliefenden Waschschritte mit den im Kit enthaltenen Waschpuffern und dem
80 %igem Ethanol werden noch vorhandene Kontaminationen und Salze entfernt. Bei der
abschlieBenden Zugabe von RNAse-freiem Wasser liegen schlieflich salzarme
Verhiltnisse bei einem pH von > 7 vor, wodurch die Bindung der RNA an die
Silikatmembran geldst wird. Nach der Applikation des RNAse-freien Wassers liegt daher
die RNA in wéssriger Losung vor [162].

2.5.2 Durchfiihrung
Die RNA-Extraktion erfolgte nach dem miRNeasy Serum/Plasma Protokoll:

200 pl der Probe wurden mit 1 ml Quiagen Lysis Reagenz versetzt und durch Auf- und
Abpipettieren gemischt, bis eine homogene Losung entstand. Nach 5-miniitiger
Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 pl Chloroform hinzugegeben und fiir 15 s
wurde durch heftiges Schiitteln erneut gemischt. Nach 3-miniitiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurde die Mischung bei 4 °C fiir 15 min bei 12000 g zentrifugiert.

Von den drei entstandenen Phasen wurde die obere wissrige Phase mit einer Pipette
vorsichtig entnommen, in ein neues Reagenzgefd3 libertragen und mit dem 1,5-fachen

Volumen von 100 %igem Ethanol gemischt.

35



Methoden

AnschlieBend wurden 700 ul des Gemischs auf die Spin-Séule iibertragen und fiir 15 s
bei Raumtemperatur mit 8000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der
Prozess wurde dann mit der restlichen Probe wiederholt.

Danach wurden 700 pul RWT Puffer auf die Sdule geladen und fiir 15 s bei
Raumtemperatur mit 8000 g zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchflusses wurde
mit 500 pl RPE Puffer beladen und mit denselben Einstellungen zentrifugiert. Dann
wurden 500 pl 80 %iges Ethanol auf die Siule gegeben und fiir 2 min bei Raumtemperatur
mit 8000 g zentrifugiert.

Die Spin-Sdule wurde danach in ein neues SammelgefaB iiberfiihrt und mit gedffnetem
Deckel fiir 5 min bei Raumtemperatur mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert, um
samtliche Alkoholriickstinde von der Membran zu entfernen. Die Sédule wurde
anschliefend erneut in ein neues Sammelgefal libertragen.

Zuletzt wurden 20 pl RNase-freies Wasser auf die Mitte der Membran gegeben, ohne die
Membran dabei zu beriihren. Nachdem erneut fiir 1 min bei Raumtemperatur mit
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert wurde, lag die RNA in wissriger Losung im
Sammelgefal3 vor.

Die RNA-Konzentration wurde anschlieBend mit einem nanoDrop2000-Spektrometer

gemessen.

2.6 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird die RNA mit einer von der RNA abhéngigen reversen Tran-
kriptase (RT) in ¢cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Dafiir wurde das
TagMan™ MicroRNA Reverse Transkription Kit verwendet, bei dem eine modifizierte
Moloney murine leukemia virus RT mit optimierten Eigenschaften fiir die cDNA-Syn-
these eingesetzt wird. Durch Modifikationen wurde dabei die RNase-H-Aktivitét entfernt,
wodurch das Umschreiben von langeren Transkripten mdglich ist. Durch die erhohte
Thermostabilitit der RT behélt sie ihre Funktionalitét bei Reaktionstemperaturen von bis
zu 50°C.

Zur Erhohung der Spezifitit der Reaktion wurden sequenzspezifische TagMan™-Primer
verwendet, welche durch ihre thermodynamisch giinstige Haarnadelform nur an das zu

amplifizierende Gen binden.
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Alle Vorbereitungsschritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Der Mastermix wurde nach dem
Protokoll aus den bendtigten Mengen von nukleasefreiem Wasser, RT Puffer, RNase In-
hibitor, ANTP Mix und Multiscribe™ RT hergestellt. 5 ul der RNA-Ldsung, die zuvor
auf eine Konzentration von 2 ng/ul verdiinnt worden waren, wurden zu 7 pl Mastermix
gegeben und vermischt. AnschlieBend wurden 3 pl Primer zu dem Ansatz gegeben und
das Gemisch wurde dann fiir 5 min auf Eis inkubiert.

Die Proben wurden in einen 2720 Thermalcycler gegeben und zunéchst fiir 30 min auf
16 °C erwiarmt. Dadurch soll eine Dimerbildung verhindert werden, sodass alle miRNAs
und Primer als Einzelstrang vorliegen. Danach wurde die Temperatur fiir 30 min auf 42
°C erhoht, womit die Synthese des cDNA-Strangs eingeleitet wird. Die RT wurde an-
schlieBend durch Erhitzen auf 85 °C fiir 5 min inaktiviert. AbschlieBend wurden die Pro-
ben fiir mindestens 7 min auf 4 °C gekiihlt, um eine Degradierung der cDNA zu verhin-

dern. [163]

Reaktionsansatz fiir Mastermix (7 pl):

4,16 ul Nukleasefreies Wasser

1,50 pl 10X Reverse Transkription Puffer
0,19 ul RNase Inhibitor 20 U/pl

0,15 pul 100 mM dNTP

1,00 pl MultiScribe™ Reverse Transcriptase

2.7 Polymerasekettenreaktion

Fiir die Genquantifizierung wurde die DNA mit der Polymerasekettenreaktion (PCR) ver-
vielfdltigt. Bei einer Echtzeit-PCR werden zusitzlich Fluoreszenzfarbstoffe hinzugege-
ben, die im Rahmen des Vervielfiltigungsprozesses aktiviert werden. Anhand der mess-
baren Fluoreszenz kann dann auf die Menge der urspriinglichen DNA zuriickgeschlossen
werden.

Die Vermehrung der DNA erfolgt dabei in drei Schritten. Durch das Erhitzen auf 95 °C
wird eine Teilung in die Einzelstrange erreicht (,,Schmelzen*). AnschlieBend erfolgt bei
60 °C die Anlagerung der genspezifischen Primer an die DNA-Matrize (,,Annealing®).

Danach erfolgt die Synthese eines komplementdren Strangs durch die DNA-Polymerase
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(,,Elongation®). Auf diese Weise kommt es bei jedem der 40 Zyklen zu einer Verdopplung
der urspriinglichen Menge der Ausgangs-DNA.

2.7.1 TagMan™-gPCR
Die TagMan™-Methode wurde zur Erhohung der Spezifitit der nachzuweisenden DNA-

Sequenz entwickelt. Sie beruht auf dem Prinzip des sogenannten Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfers. Dafiir wird neben den beiden Primern ein zusitzliches drittes Oligo-
nukleotid verwendet, das zwischen den beiden Primern an die Matrize bindet. Diese
TagMan™-Sonde ist am 5'- und am 3'-Ende mit einem griinen Reporter-Farbstoff und
einem roten Quencher-Farbstoff markiert. Das griine Licht ist wegen seiner kiirzeren
Wellenldnge energiereicher und wird, solange sich die beiden Farbstoffe in enger raum-
licher Ndhe befinden, an den Quencher weitergeleitet. Dadurch wird die Emission der

griinen Fluoreszenz unterdriickt, sodass man nur rotes Licht detektieren kann.

Vorwartsprimer
Ol

3' 5’

5 3¢

«{P)— 5*
Rickwartsprimer

Abbildung 3: Polymerisation des komplementiiren Strangs. Q = Quencher-Farbstoff, R =
Reporter-Farbstoff, P = Polymerase

Wenn die Polymerase bei ihrem Fortschreiten in der Elongation die Sonde erreicht, dann
wird diese durch die 5'-3'-Exonukleaseaktividt des Enzyms abgebaut, wodurch die beiden
Farbstoffe voneinander getrennt werden. Durch diese raumliche Trennung féllt die Supp-
rimierung des Reporter-Farbstoffs weg, sodass danach griine Fluoreszenz detektiert wer-

den kann.
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Abbildung 4: Freisetzung des Reporter-Farbstoffs. Q = Quencher-Farbstoff, R = Reporter-
Farbstoff, P = Polymerase.

Da bei jedem Vermehrungsschritt Reporter-Farbstoff freigesetzt wird, steigt die gemes-
sene Fluoreszenz proportional mit der Menge der amplifizierten DNA. Um falsche Mes-
sungen durch eine Kontamination zu vermeiden, wurden bei jedem PCR-Lauf zusitzlich
Kontrollproben gemessen, bei denen keine cDNA hinzugegeben wurde. In diesen wurde

keine Aktivitit festgestellt.

2.7.2 Durchfiihrung und Auswertung

Fiir jede Probe wurden drei Reaktionsansitze gemessen, um etwaige Ausreiler erkennen

zu konnen.

Reaktionsansatz fiir ein Triplikat:

32,00 pul TagMan™ Fast Advanced Master Mix
24,54 ul Nukleasefreies Wasser

4,26 pl cDNA

3,20 pl TagMan™ Sonden

Im Step One Plus Cycler wurden die Proben bei 95 °C fiir 1 s denaturiert und dann erfolgte
die Amplifizierung der Einzelstringe bei 60 °C fiir 20 s. Dies wurde in 40 Zyklen bei

einer gleichzeitigen Messung der freigesetzten Fluoreszenz durchgefiihrt.
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2.7.2.1 Schwellenwert-Zvklus

Um Riickschliisse auf die Ausgangsmenge der DNA ziehen zu kdnnen, wird bei der quan-
titativen Real-Time-PCR der Schwellenwert-Zyklus (engl. threshold cycle (CT)) be-
stimmt. Dafiir muss zunédchst ein Schwellenwert ermittelt werden. Der Schwellenwert
wird definiert als Mittelwert der Standardabweichung der messbaren Fluoreszenz zwi-
schen dem dritten und dem fiinfzehnten Zyklus multipliziert mit Zehn. Der Schnittpunkt
des Fluoreszenzsignals mit dem Schwellenwert wird auf die x-Achse projiziert. Zu die-
sem Zeitpunkt liegt in jedem Reaktionsgefal3 theoretisch die gleiche Menge neu amplifi-
zierter DNA vor, sodass danach zum ersten Mal ein signifikanter Anstieg der freigesetz-
ten Fluoreszenz gemessen werden kann. Aus den ACT- Werten der Triplikate jedes Tar-
gets wurde der Mittelwert gebildet, der dann fiir die weitere Quantifizierung verwendet

wurde.

2.7.2.2 ACT-Methode
Die Effizienz der cDNA-Synthese weist erhebliche Unterschiede auf, weshalb zusétzlich

zu den miRNAs auch sogenannte Housekeeping-Gene (HKG) amplifiziert wurden. Diese
Gene erfiillen basale Funktionen in den Zellen, sodass interindividuell eine sehr stabile
Expression anzunehmen ist. Beim Plasma und den Leukozyten wurde snU6 verwendet,
da es als stabile endogene Kontrolle weit verbreitet ist [164]. In den Exosomen zeigte
snU6 allerdings eine schwankende Expression, was bereits in einer anderen Arbeit be-
schrieben wurde [165]. Deshalb wurde fiir die Exosomen HY3 als endogene Kontrolle
verwendet, das in diesem Zusammenhang bereits erfolgreich eingesetzt wurde [166]. Bei
der relativen Quantifizierung wurden diese beiden Gene als endogene Kontrollen zur
Normalisierung herangezogen. Dazu wurden die CT-Werte der HKG von den CT-Werten
der Zielgene subtrahiert.

ACT = CT Zielgen — CT HKG

Da es bei jedem PCR-Zyklus zu einer Verdoppelung der vorliegenden DNA kommit,
handelt es sich beim ACT um einen logarithmischen Wert. Zur besseren Auswertbarkeit
wurde er daher durch Potenzierung in eine linear verlaufende relative Expression

umgewandelt.

