Aus der Klinik und Poliklinik fiir Anaesthesiologie
der Universitit Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. N. Roewer

Untersuchungen zu immunologischen Pathomechanismen

bei der Entstehung chronischer Schmerzsyndrome

Inaugural — Dissertation

zur Erlangung der Doktorwiirde der

Medizinischen Fakultit

der

Julius-Maximilians-Universitit Wiirzburg

vorgelegt von

Michael Stock

aus Wiirzburg

Wiirzburg, Januar 2009



Referent: Prof. Dr. med. G. Sprotte
Koreferent: Prof. Dr. med. M. Heckmann

Dekan: Prof. Dr. med. M. Frosch

Tag der miindlichen Priifung: 21.07.2009

Der Promovend ist Arzt



Gewidmet

meiner Familie



Inhaltsverzeichnis

Seite

1. Einleitung 1
1.1 Schmerz: Definition und Einteilung 1
1.2 Die beiden favorisierten Hypothesen zur Pathogenese idiopathischer

Schmerzsyndrome 3
1.3 Eine weitere Hypothese zur Pathogenese chronischer Schmerzen:

Persistierende immunpathologische Prozesse 4
1.4 Untersuchte Schmerzsyndrome 5
1.4.1 Das komplexe regionale Schmerzsyndrom CRPS 5
1.4.1.1 Definition, Klassifikation und klinische Symptomatik 5
1.4.1.2  Epidemiologie 8
1.4.1.3  Atiologie und Pathogenese 8
1.4.1.4 Therapie 9
1.4.1.5 Prognose 11
1.4.2 Das Fibromyalgiesyndrom FMS 11
1.4.2.1 Definition, Klassifikation und klinische Symptomatik 11
1.4.2.2 Epidemiologie 13
1423  Atiologie und Pathogenese 14
1.4.2.4  Therapie 14
1.42.5  Prognose 15
1.5 Rationale und Ziel der vorliegenden Arbeit 16
2. Material und Methoden 17
2.1 Material und Methoden fiir das In-vivo-Experiment 17
2.1.1 Tiere, Tierhaltung und Apparate fiir die Verhaltensexperimente 17
2.1.2 Auswabhl des Patienten fiir das Passive-Transfer-Experiment 18
2.13 Auswahl der Kontrollprobanden fiir das Passive-Transfer-

Experiment 19
2.1.4 Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Serumproben 19
2.1.5 Durchfiihrung des In-vivo-Experiments 20

2.1.5.1 Abgleichung und Zusammensetzung der Behandlungsgruppen;

Injektionsschema, Zeitplan 20



2.15.2
2.15.2.1
2.1.5.2.2
2.1.6
2.2

2.2.1
222
223

22.4
2.2.4.1
2242
2.2.5
2.2.6
227
228

3.1
3.1.1
3.1.2
3.1.2.1
3.1.2.2
3.2
3.2.1
3.2.1.1

3.2.1.2
3.2.2

Testung von allgemeinem, Spezies-spezifischem Verhalten
Open-Field-Test

Food-displacement-Test

Statistische Auswertung des In-vivo-Experiments

Material und Methoden fiir die immunhistochemischen
Untersuchungen

Gerite

Chemikalien, Puffer, Losungen, Antikorper

Anfertigung der Gewebepriparate fiir die immunhistochemischen
Féarbungen

Untersuchungskollektive

Patientenkollektiv

Kontrollkollektiv

Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Serumproben
Durchfiihrung der indirekten immunhistochemischen Farbungen
Mikroskopische Untersuchung und Auswertung

Statistische Auswertung der immunhistochemischen
Untersuchungen

Ergebnisse

Ergebnisse aus dem In-vivo-Experiment

Allgemeiner Ablauf des Passive-Transfer-Experiments

Testung von allgemeinem Spezies-spezifischem Verhalten
Open-Field-Test

Food-displacement-Test

Ergebnisse aus den immunhistochemischen Untersuchungen
Charakterisierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

Alters- und Geschlechtsverteilung von Patienten- und
Kontrollkollektiv

Korrelation der biographischen Daten mit den Schmerzdiagnosen
Serologische Befunde: Statistischer Vergleich der Immunreaktivi-
titen von Patienten- und Kontrollseren in Abhédngigkeit von Ge-

schlecht und Schmerzdiagnose

21
21
22
22

23
23
23

24
25
25
25
25
25
26

27
28
28
28
28
28
33
35
35

35
37

38



3.2.2.1
3222
3223
3224
3.2.25
3.2.2.6

4.1
4.1.1
4.1.1.1

4.1.1.2

4.1.2.1
4.1.2.1.1
4.1.2.1.2

4.1.2.2
4123

4.1.24
4.2

Immunreaktivitit gegen periphere Nerven

Immunreaktivitit gegen Spinalganglien

Immunreaktivitidt gegen Strukturen des GroBhirnparenchyms
Immunreaktivitdt gegen Strukturen des Riickenmarks
Immunreaktivitdt gegen quergestreifte Muskulatur
Immunreaktivitit gegen Blutgefille

Diskussion

Methodik

Methodik des Passive-Transfer-Modells

Auswahl von Patienten- und Kontrollseren, Injektionsschema und
Verhaltenstests

Befunde aus den tierexperimentellen Untersuchungen und deren
Aussagekraft

Methodik der immunhistochemischen Detektion von Autoantikor-
pern mittels indirekter Immunhistochemie; Aussagekraft und An-
wendung in der experimentellen und klinischen Diagnostik
Charakterisierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

Modus der Rekrutierung, Alters- und Geschlechtsgruppierung
Alters- und Geschlechtsverteilung in Haupt- und Untergruppen der
Diagnosen

Serologische Befunde, Aussagekraft und Bewertungsmodus
Korrelation der Befunde des Patientenkollektivs mit den verschie-
denen klinischen Schmerzdiagnosen

Korrelation der Befunde beider Kollektive mit dem Geschlecht
Diskussion iiber mdgliche dtiopathologische Mechanismen bei der
Entstehung chronischer idiopathischer Schmerzsyndrome unter
Einbeziehung der vorliegenden Daten

Zusammenfassung

Literaturverzeichnis

40
41
42
43
44
45
46
46
46

47

48

51

53

53

53
53

54
55

55
57
58



Abkiirzungen

5-HTs

°C
AEC
ANA
APTES
cm

2
cm

CIDP

CRPS

Cwp
dH,O
DMF
ELISA

engl.
ETS
FBS
FMS
GLOA

H,0O,
IASP

Ig
IQB
IVig

IVRSB

kg

mannl.
Max.

5-Hydroxytryptamin-
Rezeptor Typ 3

Grad Celsius
3-Amino-9-Ethylcarbazol
antinukledre Antikorper

3-Aminopropyltriethoxysilan

Zentimeter
Quadratzentimeter
chronische inflammatori-
sche demyelinisierende
Polyneuropathie
komplexes regionales
Schmerzsyndrom (engl.
complex regional pain syn-
drome)

chronic widespread pain
destilliertes Wasser
Dimethylformamid
Enzyme-linked Immunosor-
bent Assay

englisch

European Treaty Series
fotales bovines Serum
Fibromyalgiesyndrom
Gramm, Erdbeschleunigung
gangliondre lokale Opioid-
analgesie

Stunde
Wasserstoffperoxyd
International Association for
the Study of Pain (Inter-
nationale Gesellschaft zum
Studium des Schmerzes)
Immunglobulin
Interquartilenbereich
intravendse Immunglobu-
line

intravendse regionale Sym-
pathikusblockade
Kilodalton

Kilogramm

Molar

Musculus

minnlich

Maximum

Med. Median

Min. Minimum

ul Mikroliter

pum Mikrogramm

ml Milliliter

MW Mittelwert

NaAc  Natriumacetat

NaCl Natriumchlorid

Nr. Nummer

NRS numerische Rangskala

NSAR  nicht steroidales Antirheu-
matikum

PBS Phosphatpuffer (engl. phos-
phate-buffered saline)