Relative Expression = 2-4¢7
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2.8 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit den Programmen SigmaPlot 14.0 (Systat
Software Inc.) und Excel 365 (Microsoft). Die Adjustierung der Expression fiir die
Kontrollvariablen Alter und Geschlecht wurde mit einer multiplen linearen Regression
on ranks mit SPSS Statistics 25 (IBM) durchgefiihrt und die Regressionsresiduen
berechnet [167]. Zur Quantifizierung des Einflusses von Alter und Geschlecht werden die
Regressionsgewichte B aufgefiihrt, die den Korrelationskoeffizienten entsprechen [168].
Beim Geschlecht handelt es sich um eine punktbiseriale Korrelation, bei der ein positiver
Korrelationskoeffizient fiir eine stirkere Auspragung beim hoher kodierten Merkmal
spricht, wihrend negative Werte auf eine stirkere Auspragung beim niedriger kodierten
Merkmal hinweisen (weiblich kodiert mit 0, mannlich kodiert mit 1). Somit entspricht im
Folgenden eine positiver punktbiserialer Korrelationskoeffizient einer hoheren miRNA-
Expression bei Ménnern und negative Werte entsprechen einer hoheren Expression bei
Frauen.

Zum Vergleich der drei Gruppen wurde bei Normalverteilung eine one-way ANOVA
(ANOVA) und bei nicht vorhandener Normalverteilung wurde der Kruskal-Wallis-Test
(KWT) durchgefiihrt. Als post-hoc Test wurde der Bonferroni-Test eingesetzt. Fiir die
Partialkorrelation wurde bei Normalverteilung die Pearson-Korrelation und bei nicht
vorhandener Normalverteilung die Spearman-Korrelation verwendet, mit einer sich
anschliefenden Bonferroni-Korrektur zur Vermeidung einer Alphafehler-Kumulierung.

Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant definiert.

2.8.1 Ausreifier-Definition

Bei der Messung der Expressionsniveaus traten auch einzelne stark erhohte Werte auf.
Um eine Verzerrung der statistischen Auswertung durch diese Messpunkte zu verhindern,
wurde die Boxplot-Methode nach Tukey als Ausreier-Definition eingesetzt [169].
Boxplots zeigen den Median als zentrale Linie, wobei die obere und die untere
Begrenzung der Box dem 75. und dem 25. Perzentil entsprechen. Die Enden der Antennen
(Whisker) entsprechen oben dem 90. Perzentil und unten dem 10. Perzentil. Die
Differenz zwischen dem 75. und 25. Perzentil wird als Interquartilabstand bezeichnet.

Messwerte gelten dann als AusreiBer, wenn sie entweder den 1,5-fachen
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Interquartilabstand iiber dem 75. Perzentil oder unter dem 25. Perzentil liegen.

(Abbildung 5)
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Abbildung 5: Ausreifler-Definition.

2.9 Klinische Scores und Fragebogen

Im klinischen Alltag wird eine Vielzahl unterschiedlicher klinischer Scores und Fragebo-
gen zur Einordnung des Zustands von Patienten eingesetzt. Dabei werden abhéngig von
der spezifischen Fragestellung diagnostische Parameter bzw. die Selbsteinschédtzung der
Patienten in représentative Punktwerte iibersetzt. Klinische Scores werden dabei zur Ri-
sikoabschitzung, zur Auswahl von Behandlungen und fiir ein Assessment des Therapie-
erfolgs herangezogen.

Wegen seiner vielgestaltigen Prisentation ist es naheliegend, dass beim CRPS oft unter-
schiedliche Scoresysteme verwendet werden. Auch wenn ihre Verwendung weitverbrei-
tet ist und empfohlen wird, gibt es keinen Konsens dariiber, welche spezifischen Scores
eingesetzt werden sollen [8]. Die in dieser Arbeit verwendeten Scoresysteme und Frage-

bdgen werden im Folgenden ndher erldutert.
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2.9.1 Nummerische Schmerzskala

Das Leitsymptom des CRPS ist ein anhaltender Schmerz, dessen Intensitdt naturgemalf
nicht objektiv gemessen werden kann. Alternativ erfolgt bei der nummerischen
Schmerzskala (Numeric Rating Scale, NRS) eine subjektive Einordnung durch den Pati-
enten. Es handelt sich dabei um eine eindimensionale Skala, auf der die Patienten ihre
subjektiv empfundenen Schmerzen durch einen Zahlenwert von 0 bis 10 angeben. ,,10“
entspricht hier dem stirksten vorstellbaren Schmerz, wihrend ,,0° fiir Schmerzfreiheit
steht. Der Score ist einfach abzufragen und zwar sowohl in schriftlicher als auch in miind-
licher Form. Durch mehrfache Ermittlung im Zeitverlauf konnen zusétzlich Maximal-,

Minimal- und Durchschnittswerte erfasst werden [170].

2.9.2 Neuropathic Pain Symptom Inventory

Beim Neuropathic Pain Symptom Inventory (NPSI) handelt es sich um einen Selbstein-
schitzungsfragebogen fiir eine differenzierte Erfassung der Ausprigung und Qualitdt der
Symptome von neuropathischen Schmerzen [171]. Das NPSI wurde bereits in mehrere
Sprachen iibersetzt, darunter auch Deutsch, und als valides und reliables Messinstrument
bestétigt [172]. Der Fragebogen enthélt 10 Fragen zu unterschiedlichen Symptomen neu-
ropathischer Schmerzen, deren jeweilige Intensitéit innerhalb der letzten 24 h auf einer
nummerischen Skala von 0 bis 10 erfasst werden kann. In zwei weiteren Fragen wird
zwischen anhaltenden und anfallsartigen Schmerzen differenziert. Die Bewertung der
einzelnen Fragen wird in einem Gesamtwert von maximal 100 Punkten zusammenge-
fasst. Der Gesamtscore ist sensitiv flir Verdnderungen der Schmerzintensitit, wodurch er
einen attraktiven Verlaufsparameter fiir Interventionsstudien bildet [171] Der Bogen
wurde bereits bei der Uberpriifung der Effektivitit von Sympathikusblockaden bei CRPS
eingesetzt [173].

2.9.3 Graded Chronic Pain Scale

Die Graded Chronic Pain Scale (GCPS) ist ein reliabler, valider und zeitokonomischer

Selbsteinschiatzungsbogen fiir Patienten mit unterschiedlichen chronischen Schmerzzu-

stainden. Der Bogen besteht aus sieben Fragen. Eine erfasst die Anzahl der Tage mit
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schmerzbedingter Beeintrachtigung. Drei Fragen sollen das subjektive Ausmal} der Be-
hinderung im Alltag erschlieBen. Die weiteren drei Fragen beziehen sich auf die
Schmerzintensitdt. Dadurch ergeben sich fiir Schmerzintensitit und Einschrinkung je-
weils Punktwerte von 0 bis 100. Zusammen mit der Tageszahl konnen diese Werte dann
zur Einordnung der Patienten in eine von vier Schmerzhierarchien verwendet werden.
Abhidngig vom vorgesehenen Verwendungszweck konnen sowohl die Einzelskalen als
auch die hierarchischen Schmerzkategorien zum Einsatz kommen. Fiir die Korrelation
wurden die Skalen fiir Schmerzintensitdt und Einschrankung in dieser Arbeit separat ver-

wendet [174].

2.9.4 CRPS Severity Score

Das am weitesten verbreitete und am besten akzeptierte Messinstrument fiir die Auspré-

gung des CRPS ist der von Harden et al. 2010 vorgeschlagene CRPS Severity Score
(CSS). Er wurde urspriinglich anhand der An- bzw. Abwesenheit von 17 Kriterien ermit-
telt, die sich an den Budapest-Kriterien orientierten [8, 175]. 2017 wurde der Score mini-
mal modifiziert, um eine Gleichstellung zwischen anamnestischen und beobachteten Kri-

terien zu erreichen [176]. Die Kriterien lauten wie folgt:

Anamnestische Kriterien Beobachtete Kriterien
Anhaltender disproportionaler Schmerz Hyperalgesie bei Pinprick-Reiz
Allodynie und Hyperalgesie Allodynie

Asymmetrie der Temperatur Asymmetrie der Temperatur
Asymmetrie der Hautfarbe Asymmetrie der Hautfarbe
Asymmetrie beim Schwitzen Asymmetrie beim Schwitzen
Asymmetrisches Odem Asymmetrisches Odem
Trophische Verdnderungen Trophische Verdnderungen
Motorische Verdnderungen Motorische Verdnderungen

Bei der Auswertung entspricht die Anwesenheit eines Symptoms einem Punktwert von
1, wihrend die Abwesenheit einen Punktwert von 0 ergibt, sodass insgesamt ein Maxi-
malpunktwert von 16 erreicht werden kann. Die Validitdt und Reliabilitit des CSS und
seine Eignung zur Unterscheidung zwischen CRPS- und nicht-CRPS-Patienten wurde

empirisch belegt [8]. Der CSS verfligt liber eine Sensitivitét beziiglich der Verdnderungen
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der klinischen Symptomatik, wobei allerdings erst eine Verdnderung um 4,9 Skalen-

punkte einer klinisch relevanten Veranderung entspricht [176].

2.9.5 Beck Depression Inventory 11

Zur Einbeziehung psychischer Faktoren beim CRPS wurde ein Fragebogen zur Erfassung
depressiver Symptomatik einbezogen. Das Beck Depression Inventory II (BDI II) ist die
1996 veroftentlichte revidierte Version des urspriinglichen BDI, die speziell an die DSM-
IV Kiriterien fiir das Krankheitsbild ,,major depression® angepasst wurde. Der Score eig-
net sich zur Bestimmung der Schwere einer depressiven Symptomatik, ist allerdings fiir
die Erstellung einer klinischen Diagnose ungeeignet. Er besteht aus 21 Fragen, die cha-
rakteristische Symptome und Einstellungen bei Depression erfassen. Fiir jede Frage wer-
den 4 Antwortmdglichkeiten angeboten, die nach Intensitét geordnet sind und Punktwer-
ten von 0 bis 3 entsprechen. Somit konnen Summenwerte von 0 bis 63 erreicht werden,
wobei Werte tiber 19 als klinisch relevant gelten. Die interne Konsistenz, Reliabilitidt und

Validitit des BDI II wurden mehrfach in Studien belegt [177].

2.10 Geriite und Software

Geriit Hersteller

Eppendorf Centrifuge 5418 R Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Applied biosystems 7300 real time PCR | Applied Biosystems, Warrington, UK

System

Nano Drop 2000 Spectrophotometer PeqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

2720 Thermocycler Applied Biosystems, Warrington, UK

Combi Spin Hartenstein GmbH, Wiirzburg, Deutsch-
land

Mixer Uzusio VTX-3000L LMS, Tokyo, Japan

Eppendorf Research Pipetten (10, 20, Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,

100, 1000ul, Multipipette) Wesseling-Berzdorf, Deutschland

Reichert-Jung Ultracut E Leica Microsystems, Wetzlar, Deutsch-
land

LEO AB 912 Transmissionselektronen- | Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

mikroskop Deutschland

Software Hersteller
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StepOnePlus™ Real-Time PCR System

Applied Biosystems, Warrington, UK

NanoDrop 2000/2000¢ Thermoscientific

Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland

Image SP, version 1.2.3.46 (x64)

Trondle Systems, Singen, Deutschland

2.11 Kits und Chemikalien

Kits

Hersteller

miRCURY™ Exosome Isolation Kit

Exigon, Vedbaek, Ddnemark

miRNeasy Serum/Plasma Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

TagMan™ MicroRNA Reverse Trans-
cription Kit

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

TagMan™ Fast Advanced Master Mix

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

miR-183 TagMan™ MicroRNA Assay
(Artikel-Nr.: 002269)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

miR-21 TagMan™ MicroRNA Assay
(Artikel-Nr.: 000397)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

miR-29b TagMan™ MicroRNA Assay
(Artikel-Nr.: 000413)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

miR-144-5p TagMan™ MicroRNA As-
say
(Artikel-Nr.: 002148)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

miR-223-5p TagMan™ MicroRNA As-
say
(Artikel-Nr.: 002098)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

U6 snRNA TagMan™ MicroRNA Assay
(Artikel-Nr.: 001973)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

HY3 TagMan™ MicroRNA Assay
(Artikel-Nr.: 001214)

Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

Chemikalien Hersteller

Erythrocyte Lysis Buffer Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

RNAprotect Cell Reagent Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

RNAse freies H,O Lifetechnologies, Darmstadt, Deutsch-
land

Chloroform Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ethanol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrii-
cken, Deutschland

RNase away Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
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Epon component A Serva ElectrophoresisGmbH, Heidelberg,
Deutschland

Epon component B Serva ElectrophoresisGmbH, Heidelberg,
Deutschland

Osmiumtetroxid Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
USA

Propylenoxid Electron Microscopy Sciences, Hatfield,
USA

Kakodylat Puffer Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Paraformaldehyd Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland

Glutaraldehyd Sigma Aldrich, Steinheim, Deutschland
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3 Ergebnisse

Hiermit wird darauf verwiesen, dass Teile dieser Arbeit bereits vorab publiziert wurden

[178].

3.1 Demographie

In dieser Arbeit wurden die Expressionsprofile ausgewahlter zirkulierender miRNAs von
30 CRPS-Patienten, 20 FK, die nach einem Extremititentrauma einen unauffilligen Hei-
lungsverlauf aufwiesen, und 20 Kontrollen ohne Trauma im Plasma, in Leukozyten und
in Exosomen bestimmt. Tabelle 1 zeigt neben den demographischen Daten die Ergebnisse

mehrerer Schmerzscores, die mit standardisierter Fragebogen erhoben wurden.

CBPS_ _ Kontrollen 1
Patienten FK (n=20) (n = 20) p-Wert
(n=30)
Alter (Jahre) 50,2 +10,3 40,4+ 12.3 50,5+10,9 0,006
(25;73) (20;63) (34;74)
Geschlecht 24 (80 %)/ 9 (45%)/11 16 (80%)/4 0,016
(n (%)%/n (%)) 6 (20 %) (55%) (20%)
Symptomdauer (Jahre) 24+26 0,52 +£0,45 < 0,001
(0,1; 10,8) (0;1,7)
Aktueller Schmerz 42+23 0,8 +1,1(0;4) <0,001
(NRS?) (0;9)
Durchschnittlicher 5,4+19 2,3+ 1,8 (0;6) < 0,001
Schmerz letzte Woche (1;8)
(NRS)
Maximaler Schmerz 7,6 £2,1 4+£2.9(0;5) < 0,001
letzte Woche (NRS) (0;10)
CSS? 12+2,5 1+0,9(0;3) < 0,001
(6;16)
NPSI Summe?* 40+ 20 10£8(0;31) < 0,001
(0;95)
BDI II Score 3 14,1+ 11,1 3,1+£3,4 < 0,001
(2;40) (2;12)
GCPS® Beeintrichtigung | 51,1 +20,9 17,1 £19,6 < 0,001
(3,3; 86,7) (0;80)
GCPS Schmerzintensitit | 55,6 20,5 18,2+ 15,9 < 0,001
(7;90) (0;53,3)

Tabelle 1: Demographie und klinische Scores der Gruppen. 'Unabhingiger t-Test (one-way
ANOVA,; Pearson Chi Square fiir Geschlecht). Alle p-Werte sind zweiseitig. p < 0.05 signifikant;
’NRS, Numeric Rating Scale, Range 0-10. °*CSS, CRPS Severity Score, Range 0-16. “NPSI, Neu-
ropathic Pain Symptom Inventory, Range 0-100. *BDI II, Beck Depression Inventory II, Range
0-63, °*GPSC, graded chronic pain scale, Beeintrichtigung, Range 0-100. GCPS Schmerzintensi-
tét, Range 0-100.
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Es zeigte sich, dass die CRPS-Patienten und Kontrollen hinsichtlich ihrer Alters- und
Geschlechtszusammensetzung sehr &dhnlich waren, wéhrend die FK bei beiden
Parametern signifikant abwichen. Deshalb wurden die Expressionsniveaus fiir den
Vergleich zwischen den Gruppen und die Korrelation noch mathematisch an diese
Kontrollvariablen adjustiert [167].

Es war festzustellen, dass auch die FK sehr wohl unter einer gewissen
Schmerzsymptomatik  litten.  Allerdings waren sowohl die aktuellen und
durchschnittlichen als auch die maximalen Schmerzwerte der letzten Woche bei den
CRPS-Patienten signifikant hoher, was sich auch in den Fragebdgen zeigte, wobei die
CRPS-Patienten in allen klinischen Schmerzscores und im BDI II hohere Werte
erreichten.

Hinsichtlich des zeitlichen Aspekts wiesen die CRPS-Patienten aulerdem eine langere
Symptomdauer auf, sodass sie im Vergleich zu den FK-Patienten bereits seit einer
langeren Zeit unter einer ausgepragteren Schmerzsymptomatik litten.

Wegen eines Dokumentationsfehlers wurden bei der Gruppe der trauma-naiven
Kontrollen zwei Probanden eingeschlossen, die entgegen der Ausschlusskriterien am

Abend zuvor moderate Mengen Alkohol zu sich genommen hatten.
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3.2 Gruppenvergleich

3.2.1 Erhohte miRNA-Expression im Plasma von CRPS-Patienten

Die CRPS-Patienten zeigten eine signifikante Hochregulation von miR-21 und miR-29b
im Vergleich zu den FK (Abbildung 6 B, C). Bei miR-29b ergab sich auch bei der Ex-
pression der Kontrollen eine Hochregulation, die allerdings wegen deren hoher Varianz
nicht signifikant war. Die miR-183 war bei den FK herunterreguliert, aber es bestand

keine Signifikanz (Abbildung 6A).
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Abbildung 6: Hochregulation von miR-21 und miR-29b bei CRPS-Patienten im Vergleich
zu Frakturkontrollen und keine Unterschiede bei miR-183 im Plasma. (A) miR-183; CRPS-
Patienten (n = 27), FK (n = 19), Kontrollen (n = 16); KWT. (B) miR-21; CRPS-Patienten (n =
29), FK (n = 17), Kontrollen (n =18); KWT. (C) miR-29b; CRPS-Patienten (n = 28), FK (n =
17), Kontrollen (n = 17); KWT. (*p < 0.05 signifikant).

Nach der statistischen Bereinigung des Einflusses von Alter und Geschlecht bestanden
keine signifikanten Unterschiede mehr (Abbildung 7). Die generellen Trends blieben je-
doch erhalten. miR-21 und -29b waren bei den Patienten im Vergleich mit den anderen
Gruppen hochreguliert.

Die multiple Regressionsanalyse mit Alter und Geschlecht als unabhédngige Variablen

ergab nur fiir das Geschlecht einen signifikanten Einfluss auf die Expression von miR-21
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mit einer Tendenz zur verstirkten Expression bei Frauen (Tabelle 2). Bei miR-183 und

miR-29b waren weder Alter noch Geschlecht relevante Pradiktoren.
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Abbildung 7: Kein signifikanter Unterschied von miR-183, miR-29b und miR-183 im
Plasma nach Normalisierung fiir Alter und Geschlecht. (A) miR-183; CRPS-Patienten (n =
27), FK (n = 19), Kontrollen (n = 16); ANOVA. (B) miR-21; CRPS-Patienten (n = 29), FK (n =
17), Kontrollen (n = 18); KWT. (C) miR-29b; CRPS-Patienten (n = 28), FK (n = 17), Kontrollen
(n=17); ANOVA.

miRNA Alter! Geschlecht?
miR-183 0,14 -0,19
miR-21 0,11 -0,26*
miR-29b 0,09 -0,03

Tabelle 2: Korrelation von Alter und Geschlecht mit miRNA-Expression im Plasma. 'biva-
riate Korrelation. *punktbiseriale Korrelation. (*p < 0.05 signifikant).
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3.2.2 Keine Unterschiede bei der Expression der miRNAs in L.eukozyten

In Leukozyten bestanden weder bei miR-183, miR-21 noch bei miR-29b signifikante Un-
terschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Keine signifikanten Unterschiede bei miR-183, -21 und -29b in Leukozyten.
(A) miR-183; CRPS-Patienten (n = 27), FK (n = 18), Kontrollen (n = 17); KWT. (B) miR-21;
CRPS-Patienten (n = 30), FK (n = 18), Kontrollen (n = 20); ANOVA. (C) miR-29b; CRPS-
Patienten (n = 30), FK (n = 18), Kontrollen (n =20); KWT.

Nach Adjustierung fiir Alter und Geschlecht bestanden in den Leukozyten weiterhin
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Abbildung 9). Die Verhéltnisse
zwischen den Gruppen zeigten sich unverdndert. Entsprechend konnte in der multiplen
Regressionsanalyse bei keiner der miRNAs ein signifikanter Einfluss von Alter und Ge-

schlecht nachgewiesen werden (Tabelle 3).
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Abbildung 9: Keine Unterschiede bei miR-183, -21 und -29b in Leukozyten nach Adjustie-
rung fiir Alter und Geschlecht. (A) miR-183; CRPS-Patienten (n=27), FK (n = 18), Kontrol-
len (n=17); ANOVA. (B) miR-21; CRPS-Patienten (n = 30), FK (n = 18), Kontrollen (n =20);
KWT. (C) miR-29b; CRPS-Patienten (n = 30), FK (n = 18), Kontrollen (n =20); KWT.

| miRNA Alter! Geschlecht?
miR-183 -0,05 -0,11
miR-21 0,06 -0,1
miR-29b 0,2 -0,07

Tabelle 3: Korrelation von Alter und Geschlecht mit miRNA-Expression in Leukozyten.
'bivariate Korrelation. *punktbiseriale Korrelation.

53



Ergebnisse

3.2.3 Elektronenmikrokopie der Exosomen

Um zu zeigen, dass bei der PEG-basierten Prazipitierungsmethode tatséchlich Vesikel der
korrekten GroBe isoliert wurden, wurde eine elektronenmikroskopische Untersuchung
der Exosomenproben von zwei gesunden Probanden durchgefiihrt. In der Tat konnten in
beiden Proben Vesikel mit fiir Exosomen typischer Grof8e und Morphologie nachgewie-

sen werden (Abbildung 10).

100nm

100nm

Abbildung 10: Exosomen in der TEM. PrimérvergroBerung
150.000, n = 2.
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3.2.4 Hochregulation mehrerer exosomaler miRNAs von Frakturkontrollen

Bei den Exosomen fanden sich die ausgeprigtesten Unterschiede zwischen den Gruppen.
Die FKs zeigten hier im Vergleich mit den beiden anderen Gruppen eine erhohte Expres-
sion der untersuchten miRNAs. Bei miR-183, miR-144-5p und miR-223-5p war diese
Hochregulation im Vergleich mit der CRPS-Gruppe jeweils signifikant (Abbildung 11
A, D, E). Bei miR-183 ergab sich mit einer 2,9-fachen Hochregulation der gro3te Unter-
schied in den Exosomen der FK verglichen mit den CRPS-Patienten. Bei miR-223-5p
kam es zu einer 2-fachen und bei miR-144-5p zu einer 1,5-fach erhohten Hochregulation
bei den Frakturkontrollen im Vergleich mit den CRPS-Patienten. Diese drei Unterschiede
wiesen jeweils eine statistische Signifikanz auf. Zwischen den CRPS-Patienten und der
Kontrollgruppe bestanden keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 11). Nach der
Normalisierung fiir Alter und Geschlecht ergab sich in den Exosomen nur bei miR-223-
5p weiterhin eine signifikante Hochregulation bei den FK bezogen auf die CRPS-Patien-
ten (Abbildung 12 E). Bei miR-183 und miR-144-5p wiesen die FK nun keine signifikant
erhohte Expression mehr auf (Abbildung 12 A, D). Bei miR-29b und -144-5p bestanden
dhnliche Expressionsniveaus bei allen Gruppen.