PNS peripheres Nervensystem

RIA Radioimmune Assay

SEM Standardfehler (engl. stan-
dard error of the mean)

Stabw. Standardabweichung

weibl.  weiblich

TNF Tumornekrosefaktor

TPO Thyreoperoxidase

UK Vereinigtes Konigreich
(engl. United Kingdom)

USA Vereinigte Staaten von
Amerika (engl. United
States of America)

v/v Volumen in Volumen

ZNS zentrales Nervensystem

Signifikanzniveaus

* P<0,05 (,,signifikant)

ok P<0,01 (,,hochsignifikant)

skkok

P<0,001 (,,hochstsignifikant™)


http://de.wikipedia.org/wiki/Dimethylformamid

1. Einleitung

1.1 Schmerz: Definition und Einteilung

GemilB der Definition der Internationalen Gesellschaft zum Studium des Schmerzes (In-
ternational Association for the Study of Pain, IASP)' ist Schmerz ,,[...] ein unangeneh-
mes Sinnes- und Gefiihlserlebnis, das mit aktueller oder potentieller Gewebsschadigung
verbunden ist oder mit Begriffen einer solchen umschrieben wird*“. Schmerzen werden
in der Literatur unter verschiedenen Gesichtspunkten eingeteilt, z. B. anhand der Dauer,
der Lokalisation oder dem Charakter.

Eine Unterteilung der klinisch bedeutsamen Schmerzphédnomene geschieht in der klini-
schen Praxis in erster Linie unter dem Gesichtspunkt der Atiologie, nimlich Schmerz
als Symptom einer bekannten Pathologie (Trauma, Infektion, Tumor, Psychose und an-
dere) und Schmerz, dessen Atiologie trotz eingehender Diagnostik weitgehend unge-
klart bleibt. In zweiter Linie wird nach dem Gesichtspunkt der Topographie der
Schmerzsymptomatik unterteilt, dazu gehoren Korperregion (z. B. Kopfschmerz) und
betroffenes Organsystem (z. B. Bewegungsapparat, Nervensystem, Viszera) oder Ge-
webe (z. B. Muskel, Knochen, peripherer Nerv). In dritter Line wird bei allen Schmerz-
symptomen auch nach dem Zeitverlauf eingeteilt, d. h. in ,,akut®, ,,chronisch* und ,,epi-
sodisch®.

Schmerz als Symptom einer Lokalpathologie wird in der Regel als ,,Nozizep-
torschmerz* definiert, wenn eine Plausibilitdt hinsichtlich Ausmal}, Charakteristik und
Dauer der Schmerzen durch eine bestehende Gewebeschidigung gegeben ist und er da-
her durch die Erregung von Gewebsnozizeptoren generiert wird. Solche Schmerzen ha-
ben eine physiologische Schutz- und Warnfunktion, fithren zu einer Diagnose, einer
Kausaltherapie oder einer zuverldssigen Symptomkontrolle mit bewéhrten Konzepten
der Schmerztherapie (z. B. bei inkurablen Tumorleiden).

Dem gegeniiber stechen Schmerzen, die durch Verletzung, Entziindung, Kompression
oder andere schddigende Einfliisse an Nerven entstehen, bei denen eine Erregung peri-
pherer nozizeptiver Nervenendigungen nicht erforderlich ist, es bestehen dann defini-
tionsgemal neuropathische Schmerzen.

Eine weitere begriffliche Abgrenzung zum Nozizeptorschmerz wird gegeniiber Schmer-
zen vorgenommen, die nicht auf eine erkennbare adidquate Noxe zuriickzufiihren sind

und damit {iberwiegend in einer Dysfunktion des zentralen oder peripheren Nervensys-



tems begriindet sein miissen. Diese Schmerzen sind wie die meisten neuropathischen
Schmerzen auch durch ein iiberwiegend anderes pharmakologisches Ansprechverhalten
charakterisiert, als die bekannten Formen des Nozizeptorschmerzes, wobei ein nicht un-
erheblicher Teil dieser Schmerzsyndrome mit den zur Schmerztherapie zugelassenen
Pharmaka gar nicht oder vollig unzureichend beeinflussbar ist.

Solche, im eigentlichen Sinne pathologische Schmerzen konnen alle Organsysteme
betreffen, d. h. alle Strukturen des Bewegungsapparats sowie Haut, Viszera und peri-
pheres Nervensystem.

Im Rahmen chronifizierter Schmerzsyndrome bilden multilokulére und mehrere Organ-
systeme betreffende Schmerzen eine wesentliche Grundlage fiir die Stadieneinteilung
der Chronifizierung.

Das Fehlen einer beweisbaren Atiologie oder Pathogenese begriindete die Bezeichnung
solcher Schmerzsyndrome als ,,idiopathisch* oder ,,somatoform*®.

Bei einem Teil der chronischen Schmerzsyndrome ldsst sich wenigstens ein ausldsendes
Trauma im Sinne einer regelhaften pathologischen Initialziindung definieren, so z. B.
bei den posttraumatischen Schmerzsyndromen, zu denen das Komplexe regionale
Schmerzsyndrom (CRPS, engl. complex regional pain syndrome), der Stumpf-, der
Neurom- und der Phantomschmerz gerechnet werden.

Bei einem anderen Teil treten die Schmerzen nach Infektionen auf. In erster Linie ist
hier der Herpes Zoster zu nennen, der eine besonders hohe Priavalenz fiir die Initiierung
chronischer Schmerzen aufweist.

Fiir das schicksalhafte und nicht vorhersehbare Fortbestehen der Schmerzen nach den
auslosenden Traumen und Infektionen fehlen jedoch wie bei den klassischen idiopathi-
schen Schmerzsyndromen elementare Bausteine einer pathobiologischen Begriindung.
Die hinlénglich bekannte, haufige Komorbiditidt muskuloskeletaler, viszeraler und neu-
ropathischer Schmerzen sowie von Schmerzen spontaner, posttraumatischer und postin-
fektioser Genese ldsst vermuten, dass nicht nur psychosoziale, sondern auch entschei-
dende pathobiologische Faktoren unter den unterschiedlich klassifizierten chronischen
Schmerzsyndromen Gemeinsamkeiten aufweisen.

Chronische und episodische, darunter auch die meisten neuropathischen Schmerzsyn-
drome, kdnnen mangels pathogenetischer oder dtiologischer Merkmale keiner Diagnose

im engeren Sinne zugefiihrt werden. Sie sind phénotypisch definierte Krankheitsbilder,



die nach ihren klinischen Merkmalen klassifiziert werden. Das umfassendste Klassifi-
kationssystem fiir chronische Schmerzen wurde von der IASP erstellt, es differenziert
etwa 300 Schmerzsyndrome®. Dariiber hinaus bestehen weitere Klassifikationssysteme
innerhalb verschiedener klinischer Fachgesellschaften, die sich z. B. um Teilbereiche
chronischer Schmerzen etabliert haben, so die internationale Myopain-Gesellschaft fiir
Schmerzen des Bewegungsapparats und die internationale Kopfschmerzgesellschaft fiir

Kopf- und Gesichtsschmerzen.