In der multiplen Regressionsanalyse ergab sich bei miR-183 eine negative Korrelation
mit dem Alter und eine verstirkte Expression bei Madnnern. Bei miR-29b und 144-5p
wurde nur fiir das Alter ein relevanter Einfluss nachgewiesen, ebenfalls mit einer abfal-
lenden Expression im Alter. Fiir miR-21 und miR-223-5p waren weder Alter noch Ge-

schlecht signifikante Pradiktoren (Tabelle 4).
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Abbildung 11: Herunterregulation von mir-183, -144-5p und -223-5p in Exosomen bei CRPS-
Patienten im Vergleich mit Frakturkontrollen. Kein Unterschied bei miR-21 und -29b. (A) miR-
183; CRPS-Patienten (n = 28), FK (n = 20), Kontrollen (n = 16); KWT. (B) miR-21; CRPS-Patienten
(n = 30), FK (n = 18), Kontrollen (n = 19); KWT. (C) miR-29b; CRPS-Patienten (n = 27), FK (n =
18), Kontrollen (n =17); KWT. (D) miR-144-5p; CRPS-Patienten (n = 30), FK (n = 18), Kontrollen
(n = 17); ANOVA. (E) miR-223-5p; CRPS-Patienten (n = 29), FK (n = 20), Kontrollen (n = 18);
KWT. (*p <0.05 signifikant)
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CRPS-Patienten (n = 29), FK (n = 20). Kontrollen (n = 18); KWT. (*p < 0.05 signifikant)

| miRNA Alter! Geschlecht?
miR-183 -0,35* 0,3*
miR-21 -0,23 0,12
miR-29b -0,27* | 0,17
miR-144-5p -0,42% 0,21
miR-223-5p 0,2 | 0,04

Tabelle 4: Korrelation von Alter und Geschlecht mit miRNA-Expression in Exosomen.
'bivariate Korrelation. *punktbiseriale Korrelation. (*p < 0.05 signifikant).
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3.3 Korrelation

Durch eine Partialkorrelation wurde der Zusammenhang der Expressionsniveaus der un-
tersuchten miRNAs mit ausgewéhlten klinischen Daten untersucht. Es wurde eine Parti-
alkorrelation durchgefiihrt, da auch die Daten der FK einbezogen wurden. Eine Partial-
korrelation erlaubt dabei, den storenden Einfluss von Kontrollvariablen zu korrigieren.
Die Daten wurden fiir die Kontrollvariablen Alter und Geschlecht adjustiert. Bei mehrfa-
chen Signifikanztests wurde eine Bonferroni-Korrektur durchgefiihrt, wodurch ein Signi-
fikanzniveau von 0,0056 festgelegt wurde.

Die Gruppen der CRPS-Patienten und der FK wurden fiir die Korrelation zunichst zu-
sammengefasst im Sinne einer Kohorte posttraumatischer Patienten. Unter dem neuen
Signifikanzniveau bestand eine signifikante negative Korrelation von -0,41 zwischen der
mir-223-5p Expression von CRPS-Patienten und FK in Exosomen mit dem CSS (Tabelle
4). Somit war eine erhohte Expression mit einer milderen Auspragung der klinischen
Symptomatik verbunden. Bei niedrigem Expressionsniveau ergab sich eine verstérkte
Streuung der Messpunkte, was einer inhomogeneren Auspragung der klinischen Symp-
tomatik entspricht (Abbildung 13). Dazu passend bestanden Assoziationen von miR-
223-5p mit niedrigeren Scores bei Maximalschmerzen und neuropathischen Schmerzen,

die allerdings nicht signifikant waren.
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Akt. 9] Max. GCPS GCPS
NRS NRS? NRS® Dauer NPSI Int.4 Dis. CSS BDI II
1111181§- 0,09 -0,02 @ -0,16 -0,16 -0,11 | -0,10 @ -0,12  -0,23 -0,16
P- 0,54 | 0,91 0,28 0,29 0,48 0,49 0,42 0,12 0,27
Wert
n 46 46 46 46 47 47 47 48 48

miR-21  -0,12 | -0,11 -0,12 -0,35 -0,17 -0,18 -0,06 -0,15 -0,128

P-Wert 0,43 0,47 0,44 0,02 0,26 0,24 0,68 0,31 0,44
n 46 46 46 46 47 47 47 48 48
miR-
20b 0,09 0,21 0,15 0,03 0,05 0,14 0,08 0,20 0,16
P-Wert 0,55 0,17 0,33 0,84 0,73 0,38 0,62 0,18 0,28
n 45 45 45 43 45 44 44 45 45
miR- 0,12 0,03 0,1 0,03 0,02 0,11 0,08 0,025 0,178
144 ’ Y '97 ’ =Y Y Y “Yy ',7

P-Wert 042 0,84 0,25 0,86 0,89 0,45 0,61 0,89 0,25

n 46 46 46 46 47 47 47 48 48
miR-

223 -0,3% -0,20% -0,37% -0,28% -0,28%5 -0,225 -0,20%5 -0,41° -0,20%

P-Wert | 0,08 0,19 0,01 0,06 0,05 0,14 0,17 | 0,003* 0,17

n 47 47 47 47 48 48 48 49 49
Tabelle S: Ergebnisse der Partialkorrelation von miRNA-Expression in Exosomen mit kli-
nischen Daten von CRPS-Patienten und Frakturkontrollen. Pearson Korrelation (5 Spe-
arman Korrelation). Daten adjustiert fiir Alter und Geschlecht. (Signifikanz * bei < 0,0056).
'Aktueller NRS; ?Durchschnittliche NRS letzte Woche; *Maximale NRS letzte Woche; *GCPS
Schmerzintensitét; >’GCPS Einschrinkung.

Unter dem korrigierten Signifikanzniveau ergaben die Daten der Trauma-Gesamtgruppe
im Plasma und in den Leukozyten keine signifikanten Korrelationen. Die Ergebnisse der
Korrelation im Plasma und in den Leukozyten konnen den Tabellen 1 und 2 im Anhang
entnommen werden.

AuBerdem wurden auf die gleiche Weise Korrelationen der CRPS-Patienten und FK
Einzelgruppen bei allen Blutkomponenten durchgefiihrt. Nach der Bonferroni-Korrektur
bestanden keine signifikanten Assoziationen. Die Ergebnisse sind den Tabellen 3 bis 8

im Anhang zu entnehmen
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Abbildung 13 Partialkorrelation von miR-223-5p Expression mit CSS bei CRPS-Patienten
und Frakturkontrollen. Scatter Plot zeigt CRPS-Patienten in rot und FK in blau. Adjustiert fiir
Alter und Geschlecht. Spearman-Korrelation. r=-0,410 (n = 49).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese Arbeit sollte priifen, ob ausgewéhlte zirkulierende miRNAs, die bereits im Rahmen
unterschiedlicher chronischer Schmerzsyndrome beschrieben wurden, eine aberrante Ex-
pression beim CRPS aufweisen. Dafiir wurde die miRNA-Expression im Blut von CRPS-
Patienten mit der von Traumapatienten mit einem regelhaften Heilungsverlauf und von
Kontrollen ohne vorangegangenes Trauma verglichen. Die Messungen erfolgten im
Plasma, in Leukozyten und Exosomen, um zusétzlich mogliche Unterschiede zwischen
den Expressionsprofilen der jeweiligen Blutkomponenten zu erschlie3en.

Wegen einer abweichenden Alters- und Geschlechtszusammensetzung der FK-Gruppe
musste eine Adjustierung der Ergebnisse an diese Variablen durchgefiihrt werden. Das
Geschlecht zeigte dabei einen signifikanten Einfluss auf die Expression von miR-21 im
Plasma und miR-183 in Exosomen. In den Exosomen konnte auflerdem ein Riickgang der
Expression von miR-183, -29b, und -144-5p Expression mit dem Alter festgestellt wer-
den.

Tatséchlich wiesen die drei untersuchten Blutkomponenten unterschiedliche Expressi-
onsprofile auf. In den Exosomen bestand eine Hochregulation von miR-183, -144-5p und
-223-5p bei den FK, allerdings war nach der Adjustierung nur noch der Unterschied bei
miR-223-5p signifikant. Im Plasma fanden sich erhdhte Expressionen von miR-21
und -29b bei den CRPS-Patienten im Vergleich mit den FK, die nach Alters- und Ge-
schlechtsadjustierung keine Signifikanz mehr aufwiesen. Die Kontrollen ohne Extremi-
tatentrauma zeigten keine signifikanten Unterschiede gegeniiber den beiden anderen
Gruppen.

Die Partialkorrelation der miRNA-Expression mit den klinischen Daten von Patienten mit
zuriickliegendem Trauma ergab eine Assoziation der Expression zwischen exosomalem
miR-223-5p und niedrigeren Werten im CSS. Bei der Analyse der einzelnen Gruppen
wurden mehrere Korrelationen mit dhnlicher oder sogar héherer Stirke gefunden. Wegen
der kleineren GruppengrofB3en konnten diese Korrelationen allerdings nicht das geforderte

Signifikanzniveau erfiillen, sodass ihre Aussagekraft als eingeschrinkt zu bewerten ist.
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4.2 Diskussion der Methoden

Wie bei den meisten Messungen im menschlichen Blut spielen prianalytische Uberle-
gungen eine wichtige Rolle bei der Quantifizierung zirkulierender miRNAs [179]. Bei
der Blutentnahme ist auf eine Vermeidung von Hamolyse zu achten, da sie zu einer arti-
fiziellen Erh6hung einzelner miRNAs und einer Verfilschung der folgenden Arbeits-
schritte fithren kann [180]. Durch eine Lagerung auf Eis und eine Fraktionierung der
Blutproben innerhalb von 12 h wurde versucht, die Degradierung der miRNAs und den
Zerfall von zelluldren Blutbestandteile zu verringern, die zu einer verfilschenden
miRNA-Freisetzung fithren konnten [181].

Die fertigen Plasma- und Leukozytenproben wurden wie allgemein iiblich bei -80 °C ge-
lagert. Unter diesen Lagerungsbedingungen und bei einer Vermeidung mehrerer Auftau-
Gefrier-Zyklen kann der miRNA-Gehalt der Proben auch iiber Jahre stabil bleiben [182].
Fiir Isolation der Exosomen wurde in dieser Arbeit eine Préazipitierungsmethode einge-
setzt. Die dafiir kommerziell erhédltlichen Kits sind benutzerfreundlich und mit einem ge-
ringeren Zeitaufwand verbunden als alternative Verfahren. Sie erlauben die Untersu-
chung geringer Probenmengen und erfordern keine zusitzliche spezialisierte Ausriistung.
Diese Eigenschaften sind wichtige Voraussetzungen fiir die Durchfiihrung moglicher
Routinetests, wenn sich exosomale miRNAs zukiinftig als diagnostisches Mittel im kli-
nischen Alltag etablieren sollten.

Das hier verwendete miRCURY™-Kit wurde bereits sowohl mit anderen Prazipitie-
rungskits als auch mit der Goldstandardmethode Ultrazentrifugation verglichen [183].
Dabei konnte seine Eignung zur verldsslichen Isolation von Exosomen hinsichtlich der
Bestimmung der GroBe, der Morphologie und auch des Gehalts von fiir Exosomen spe-
zifischen Proteinen erfolgreich validiert werden. Wéhrend die Mengen der extrahierten
exosomalen RNA bei der Prazipitierung und Ultrazentrifugation dhnlich sind, unterschei-
den sich die gemessenen miRNA-Profile zwischen den Verfahren [183]. Deshalb sollte
beim Vergleich von Studien mit exosomalen miRNAs ein besonderes Augenmerk auf die
verwendete Isolationsmethode der Exosomen gerichtet werden. Dabei filihrt eine Reduk-
tion der Probenmenge nicht zu einer im gleichen Malle verminderten Menge extrahierter
exosomaler RNA. Es besteht die Vermutung, dass stets eine geringe Kontamination der
Exosomen-Konzentrate mit nicht-exosomalen Partikeln (HDL, AGO) vorliegt [183],

welche bei niedrigen Probenmengen zu einer féalschlich erhohten RNA-Ausbeute fiihren.
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Deshalb sollte eine libermiBige Reduktion der Startmenge bei der Isolation der Exosomen
vermieden werden. Die in dieser Arbeit verwendete Startmenge von 1 ml war verhéltnis-
maBig hoch, sodass dieser verfilschende Einflussfaktor dadurch minimiert werden
konnte.

Fiir die Darstellung und Charakterisierung der Exosomen wurde die TEM eingesetzt, die
wegen der relativ hdufigen Verfiigbarkeit von Elektronenmikroskopen weit verbreitet ist.
[184, 185]. Bei anderen Verfahren ist hingegen meist eine spezialisierte Ausriistung er-
forderlich. Ihr maximales Auflésungsvermogen von bis zu 1 nm erlaubt eine bessere De-
tektion kleiner Vesikel und bietet die Moglichkeit einer visuellen Darstellung. Durch die
Kombination mit einer Immunogold-Markierung bestiinde auBerdem die Moglichkeit,
mit der TEM Informationen zum Proteingehalt der Exosomenmembran zu erhalten. Der
hauptsichliche Nachteil der TEM besteht in der technisch sehr anspruchsvollen und zeit-
aufwendigen Prédparierung der Proben. Aulerdem konnen die zahlreichen Fixierungs-
und Waschschritte und das beim Mikroskopieren bestehende Vakuum zu einer Verfor-
mung oder sogar Zerstorung der Exosomen fiihren. Deshalb wurden die entsprechenden
Schritte von Mitarbeitern des Instituts fiir Anatomie durchgefiihrt, welche iiber die ent-
sprechende Expertise und Erfahrung verfiigen. Bei einer zusétzlichen Verwendung von
Immunogold erhoht sich sowohl die strukturelle Belastung der Exosomen als auch der
technische Aufwand noch weiter. Eine alternative Moglichkeit zur Analyse der exosoma-
len Proteine wire die Verwendung von Western Blot. In dieser Arbeit wurde von einer
zusdtzlichen Proteinanalyse abgesehen, da das verwendete Prézipitierungsverfahren be-
reits vom Hersteller und extern validiert wurde [183].

Bei der Methode, die zur Isolierung der RNA verwendet wurde, handelt es sich um eine
weiterentwickelte Version der single-step Methode nach Chomczynski und Sacchi, die
um eine auf einer Silikatmembran basierende Aufreinigung erweitert wurde [161]. Das
Verfahren ist bekannt fiir seine qualitativ hochwertigen Ergebnisse, da wihrend des Ly-
seprozesses die kritischen RNAsen inaktiviert werden. Das miRNeasy-Verfahren ermog-
licht eine zuverlédssige Isolation von RNA aus kleinen Probenmengen [186]. Die Volu-
menreduktion ist grundsétzlich wiinschenswert, da im Isolat letztendlich immer minimale
Verunreinigungen mit Blutbestandteilen vorliegen (z. B. Lactoferrin und IgG) [180], die
als Polymerase-Inhibitoren wirken und dadurch die folgenden Analyseschritte verfal-

schen konnen. Mit steigenden Probenvolumina erhdht sich der Anteil der Kontaminanten
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bei einer gleichbleibenden RN A-Ausbeute, weshalb eine Startmenge von 200 pl empfoh-
len wird [182]. Als Weiterentwicklung des Verfahrens wurde mittlerweile eine Version
erarbeitet, bei der kein Phenol mehr nétig ist, was vor allem den Arbeitsablauf erleichtert,
aber zu keiner Verbesserung der RNA-Isolation fiihrt [186].

Um eine exogene Kontamination der Proben mit RNAsen und eine Verfélschung der
Messungen zu vermeiden, wurde der Arbeitsplatz vor jedem Arbeitsgang mit 70 %igem
Alkohol und RNAseAWAY™-Reagenz gereinigt. Des Weiteren wurden spezielle Pi-
pettenspitzen, Reagenzgefille und RNAse-freie Reagenzien verwendet.

Zur Quantifizierung mittels PCR wurden die miRNAs nach der Isolation in cDNA um-
geschrieben. Durch die Verwendung von stem-loop Primern kann dieser Vorgang mit
sehr guter Sensitivitdt und Spezifitit durchgefiihrt werden. Dennoch handelt es sich wei-
terhin um einen kritischen Schritt, da die Effizienz der cDNA-Synthese nicht ermittelt
werden kann, weshalb Housekeeping-Gene als endogene Kontrollen verwendet wurden.
Dabei handelt es sich um Gene, die im untersuchten Gewebe interindividuell auf einem
stabilen Niveau exprimiert werden. Da sie bei der cDNA-Synthese derselben Effizienz
wie die miRNAs unterliegen, kdnnen sie zur Normalisierung verwendet werden.

Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine etablierte sensitive und spezifische Methode zur
miRNA-Quantifizierung [187]. Fiir den Einsatz bei miRNAs wurde die Spezifitit des
Verfahrens durch die Verwendung kiirzerer Sonden mit héheren Schmelztemperaturen
gesteigert. Da die Proben beim Ubertragen auf die PCR-Platte nicht verschlossen werden
konnten, wurde dieser Schritt rdumlich getrennt von den anderen Schritten durchgefiihrt,
um eine Kontamination der Proben zu vermeiden. AuBerdem wurden immer Leerproben
ohne cDNA mituntersucht, um eine Kontamination mit externer DNA ausschlie3en zu
konnen.

Wegen der Anfilligkeit von Nukleinsduren fiir Degeneration wurden die komplette
cDNA-Synthese und die PCR-Priparation auf Eis durchgefiihrt. Die Lagerung erfolgte
bei -20 °C unter Vermeidung mehrfacher Auftau-Gefrier-Zyklen.
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4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Expression in den Exosomen

Bei den untersuchten Blutkomponenten ergaben sich jeweils deutlich unterschiedliche
miRNA-Expressionsprofile. Bei den Exosomen wiesen die FK eine signifikante Hochre-
gulation von miR-223-5p im Vergleich mit den CRPS-Patienten auf. Dieser Unterschied
blieb auch nach der Adjustierung fiir Alter und Geschlecht erhalten. McDonald et al.
konnten bereits eine Hochregulation von miR-223-5p in den Exosomen im Serum von
CRPS-Patienten nachweisen [116], wobei allerdings nur sechs Patienten untersucht wur-
den. Diese Diskrepanz kann aber auch auf die unterschiedlichen Ausgangsmaterialien
zuriickgefiihrt werden. Auch bei der Verwendung identischer Isolationsmethoden kénnen
aus dem Plasma mehr Exosomen isoliert werden als aus dem Serum [188]. Aullerdem
verwendeten McDonald et al. die Ultrazentrifugation zur Isolierung der Exosomen, was
zusitzlich zu einem abweichenden miRNA-Profil im Vergleich mit der Prizipitierung
fiihren kann [183]. McDonald et al. beschrieben auflerdem eine Hochregulation von miR-
144 in den Exosomen von CRPS-Patienten, was in der vorliegenden Arbeit nicht repro-
duziert werden konnte [116]. Als mogliche Erklarungen kann man auch hier auf Unter-
schiede bei den Ausgangsmaterialien (Plasma vs. Serum) und den Isolationsmethoden
(Prazipitierung vs. Ultrazentrifugation) verweisen. Fiir die Expression von miR-183, -21
und-29b konnten McDonald et al. keine Unterschiede zwischen den Exosomen der
CRPS-Patienten und den gesunden Kontrollen nachweisen [116]. Auch in dieser Arbeit
konnten keine Abweichungen festgestellt werden. Nach der Adjustierung fiir Alter und
Geschlecht ergaben sich auch gegeniiber den FK keine relevanten Unterschiede mehr.

Bei der Zusammenfassung der Daten von CRPS-Patienten mit Frakturkontrollen ergab
sich eine signifikante negative Korrelation (rs=-0,41) zwischen der miR-223-5p-Expres-
sion und dem CSS, die auch nach der Adjustierung fiir Alter und Geschlecht erhalten
blieb. Erhohtes miR-223-5p war somit mit einem niedrigeren CSS vergesellschaftet und
damit auch einer milderen klinischen Symptomatik verbunden, was auf einen protektiven
Effekt hinsichtlich von miR-223-5p beim Heilungsverlauf hinweist. Eine verminderte Ex-
pression war jedoch mit einer variierenden Krankheitsauspriagung verbunden, sodass ein
Mangel an miR-223-5p nicht unmittelbar zu einer Krankheitsaggravierung zu fiihren
scheint. In der Korrelationsanalyse ergab sich auBBerdem bei einer zunehmenden Symp-

tomdauer eine Tendenz zu einer abfallenden miR-223-Expression (Tabelle 5, 5 Anhang,
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8 Anhang), wodurch man auf eine hauptsidchliche Bedeutung fiir die friihe Krankheits-
phase schlieBen kann. Beim Krankheitsbeginn wird das CRPS pathophysiologisch stark
durch die Inflammation dominiert [26]. Fiir miR-223-5p wurde bereits die Fahigkeit zur
Inhibierung von Entziindungsreaktionen beschrieben. Zu den bestdtigten Zielgenen von
miR-223-5p gehdren eine Reihe von Zelltod-Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie
und der TLR-4 [152, 153, 189]. miR-223-5p ist aulerdem ein direkter Regulator von
Sema 3A, das TLR-abhingig Inflammationsreaktionen aggraviert [190]. Wang et al.
konnten in einem Mausmodell fiir Sepsis eine reduzierte Entziindungsreaktion durch
Makrophagen nach der Aufnahme von mit miR-223 beladenen Exosomen nachweisen,
was mit einem reduzierten Zelluntergang verbunden war [152]. Die Applikation von miR-
223-5p in Makrophagen fiihrt zu einer Differenzierung in einen antiinflammatorischen
Phanotyp, was mit einer erniedrigten Expression von Entziindungsmediatoren, wie
TNFa, IL-1B und IL-6 verbunden ist [157]. Demgegeniiber entwickelten miR-223-
Knockout-Méuse eine verstirkte Inflammationsreaktion bei ventilator-assoziierter Lun-
genverletzung und MRSA-Pneumonie. [126] Diese war reversibel nach Applikation von
miR-223-mimics und einer Supprimierung von Poly-ADP-Polymerase-1 (PARP-1), ei-
nem direkten Regulationsziel von miR-223-5p. PARP-1, das bei miR-223-Inhibierung
eine erhohte Aktivitit aufweist, ist an unterschiedlichen Prozessen beteiligt, wie der
DNA-Reparatur und proteosomalem Abbau. Es wurde bereits mehrfach im Zusammen-
hang mit Inflammation und Ischdmie-Reperfusions-Verletzungen beschrieben [126].

Wegen der mehrfach beschriebenen gleichgerichteten Regulation und Funktion von mir-
223-5p mit ihrem Fiihrungsstrang, kann auch iiber eine funktionelle Beteiligung von miR-
223-3p spekuliert werden [153, 191, 192]. Auch fiir diesen Strang wurden bereits Asso-
ziationen mit regelhaften Heilungsverldufen beschrieben. Bei lumbalem Bandscheiben-
vorfall wiesen die Patienten mit einer verstiarkten Expression von exosomaler miR-223-
3p eine niedrigere Rate von persistierenden Schmerzen auf [193]. Bei den schmerzlosen
Prolaps-Patienten war miR-223-3p auBBerdem mit verringertem proinflammatorischen IL-
6 assoziiert [193]. In dhnlicher Weise korrelierte extrazellulires miR-223-3p bei rheu-
matoider Arthritis mit verminderten inflammatorischen Mediatoren, was mit einem ver-

besserten Therapieansprechen unter TNFa-Blockade verbunden war [194].
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Insgesamt ist somit fiir miR-223 eine entziindungsmodulierende Wirkung ersichtlich. Die
vermehrte Expression bei den FK konnte als eine Reaktion zur Ddmpfung der posttrau-
matischen Inflammationsreaktion verstanden werden. Bei den CRPS-Patienten, die ein
dhnliches Expressionsniveau wie die traumanaiven Kontrollen aufwiesen, bestiinde dem-
zufolge ein relativer Mangel. Dieser konnte zu einer gesteigerten Anfélligkeit fiir das
Auftreten iiberschieBender Inflammationsreaktionen fithren, welche den Ablauf des Hei-
lungsprozesses behindern und somit potenziell zur Entwicklung des CRPS beitragen.
Bei unserer Korrelation ist zu beachten, dass die FK zusétzlich zu der erhhten miR-223-
Expression auch grundsitzlich niedrigere CSS-Werte aufwiesen als die CRPS-Patienten.
Bei der Korrelation der Einzelgruppen konnte jeweils keine relevante Assoziation zwi-
schen miR-223 Expression und CSS nachgewiesen werden (Tabelle 5 Angang, 8 An-
hang), was als Indiz gegen eine kausale Beziehung der Gesamtkorrelation interpretiert
werden kann. Die Korrelation scheint vielmehr darauf zu beruhen, dass beide Parameter
eine Trennschérfe zwischen den Gruppen aufweisen.