1.2 Die beiden favorisierten Hypothesen zur Pathogenese idiopathischer
Schmerzsyndrome
Die favorisierte biologische Hypothese der Schmerzchronifizierung postuliert eine feh-
lerhafte oder inaddquate Verarbeitung nozizeptiver oder neuropathischer Informations-
reize im zentralen Nervensystem. Dabei sollen periphere nozizeptive Reize zu irrever-
siblen, neuroplastischen Verdanderungen im Bereich zentraler Neurone fiihren, um iiber
Formen der kortikalen Neustrukturierung und Phdnomene der Konditionierung die Pra-
gung eines pathologischen Schmerzgedichtnisses entstehen zu lassen’.
In der Anamnese vieler Patienten mit chronischen Schmerzsyndromen lassen sich keine
nozizeptiven Ereignisse rekonstruieren, die als Initialziindung fiir eine solche zentrale
Fehlverarbeitung herangezogen werden konnten. Vielmehr beginnen die meisten chro-
nischen Schmerzen spontan, verlaufen zunichst episodisch mit regionaler Betonung und
miinden dann zum Teil in polytoper Ausbreitung und polymorpher Phinomenologie in
ein chronisches Schmerzsyndrom. Polymorphie bedeutet in Zusammenhang mit chroni-
schen Schmerzen, dass muskuloskeletale, neuropathische und viszerale Schmerzphi-
nomene kombiniert auftreten. Ein typischer Symptomenkomplex mit polytopen und po-
lymorphen Schmerzen wird als Fibromyalgiesyndrom (FMS) klassifiziert. Da bei wei-
tem nicht alle polytopen und polymorphen Schmerzsyndrome die Klassifikationskrite-
rien des FMS erfiillen, wird zur Vermeidung eines Klassifikationsbias fiir wissenschaft-
liche Studien auch vielfach der Oberbegriff ,,Chronic Widespread Pain Syndrome*
(CWP) verwendet™”.
Die favorisierte Hypothese zur Psychopathogenese chronischer Schmerzen sieht die
Chronifizierung als fehlgeleiteten psychosomatischen Lernprozess im Sinne einer soma-

toformen Stérung. Andere Hypothesen zur Psychogenese chronischer Schmerzen stiit-



zen sich auf Vergleiche zur Pathogenese der Konversionsneurosen oder dissoziativen
Storungen®. Da psychosomatische Lernprozesse nur im Kontext mit prigenden sozialen
Bedingungen zu verstehen sind, werden die bestehenden Hypothesen zu Chronifizie-
rung von Schmerzen in einem ,,Bio-Psycho-Sozialen Modell* zusammengefasst’.

Wihrend in diesem Modell die psychosozialen Stérungen betroffener Patienten einer
standardisierten Diagnostik und individuellen Therapie zugédnglich sind, ergibt sich aus
dem biologischen Anteil der Hypothese, zumindest aus der postulierten neuroplasti-
schen Verdnderung in der zentralen Schmerzbahn, keine wegweisende therapeutische
Konsequenz. Das uniibersehbare Qualititsdefizit bei der Behandlung chronischer
Schmerzsyndrome scheint ganz wesentlich durch die Defizite im biologischen Ver-

standnis der Schmerzursachen begriindet zu sein.

1.3 Eine weitere Hypothese zur Pathogenese chronischer Schmerzen:
Persistierende immunpathologische Prozesse

In den letzten Jahren wurden mehr und mehr klinische und experimentelle Daten publi-
ziert, die Hinweise auf immunpathologische Mechanismen bei der Entstehung und
Chronifizierung von Schmerzsyndromen erkennen lassen®”°. So zeigten vergleichende
proteinbiochemische Analysen von Serum und Liquor zwischen Proben von chroni-
schen Schmerzpatienten und gesunden Kontrollprobanden deutliche Unterschiede beim
quantitativen Nachweis von Zytokinen und Chemokinen. Diese Befunde weisen auf
Fehlregulationen im Immunsystem hin. Zudem geht aus tierexperimentellen Befunden
hervor, dass solche Fehlregulationen eine pathogenetische Rolle in der Entstehung
chronischer Schmerzzustinde haben konnten.