Fiir eine weiterfiihrende Abklérung der pathophysiologischen Relevanz von miR-223 bei
CRPS sind zusétzliche Untersuchungen erforderlich. Dabei wire es sinnvoll, inflamma-
torische Mediatoren wie TNFa, IL-1p und IL-6 im Blut der Patienten zu quantifizieren,
um mogliche Korrelationen aufdecken zu konnen. Man kann annehmen, dass solche Me-
diatoren bei Patienten mit erniedrigter miR-223-Expression in einem erhéhten Maf3e vor-
liegen. Wenn dies der Fall sein sollte, dann koénnte in einem weiteren Schritt iberpriift
werden, ob durch eine Applikation von miR-223-mimics eine Inhibierung des Inflamma-
tionsprozesses erreicht werden kann. Des Weiteren wire eine Aufklarung des Ursprungs
der zirkulierenden Exosomen fiir die Einordnung in den pathophysiologischen Prozess
hilfreich. Aktuell ist noch unklar, ob ihre Freisetzung lokal in der betroffenen Extremitét
oder im Rahmen einer systemischen Reaktion erfolgt. Durch die Analyse ihrer Protein-
zusammensetzung kann der zelluldre Ursprung von Exosomen ermittelt werden. Die Ra-
man-Spektroskopie wurde als mogliche Methode zur Bestimmung des zelluldren Ur-
sprungs von Exosomen vorgeschlagen, welche die Mdéglichkeit einer zuverldssigen Ana-

lyse grofBerer Probenanzahlen bieten konnte [195].

4.3.2 Expression im Plasma

Im Plasma war die Expression von miR-21 bei den CRPS-Patienten im Vergleich mit den

FK zunichst signifikant erhoht. Nach der Adjustierung fiir Alter und Geschlecht blieb
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dieser Trend erhalten, wenn auch nicht mehr signifikant. Bei der Untersuchung von Or-
lova et al. konnte keine relevante Hochregulation im Gesamtblut bei CRPS-Patienten
nachgewiesen werden [115], wobei die Kontrollgruppe allerdings aus gesunden Indivi-
duen bestand. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede
gegeniiber der Kontrollgruppe ohne ein zuriickliegendes Trauma festgestellt werden. Die
Hochregulation bei CRPS-Patienten passt gut in den Kontext von der Rolle von miR-21
bei chronischen Schmerzen. So wurde bei schmerzhaften peripheren Neuropathien eine
lokale Hochregulation in den Nervi surales und zirkulierend in den Leukozyten beschrie-
ben [134]. miR-21 wurde in mehreren Tiermodellen fiir neuropathischen Schmerz regel-
haft erhoht exprimiert [135-137]. Die Hochregulation wurde in diesen Modellen durch
eine Nervenschadigung ausgeldst, die hingegen bei CRPS Typ I Patienten definitionsge-
mal nicht vorliegt. Dennoch wird auch bei CRPS I Patienten von einer mikroskopischen
Schiadigung mit einem selektiven Nervenfaserverlust ausgegangen [51]. Trotz einer
mehrfachen Beschreibung bei neuropathischen Schmerzen in der Literatur zeigte die
miR-21 Expression in der Korrelationsanalyse keine Assoziation zu den ausgewihlten
Schmerz-Scores (Tabelle 3 Anhang). Auch Orlova et al. fanden keine signifikanten Kor-
relationen von miR-21 zu klinischen Parametern [115]. Moglicherweise ist miR-21 nur
ein Indikator fiir die Inflammationsreaktion beim CRPS, denn es unterliegt wahrend der
Inflammation einer komplexen Regulation. So fiihren TNFo und NF«kB zu einer Induk-
tion der miR-21 Expression [139]. TNFa ist im Serum und in Hautbiopsien von CRPS-
Patienten erh6ht messbar [39, 43]. NF«kB ist ein Transkriptionsfaktor, der von einer Viel-
zahl der am CRPS beteiligten Zytokine induziert und aktiviert wird [196]. Deshalb wurde
bereits eine positive Korrelation von miR-21 mit dem 16slichen TNFa-Rezeptor bei CRPS
beschrieben, der als Regulator von Inflammationsprozessen fungiert [115].

miR-29b zeigte im Plasma eine Hochregulation bei den CRPS-Patienten im Vergleich
mit den FK. Die Regression ergab keinen signifikanten Einfluss von Alter oder Ge-
schlecht auf miR-29b, allerdings war die Hochregulation nach der Adjustierung nicht
mehr signifikant. Orlova et al. fanden eine Hochregulation der pre-miR-29b-2 nach einer
Stratifizierung ihrer Population. Die Subgruppe wies aulerdem neue positive Korrelatio-
nen mit den inflammatorischen Mediatoren IL-4, IL-5 und TNFa auf [115]. Die Hochre-
gulation von miR-29b bei CRPS kann auch als eine Folge des proinflammatorischen Zu-

stands erkldrt werden. TNFa besitzt eine induktive Wirkung auf die Expression von miR-
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29b [197]. Allerdings weist miR-29b nicht immer einen proportionalen Verlauf zum Ent-
ziindungsgeschehen auf [198].

Ohne weiterfiihrende Untersuchungen eignet sich die Untersuchung der Expression zir-
kulierender miRNAs im Plasma vor allem zur Identifikation von potenziellen Biomar-
kern. Eine Interpretation aus pathophysiologischer Sicht stellt hingegen eine Herausfor-
derung dar. Anders als bei den Exosomen ist eine definitive Ermittlung des zelluldren
Ursprungs plasmatischer miRNAs nicht moglich. Der GroBteil plasmatischer miRNAs
liegt nicht-vesikelgebunden beziehungsweise in einer Verbindung mit AGO-Proteinen
vor [96, 97]. Die Zusammensetzung der verschiedenen AGO-Proteine weist darauf hin,
dass der Hauptteil der frei zirkulierenden miRNAs aus Zellen verschiedener Korperge-
webe stammt, wohingegen Blutzellen eine untergeordnete Rolle einnehmen [199].Weder
der Exportmechanismus noch die Existenz spezifischer Regulationsmechanismen konn-
ten bisher abschlieBend geklart werden. Eine wichtige Stellung nehmen vermutlich
Apoptoseprozesse bei der Freisetzung freier miRNAs ein [96]. Bei Erkrankungen mit er-
hohter entziindlicher Aktivitidt wie CRPS kann es durch eine verstiarkte Apoptose zu einer
erhohten Freisetzung von unspezifischen miRNA kommen. Ein Abgleich zirkulierender
miRNAs mit inflammatorischen Mediatoren, wie bei Orlova et al., konnte bei der Inter-

pretation von miRNAs im Rahmen von Entziindungsreaktionen hilfreich sein [115].

4.3.3 Expression in den Leukozyten

Zuletzt erfolgte die Untersuchung des miRNA-Profils von Leukozyten, welche bei CRPS
bisher noch nicht durchgefiihrt wurde. Der Stellenwert der Leukozyten bei der Entstehung
und Aufrechterhaltung des CRPS konnte bisher nicht abschlieBend geklart werden. Wih-
rend die Gesamtleukozytenzahl im Vergleich mit gesunden Kontrollen nicht abweicht,
weisen CRPS-Patienten im peripheren Blut Verdnderungen einzelner leukozytirer Sub-
populationen und abweichende Zytokinprofile auf [38, 200]. Diese Beobachtungen tru-
gen zur Erwédgung einer autoimmunologischen Teilpathologie des CRPS bei. Die Dysre-
gulation des leukozytdren miRNA-Profils ist ein hdufiges Merkmal autoimmuner Erkran-
kungen, sodass eine Dysregulation des leukozytiren miRNA-Profils beim CRPS als
denkbar erschien. In unserer Kohorte fanden sich in den Leukozyten bei miR-183, -21

und -29b keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Anders als die meisten
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autoimmunologischen Erkrankungen entwickelt sich CRPS hauptséchlich nach einem lo-
kalisierten externen Ausloser. Es gibt allerdings auch mehrere Beispiele fiir die Dysregu-
lation des miRNA-Profils zirkulierender Leukozyten als Antwort auf lokalisierte Noxen.
Bei akutem Schlaganfall wurde vermindertes let7i in den Leukozyten des peripheren
Bluts nachgewiesen [201]. Beim akuten Myokardinfarkt konnte in den Monozyten eine
erhohte Expression einer Reihe von miRNAs festgestellt werden [202]. Dabei sollte al-
lerdings bedacht werden, dass Verdnderungen des leukozytiren miRNA-Spektrums in
diesen Beispielen vor allem in akuten Erkrankungsphasen auftreten. Daher zeigten die
CRPS-Patienten in der Korrelation bei allen miRNAs (speziell miR-183) eine Tendenz
zur abfallenden Expression mit einer zunehmenden Schmerzdauer (Tabelle 4 Anhang).
Deshalb kann man eine weitgehende Normalisierung des leukozytiren miRNA-Profils
bei Patienten mit einem ldngeren Krankheitsverlauf annehmen. Weiterhin gilt es zu be-
denken, dass die Leukozyten bei CRPS einen Tropismus zur betroffenen Seite aufweisen.
So reichern sich die Leukozyten im akuten Stadium unabhéngig von der Subpopulation
in der betroffenen Extremitit an [203]. Makrophagen infiltrieren nach einer Differenzie-
rung in einen proinflammatorischen Phianotyp in DRGs, wo sie zu einer Sensibilisierung
und einer gesteigerten Nozizeption beitragen [138]. Deshalb befinden sich die Leukozy-
ten mit dem potenziell am stirksten verdnderten miRNA-Gehalt moglicherweise nicht in
der freien Zirkulation und kénnen daher eventuell nicht im peripheren Blut erfasst wer-

den.

4.3.4 Einfluss von Alter und Geschlecht

Als Limitation der Arbeit kann man die abweichende Alters- und Geschlechtsverteilung

der FK-Gruppe gegeniiber den beiden Vergleichsgruppen anfiihren. Die FK waren im
Durchschnitt 9,8 Jahre jiinger als die CRPS-Patienten und 10,3 Jahre jlinger als die Kon-
trollen ohne Trauma. Auflerdem lag der Anteil der weiblichen Probanden bei den FK bei
45 %, wihrend der Frauenanteil in den beiden anderen Gruppen 80 % ausmachte.

Diese Unterschiede beruhen auf einer erschwerten Rekrutierbarkeit dieser Patienten-
gruppe. Durch die Einschrankung auf Patienten mit einem vorangegangenen Trauma der
oberen Extremitét ergibt sich ein reduziertes rekrutierbares Patientenkollektiv. Eine Er-

weiterung durch die Aufnahme von Patienten mit Verletzungen der unteren Gliedmalen
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ist wegen der niedrigeren Priavalenz des CRPS bei dieser Lokalisation nur in einem ein-
geschriankten Mafle mdglich. Hinsichtlich des fehlenden Eigennutzens und der zurticklie-
genden Krankenhausanbindung haben die Patienten oft keine Motivation fiir weitere Un-
tersuchungen im Rahmen einer Studie. AuBerdem wiest das Klientel von Universitétskli-
niken im Vergleich mit gesunden Probanden haufig Vorerkrankungen und eine Polymedi-
kation auf, wodurch eine EinschlieBung in Studien erschwert wird.

Um dem verfilschenden Einfluss der abweichenden Alters- und Geschlechtszusammen-
setzung der FK-Gruppe entgegenzuwirken, wurde eine Adjustierung durch multiple line-
are Regression on ranks durchgefiihrt. Dabei konnte fiir miR-29b, -144 und -183 in den
Exosomen eine negative Korrelation mit dem Alter nachgewiesen werden. miR-183 in
den Exosomen war auBlerdem mit einer verstidrkten Expression bei Ménnern assoziiert,
wéhrend miR-21 im Plasma tendenziell bei Frauen stirker exprimiert wurde.

Die Expression von miRNAs, die auf dem X-Chromosom codiert werden oder einem
regulatorischen Einfluss der Sexualhormone unterliegen, kann verstirkt durch das Ge-
schlecht beeinflusst werden. In einer bioinformatischen Studie von Cui et al. wurden in
mehreren Geweben jeweils mehr als 500 miRNAs auf geschlechtsspezifische Unter-
schiede untersucht [204]. Darunter waren auch die in der vorliegenden Arbeit untersuch-
ten miR-183, -21, -29b, -144-5p und 223-5p eingeschlossen. Dabei zeigte sich nur miR-
144 im peripheren Blut der Midnner als verstirkt exprimiert. Auch in unserem Kollektiv
war in der Regression das ménnliche Geschlecht mit einer erh6hten Expression von miR-
144 assoziiert, allerdings ohne statistische Signifikanz (Tabelle 4). Bei den anderen miR-
NAs konnten Cui et al. im Blut keine geschlechtsspezifischen Unterschiede feststellen.
In dieser Studie wurden allerdings nur Blutproben von gesunden Individuen analysiert.
Aber auch im Rahmen von einzelnen Krankheiten wurde bereits eine geschlechtsspezifi-
sche Regulation aufgezeigt. So konnte in einem murinen Tiermodell fiir systemischen
Lupus erythematodes eine Ostrogenbedingte Hochregulation bei weiblichen Miusen
nachgewiesen werden [205]. Bei unserer Kohorte waren stattdessen die Ménner signifi-
kant mit einer erh6hten Expression in den Exosomen assoziiert (Tabelle 4). Diese Dis-
krepanz ldsst sich am ehesten durch die unterschiedliche Pathophysiologie und durch
Speziesunterschiede erkldren.

Bei der Expression von miRNAs, die an Wachstums- beziehungsweise an Degenerati-

onsprozessen beteiligt sind, kann das Alter einen verstarkten Einfluss ausiiben. Mehrfach
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wurden bereits Microarray-basierte Studien zur Identifizierung von miRNAs durchge-
fiihrt, die einer solchen Einwirkung unterliegen [206-208]. Dadurch konnte eine Alters-
abhéngigkeit mehrerer miRNAs, wie miR-103, -107 und -24, mehrfach bestétigt werden.
Fiir viele andere miRNA-Spezies konnten einzelne Studien einen Einfluss des Alters auf
die Expression nachweisen, der in anderen Studien nicht reproduziert werden konnte.
Diese widerspriichliche Datenlage basiert auf Unterschieden bei den untersuchten Gewe-
ben, den Gruppengréfen und willkiirlich gewdhlten Altersgrenzen bei den Versuchsgrup-
pen. Von den hier analysierten miRNAs konnten Noren Hooten et al. eine Erh6hung von
miR-21 im Serum der dlteren Untersuchungsgruppe zeigen [208]. Die Korrelation ergab
jedoch keine signifikante Assoziation zwischen der miR-21 Expression und dem Lebens-
alter. ElISharawy fand demgegeniiber eine Herabregulation der Expression von miR-183,
-21 und miR-144-5p [207], wobei allerdings die dltere Gruppe einen Altersdurchschnitt
von 96 Jahren aufwies. Es handelte sich hier also um ein auergewdhnliches Patientengut,
sodass diese Daten nicht ohne weiteres verallgemeinert werden sollten.

miR-183 wurde bereits im Zusammenhang mit Degeneration beschrieben [209], sie galt
allerdings im Plasma unabhéingig vom Alter als stabil exprimiert [210]. Auch in der vor-
liegenden Arbeit unterlag miR-183 in den Plasmaproben nur einer geringen Beeinflus-
sung. In den Exosomen zeigte miR-183 hingegen eine mit dem Alter verbundene Herab-
regulation. Demgegeniiber wurde in den Exosomen im hoheren Alter bereits eine Hoch-
regulation von miR-183 beschrieben, die mit einer verminderten Differenzierung von
Knochenmarksstammzellen und einer Knochendemineralisierung verbunden war [211].
Diese widerspriichliche Tendenz kann moglicherweise darauf zuriickgefiihrt werden,
dass die Analyse an Exosomen zelluldren Ursprungs von Miusen durchgefiihrt wurde. So
wurde bei Miusen eine altersbedingte Hochregulation von miR-29b in Exosomen aus
Knochenmarksstammzellen beschrieben, wiahrend in unserer Kohorte die Expression mit
dem Alter abnahm [212]. Untersuchungen von miR-144 im Plasma konnten wiederholt
keine relevanten Auswirkungen des Alters auf die Expression aufzeigen [213, 214]. In
Exosomen konnte spéter, dhnlich wie in dieser Arbeit, eine altersbedingte Herabregula-
tion in einer Kohorte gesunder Probandinnen nachweisen werden [215].

Beim CRPS bestehen eine erheblich ungleiche Geschlechterverteilung und eine steigende

Erkrankungswahrscheinlichkeit im héheren Alter [19, 20]. Eine alters- oder geschlechts-
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abhingige miRNA-Expression konnte eine mogliche Erklarung filir diese Phanomene lie-
fern. Allerdings kann keine einheitliche Aussage iiber den Einfluss von Alter und Ge-
schlecht auf die miRNA-Expression gemacht werden. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit und die seither veroffentlichten Studien weisen darauf hin, dass diese Beeinflus-
sung sehr viel komplexer ist als urspriinglich angenommen wurde. Denn neben der Art
der miRNA héngt das Ausmal des Effekts von Alter und Geschlecht u. a. auch vom un-
tersuchten Gewebe und der Pathophysiologie von zugrundeliegenden Erkrankungen ab.
Bei den Exosomen kann man annehmen, dass der Einfluss zuséitzlich erh6oht wird, da Al-
ters- und Geschlechtsunterschiede auf die vielfdltigen Regulationsmechanismen fiir Bio-
genese und Beladung einwirken konnen. Dadurch ergeben sich Implikationen hinsicht-
lich des Studiendesigns und der Interpretation der Ergebnisse. Da Frauen wegen ihrer
erhohten Erkrankungswahrscheinlichkeit in Studienkohorten meist stark {iberreprasen-
tiert sind, konnen die Ergebnisse womdglich nicht ohne weiteres auf ménnliche Patienten
ibertragen werden. Auflerdem konnte bei der zukiinftigen Etablierung von auf miRNAs
basierenden Biomarkern fiir CRPS die Implementierung alters- oder geschlechtsspezifi-

scher Grenzwerte erforderlich sein.
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5 Zusammenfassung

CRPS ist eine anhaltende Schmerzerkrankung, die nach Verletzungen auftritt und mit
einer variierenden Kombination von Symptomen aus den Bereichen Sensorik, Vasomo-
torik, Sudomotorik/Odemen und Motorik verbunden ist. Die Physiologie des Krankheits-
bildes ist nicht abschlieBend gekléart, allerdings wird eine komplexe Interaktion mehrerer
Pathomechanismen als Ursache angenommen. Deshalb stellt das CRPS sowohl eine di-
agnostische als auch eine therapeutische Herausforderung dar. miRNAs sind kurze, ein-
strdngige und nicht-codierende RNAs, die durch Inhibierung der Translation und Degra-
dierung von mRNAs an der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression beteiligt
sind. Sie werden auch von den Zellen durch Exosomen, Mikrovesikel, Lipoproteine und
Apoptose freigesetzt, sodass sie in unterschiedlichen Kdorperfliissigkeiten nachgewiesen
werden konnen. Bei vielen Erkrankungen kann eine Dysregulation der miRNA-Expres-
sion festgestellt werden, weshalb grof3es Interesse daran besteht, sie als Biomarker oder
fiir therapeutische Ansétze nutzbar zu machen. Die miRNAs miR-183, -21, -29b, -144, -
223 wurden bereits im Zusammenhang mit entziindlichen und neuropathischen Prozessen
und der Disruption von Immunobarrieren beschrieben. In dieser Arbeit wurde untersucht,
ob bei der Expression dieser miRNAs im Blut von CRPS-Patienten, Patienten mit einem
komplikationslosen posttraumatischen Heilungsverlauf und von Kontrollen ohne ein vo-
rangegangenes Trauma Unterschiede bestehen. Die Messungen erfolgten im Plasma, in
Leukozyten und Exosomen, um dadurch auch die Regulation in den einzelnen Blutkom-
ponenten vergleichen zu konnen.

Tatséchlich fanden sich unterschiedliche miRNA-Expressionsprofile bei den verschiede-
nen Biomaterialien. Auflerdem konnte bei einzelnen miRNAs ein Einfluss von Alter und
Geschlecht auf die Expression nachgewiesen werden. Diese Beeinflussung war dariiber
hinaus auch abhédngig vom untersuchten Biomaterial und vor allem bei den Exosomen
besonders ausgeprigt. In den Exosomen ergab sich eine signifikante Hochregulation von
miR-223-5p bei den FK im Vergleich mit den CRPS-Patienten. Bei der Zusammenfas-
sung der Daten von CRPS und FK fand sich auerdem eine negative Korrelation zwischen
der miR-223-5p-Expression und dem CSS, sodass ein erhohtes Expressionsniveau mit
einer milderen Krankheitsausbildung verbunden war. Hinsichtlich der traumanaiven

Kontrollen war das Expressionsniveau der CRPS-Patienten hingegen unveréndert. Diese
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Ergebnisse weisen darauf hin, dass beim CRPS im Vergleich mit einem regelrechten Hei-
lungsverlauf eine insuffiziente beziechungsweise ausbleibende posttraumatische Anpas-
sung des miRNA-Spektrums vorliegt. Diese posttraumatische Regulation stellt eventuell
eine wichtige Voraussetzung fiir den Ablauf eines komplikationslosen Heilungsprozesses
dar. Fiir miR-223-5p wurde bereits mehrfach eine antiinflammatorische Wirkung durch
die Regulation von proinflammatorischen Rezeptoren und die Beeinflussung der Diffe-
renzierung von Makrophagen beschrieben. Eine verminderte Expression konnte somit zu
einer Disposition fiir iiberschieBende Entziindungsreaktionen fiihren und dadurch zur
Entwicklung von CRPS beitragen.

Diese Ergebnisse weisen auf die Beteiligung zirkulierender und vor allem exosomaler
miRNAs bei der Pathophysiologie des CRPS hin. Zur weiterfilhrenden Abkldrung der
pathophysiologischen Relevanz von miR-223-5p sind jedoch zusitzliche Untersuchun-
gen erforderlich. Dabei bleibt es zu priifen, ob eine verminderte miR-223-5p-Expression
mit verstirkten Entziindungsmarkern und einer verstérkten proinflammatorischen Diffe-
renzierung von Makrophagen verbunden ist. Eine Abklarung der Herkunft der Exosomen
konnte dabei helfen, zwischen einer lokalen und einer systemischen Reaktion zu unter-
scheiden. Die Beantwortung dieser Fragen konnte zu einem besseren Verstindnis beitra-
gen, warum manche Patienten nach einem Extremititentrauma ein CRPS entwickeln und

keinen normalen Heilungsverlauf erfahren.
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6 Summary

CRPS is a lasting pain condition, which appears after an injury and manifests as a varying
combination of sensoric, vasomotoric, sudomotoric/edema and motoric symptoms. The
physiology of CRPS is not fully understood since there is a complex interaction of several
possible underlying pathomechanisms. Therefore, CRPS presents a diagnostic as well as
a therapeutic challenge. miRNAs are short, single-stranded, non-coding RNAs, which are
involved in the posttranscriptional regulation of gene expression by inhibiting the trans-
lation and causing the degradation of mRNA. They can be exported by the cells using
exosomes, microvesicels, lipoproteins und apoptosis. Extracellular miRNAs can be found
in several in different body fluids. Dysregulation of miRNA-expression has been found
in several diseases, causing in an interest to utilize them as biomarkers or for therapeutic
applications. The miRNAs miR-183, -21, -29b, -144 and -223 have been described in
inflammatory und neuropathic processes as well as disruption of immunobarriers. This
work investigated, if there is a difference in the expression of these miRNAs in the blood
of CRPS patients, patients with a normal posttraumatic recovery und controls without
trauma. miRNAs were measured in plasma, leukocytes and exosomes to additionally
compare these blood components.