Bei mehreren, verschiedenartigen Schmerzsyndromen konnte gezeigt werden, dass In-
fektionen mit bakteriellen oder viralen Erregern vorausgingen® . Ein denkbarer pa-
thophysiologischer Mechanismus wére eine fehlgesteuerte Immunreaktion im Sinne ei-
nes ,,molekularen Mimikry*, wie sie beispielsweise auch beim Guillain-Barré-Syndrom
als urséichlich vermutet wird>’. Hierbei soll es zu einer Kreuzreaktion kommen, bei der
die durch die Infektion gegen den Erreger gebildeten Antikdrper mit kdrpereigenen
Strukturen interagieren und somit eine autoimmune Entziindungsreaktion vom Typ II
nach Coombs und Gell’' induzieren. Ein gewisser Prozentsatz von Patienten mit chroni-

schen, idiopathischen Schmerzen zeigt eine Diathese zur Produktion von Autoantikor-



pern, wie z. B. gegen nukledre Antigene (ANA), Schilddriisenantigene (anti-TPO) und
andere (unpublizierte Beobachtungen), obwohl diese Befunde oft nicht zur Diagnose-
stellung der entsprechenden Autoimmunerkrankung ausreichend sind. Zudem zeigt eine
Subgruppe von chronischen Schmerzpatienten unabhidngig vom klinischen Phénotyp
der Schmerzerkrankung nachhaltige therapeutische Effekte auf alle Symptome der Ge-

32,3 3, welche

sundheitsstorung durch intravendse polyvalente Immunglobuline (IVIg)
ebenfalls erfolgreich bei anderen Autoimmunerkrankungen, wie z. B. dem Guillain-
Barré-Syndrom, der Myasthenia gravis, diversen autoimmunen Muskelerkrankungen

oder der idiopathischen thrombozytopenischen Purpura eingesetzt werden® >*>°.

1.4 Untersuchte Schmerzsyndrome

14.1 Das komplexe regionale Schmerzsyndrom CRPS

14.1.1 Definition, Klassifikation und klinische Symptomatik

Das CRPS gehort per definitionem zu den posttraumatischen Schmerzsyndromen. Die
noch immer weitldufig synonym verwendeten Bezeichnungen Morbus Sudeck, Sympa-
thische Reflexdystrophie, Sudeck-Dystrophie, Kausalgie und Algodystrophie wurden
nach einem Konsensus-Workshop durch den iibergeordneten Terminus CRPS ersetzt™.
Heute wird zwischen CRPS Typ I und Typ II unterschieden, wobei bei
Typ II eine Nervenverletzung vorliegt, nicht jedoch bei Typ I. In ihrer klinischen Aus-
priagung unterscheiden sich die beiden Subtypen jedoch kaum.

Ein eindeutiger diagnostischer Test existiert nicht, so ergibt sich die Diagnose meist aus
der entsprechenden klinischen Prisentation. GemiB Klassifikation der IASP*, bei wel-
cher ganz bewusst keine Parameter aus der apparativen Diagnostik in die Kriterien auf-
genommen wurden, um den Charakter einer Klassifikation beizubehalten, miissen fol-
gende Kriterien erfiillt sein: permanenter, vorwiegend als brennend empfundener
Schmerz, der iiberproportional stark zum auslésenden Trauma empfunden wird, bei zu-
sdtzlich bestehender Hyperalgesie und Allodynie der Haut auf mechanische Reize. Der
Schmerz ist nicht auf das Versorgungsgebiet eines Nerven begrenzt, es treten Odeme,
Storung der Durchblutung und der Schweisekretion auf. Weiterhin miissen andere Er-
krankungen ausgeschlossen werden, die das Ausmal} der Symptomatik urséchlich erkla-
ren wiirden, wie z. B. akutes entziindliches Geschehen, Thrombose, Lymphabflusssto-

rungen und andere.