Indeed, the biomaterials showed differing miRNA-expression profiles. The expression
also showed to be influenced by age and gender, especially in exosomes. In exosomes
upregulation of miR-223-5p was found in fracture controls compared to CRPS patients.
When combing the data of CRPS patients and fracture controls there was a negative cor-
relation between miR-223-5p-expression and the CSS, associating higher expression with
a less severe presentation of CRPS. Compared to controls without preceding injury, there
was no difference in expression levels. This suggests an insufficient or missing posttrau-
matic adaptation of miRNA-expression in CRPS compared to normal healing. This adap-
tation might be an important prerequisite for a regular recovery process. miR-223-5p has
been described to elicit anti-inflammatory effects by regulating proinflammatory recep-
tors and promoting macrophage polarisation. A reduced expression might therefore lead
to a susceptibility to excessive inflammatory and thereby facilitate the development of

CRPS.
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Summary

These findings point to contribution of especially exosomal miRNAs to the pathophysi-
ology of CRPS. To further examine the pathophysiological relevance of miR-223-5p ad-
ditional investigations are required. Measuring inflammatory mediators could show, if
reduced miR-223-5p is associated with a heightened inflammatory state. Determining the
origin of the blood-borne exosomes would help in differentiating between a local or sys-
temic response. Answering those questions might help in understanding, why some peo-

ple develop CRPS instead of experiencing a normal healing process.
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10 Anhang
10.1 Korrelation von CRPS-Patienten und Frakturkontrollen

10.1.1 Plasma

Akt. O Max GCPS  GCPS
NRS' NRs* NRs' Daver NPSL .4 s €SS BDHI

M BIS 02 029 017 023 007 015 027 033

P 0,34 0,15 0,06 0,27 0,12 0,26 0,34 0,07 0,03
Wert

n 44 44 44 44 45 45 45 46 46
miR- s

11 0,07 0,07 0,06 -0,13 -0,14 0,08 0,16 0,11 0,04

I¥ 0,67 0,65 0,71 0,41 0,35 0,58 0,30 0,47 0,77
Wert

n 44 44 44 44 45 46 46 46 46

112“91;- 0,065 0,075 -0,025 0,035 -0,055 0,035 0,175 0,165 0,045

P 0,69 0,64 0,90 0,86 0,76 0,85 0,26 0,29 0,77
Wert
n 43 43 43 43 44 45 45 45 45

Tabelle 1 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Plasma mit klini-
schen Daten von CRPS-Patienten und Frakturkontrollen. Pearson Korrelation (5 Spearman Korrela-
tion). Daten adjustiert fiir Alter und Geschlecht. ' Aktueller NRS; 2Durchschnittliche NRS letzte Woche;
3Maximale NRS letzte Woche; “GCPS Schmerzintensitit; >’GCPS Einschrinkung.
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10.1.2 Leukozyten

Akt. O  Max. GCPS GCPS
NRS! NRS? NRs? Paver NPSL -y piss

nlnsl;' -0,09 -0,18 -0,15 -0,24 -0,27 -0,25 -0,05 -0,22 -0,38

CSS BDIII

P 0,57 0,26 0,34 0,13 0,08 0,11 0,75 0,15 0,01
Wert
n 43 43 43 43 44 44 44 45 45

mZi?- -0,09 -0,08 -0,05 | -0,255 | -0,32 -0,09 -0,09 -0,33 -0,31

P 0,54 0,60 0,75 0,09 0,03 0,57 0,56 0,02 0,03
Wert
n 46 46 46 46 47 47 47 48 48

HZI;Rb- -0,08 -0,15 -0,08 -0,18 -0,23  -0,125 -0,18%  -0,34 -0,13

P 0,58 0,31 0,59 0,22 0,12 0,42 0,26 0,02 0,37
Wert
n 46 46 46 46 47 47 47 48 48

Tabelle 2 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Leukozyten mit
Kklinischen Daten von CRPS-Patienten und Frakturkontrollen. Pearson Korrelation (¥ Spearman Kor-
relation). Daten adjustiert fiir Alter und Geschlecht. ' Aktueller NRS; 2Durchschnittliche NRS letzte Wo-
che; *Maximale NRS letzte Woche; *‘GCPS Schmerzintensitit; >*GCPS Einschrinkung.

10.2 Korrelation der CRPS-Patienten der Einzelgruppe

10.2.1 Plasma

Akt. o Max Dauer  NPSI GCPS GCPS

CSS BDIII

NRS' NRS? NRS? Int!  DisS
nl‘;g' 0,02 -006 -028 -0,14 -0,14 -021 -0,15 -0,42 -0,39
P 094 078 @ 0,16 049 = 048 031 045 0,03 0,04
Wert
n 26 26 26 26 o7 I 27 27 27
mZ‘}" 0,09 -006 -0,13 -021 -047 -018 -0,08 -0,44 -020

P wert 0,66 0,78 0,51 0,29 0,01 0,36 0,69 0,02 0,29

n 28 28 28 28 29 29 29 29 29
nzngll{)- -0,14 -0,06 -0,20 -0,10 -0,36 -0,26 -0,06 -0,35 -0,14

P 0,49 0,78 0,31 0,64 0,06 0,19 0,75 0,07 0,48
Wert

n 27 27 27 27 28 28 28 28 28

Tabelle 3 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Plasma von CRPS-
Patienten mit klinischen Daten von CRPS-Patienten. Pearson Korrelation. Daten adjustiert fiir Alter
und Geschlecht. 'Aktueller NRS; *Durchschnittliche NRS letzte Woche; *Maximale NRS letzte Woche;
4GCPS Schmerzintensitit; >’GCPS Einschrinkung.
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10.2.2 Leukozyten
Akt. o Max. GCPS GCPS

NRS! NRS? NRs? Paver NPSL Lo pis €SS BDHI
miR-
g3 005 006 006 -046 -042 -013 -009 -0,17 -041
P 08 077 078 @ 0,02 003 051 066 041 0,04
Wert
n 26 26 26 26 27 27 27 27 27
mzli{_ 0,01 004 007 -025 -048 -0,04 -0,09 -040 -0,21
17 095 083 071 020 001 084 065 003 028
Wert
n 29 29 29 29 30 30 30 30 30
“2‘;1;' 013 -025 -0,17 -023 -048 -0,11 -0,19 -0,26 -0,11
P 049 020 037 024 001 056 031 017 055
Wert
n 29 29 29 29 30 30 30 30 30

Tabelle 4 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Leukozyten von
CRPS-Patienten mit klinischen Daten von CRPS-Patienten. Pearson Korrelation. Daten adjustiert fiir
Alter und Geschlecht. 'Aktueller NRS; ?Durchschnittliche NRS letzte Woche; *Maximale NRS letzte Wo-
che; “GCPS Schmerzintensitit; >\GCPS Einschrinkung.
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10.2.3 Exosomen

Akt. O  Max. GCPS GCPS
NRS' NRS? NRs? Paver NPSL o0 pis €SS BDHI
miR-
Y038 | 003 | 005 030 003 022 018 009 005
P 005 08 08 013 087 027 036 063 080
Wert
n 27 | 27 | 27 | 27 | 28 | 28 | 28 | 28 | 28
MR 006 002 004 048 006 005 009 001 0,14
P 077 091 08 001 041 078 063 094 045
Wert
n 29 29 29 29 30 30 30 30 30
“2‘;1;' 019 015 024 010 006 028 030 040 0,32
P 034 044 023 063 078 015 014 004 0,10
Wert
n 27 | 27 | 27 | 26 | 27 | 27 | 27 | 271 | 27
MR 032 003 003 018 004 006 016 003 0,06
P 009 08 087 036 08 074 040 089 0,77
Wert
n 29 29 29 29 30 30 30 30 30
TN019 011 002 036 004 018 026 002 -0,04
P 035 059 09 006 084 035 017 094 083
Wert
n 28 28 28 28 29 29 29 29 29

Tabelle S Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Exosomen
von CRPS-Patienten mit klinischen Daten von CRPS-Patienten. Pearson Korrelation. Daten
adjustiert fiir Alter und Geschlecht. 'Aktueller NRS; *Durchschnittliche NRS letzte Woche;

3Maximale NRS letzte Woche; *GCPS Schmerzintensitit; *GCPS Einschrinkung.
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10.3 Korrelation der Frakturkontrollen der Einzelsruppe

10.3.1 Plasma

Akt. 0  Max. GCPS GCPS
NRS! NRs* NRs? Daver NPSL s pis €SS BDHI
“I‘;g' 046 -0,07 -021 -037° -0,53 -040 -045 -0,53 -0,41
P 0,05 080 040 = 0,13 002 0,10 = 006 002 009
Wert
n 18 18 18 18 18 18 18 19 19
miR-
5 019 023 059 026 026 -020 0,12 -008 -031
P 049 038 001 034 034 047 064 076 024
Wert
n 16 16 16 16 16 17 17 17 17
miR-
Jop | 034 <017 035 041 -038 038 -048 -005 -0,08
P 0,19 = 053 016 011 0,15 0,15 005 084 077
Wert
n 16 16 16 16 16 17 17 17 17

Tabelle 6 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Plasma von Frak-
turkontrollen mit klinischen Daten. Pearson Korrelation (> Spearman Korrelation). Daten adjustiert fiir
Alter und Geschlecht. 'Aktueller NRS; 2Durchschnittliche NRS letzte Woche; *Maximale NRS letzte Wo-

che; “GCPS Schmerzintensitit; *GCPS Einschrinkung.

10.3.2 Leukozyten

Akt. O  Max. GCPS GCPS
NRS! NRs* NRs? DPauer NPSL o7 pis  CSS BDIN
M 035 042 000 026 031 023 059 022 016
P 017 009 069 031 023 037 001 037 055
Wert
n 17 17 17 17 17 17 17 18 18
miR- s
D014 024 004 002 003 003 053 0,095 038
P 060 035 08 065 092 09 003 071 0,13
Wert
n 17 17 17 17 17 17 17 18 18
miR- S
P 062 030 016 040 042 054 002 014 020
P 001 024 054 011 009 002 094 058 044
Wert
n 17 17 17 17 17 17 17 18 18

Tabelle 7 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Leukozyten von
Frakturkontrollen mit klinischen Daten. Pearson Korrelation (5 Spearman Korrelation). Daten adjus-
tiert fiir Alter und Geschlecht. !Aktueller NRS; 2Durchschnittliche NRS letzte Woche; *Maximale NRS

letzte Woche; *GCPS Schmerzintensitit; >GCPS Einschrinkung.




Anhang

10.3.3 Exosomen

Akt. O  Max GCPS GCPS
NRS! NRs* NRg? Dauver NPSL o7 pis  CSS BDIN
MN017 012 024 029 030 016 016 006 043
wore | 049 063 033 023 022 053 049 081 007
- 19 19 19 19 19 19 19 20 20
M 0200 0018 0115 063 0408 0425 0035 03 007
wore | 025095 067 001 011 009 090 021 078
n 17 17 17 17 17 17 17 18 18
miR-

Tor 008 015 005 001 033 006 003 057 -013
wore | 075 056 084 | 095 018 081 090 00l 062
- 18 18 18 17 18 17 17 18 18
M 009 004 008 030° 0008 0295 019 015 054
wore 073 089 078 023 098 025 045 056 0,02
n 17 17 17 17 17 17 17 18 18

miR' S
N 000 016 005 027 001 021 011 0045 017
wore | 099 052 084 026 096 039 065 085 049
- 19 19 19 19 19 19 19 20 20

Tabelle 8 Anhang: Ergebnisse der Partialkorrelation der miRNA-Expression in Exosomen
von Frakturkontrollen mit klinischen Daten. Pearson Korrelation (5 Spearman Korrelation).
Daten adjustiert fiir Alter und Geschlecht. ' Aktueller NRS; ?Durchschnittliche NRS letzte Wo-
che; *Maximale NRS letzte Woche; “GCPS Schmerzintensitit; >GCPS Einschrinkung.
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