http://de.wikipedia.org/wiki/Synonym

Auch andere sensorische Minus- und Plussymptome, wie Kribbelpardsthesien, Dys-
bzw. Hypésthesien sowie Storung der Thermisthesie werden beobachtet. Zudem treten
motorische Stérungen im Sinne von Kraftverlust, seltener auch von Dystonie, Kontrak-
tur, Tremor oder Myoklonien auf. Bei einigen Patienten entsteht ein sog. Neglect-
Phianomen, eine Wahrnehmungsstorung, die durch die Missachtung von Reizen des be-
troffenen Areals gekennzeichnet ist. Die Patienten nehmen dieses deutlich vermindert
oder tliberhaupt nicht mehr wahr und sehen die Extremitét oft nicht mehr ihrem eigenen
Korper zugehdrig. Haar- und Nagelwachstum sind hdufig verdndert, zudem auch der
Metabolismus von Knochen- und Muskelgewebe, was zur Entstehung einer Atrophie
fiihren kann, die oft mit starker Bewegungs- und Funktionseinschrankung einhergeht.
Hochlagerung der betroffenen Extremitdt lindert die Schmerzen meist, wahrend das He-
rabhéngen entsprechend zu Schmerzverstarkung flihrt. Dies resultiert aus den lageab-
héngig unterschiedlichen hydrostatischen Driicken auf die dicht innervierten Blutgefas-
se. Bei dem daraus abgeleiteten, von Blumberg®' eingefiihrten Ischidmietest fiihrt eine
suprasystolische Kompression der betroffenen Extremitit proximal der Lasion bei ei-
nem Teil der Patienten mit CRPS Typ I zur Beseitigung des Ruheschmerzes. In den
Abbildungen 1 und 2 sind Beispiele fiir betroffene Extremititen aufgezeigt.

Der Verlauf der Erkrankung ist interindividuell stark unterschiedlich. Die Symptome
sind anfangs oft nicht von denen durch das initiale Trauma hervorgerufenen abzugren-
zen und breiten sich regelhaft weit iiber das urspriinglich geschidigte Areal aus.

Die Klassifikation dieses Schmerzsyndroms ist im Wesentlichen auf Symptomen-
komplexe der distalen Extremitéten beschrankt, auch wenn vergleichbare Symptome im
Gesicht und am Rumpf bekannt sind. Sehr haufig erfolgt eine Wanderung bzw. Aus-
breitung der Symptome auf angrenzende Gebiete. Fibromyalgiesyndrom und CRPS, wie
auch andere chronische idiopathische Schmerzsyndrome, sind iiberzufillig hiufig mit-
einander vergesellschaftet. So haben Patienten mit bereits bestehenden idiopathischen
Schmerzen erfahrungsgemif ein erhohtes Risiko, ein CRPS zu entwickeln. Umgekehrt
breitet sich die Symptomatik des CRPS nicht selten auf andere Areale aus*” und geht in
ein polytopes, polymorphes Schmerzsyndrom iiber.

Die Symptomatik beinhaltet zusammenfassend persistierende, starke Schmerzen,
trophische und autonome Stdrungen, sensorische Minus- und Plus-Symptome (Hy-

pasthesie und Allodynie), Funktionseinschrankungen der Willkiirmotorik und héufig



Tremor. Die vorausgegangenen Traumata sind hiufig distale Radiusfrakturen oder chi-

rurgische Eingriffe, wie beispielsweise die operative Versorgung eines Karpaltunnel-

syndroms oder einer Dupuytren’schen Kontraktur.

Abbildungen 1 und 2 (aus dem Bild-

archiv des Schmerzzentrums, mit
Genehmigung von  Prof. Sprotte)
zeigen zwei Beispiele komplexer re-
gionaler Schmerzsyndrome:

Es sind deutlich Schwellung, livide
Verfarbung und in Falle der rechten
Hand auch das Auftreten von trophi-
schen Verdnderungen der Négel und
einer sog. Glanzhaut zu erkennen.
Das Beispiel an der linken unteren
Extremitit zeigt auch die weit nach
proximal reichende  Ausdehnung
sichtbarer Verdnderungen im Seiten-

vergleich.




1.4.1.2 Epidemiologie

Aufgrund der Unschirfe, die mit jeder auf klinischen Merkmalen basierten Klassifikati-
on verbunden ist und der verschiedenartigen klinischen Ausprdgung muss davon ausge-
gangen werden, dass das CRPS unterdiagnostiziert ist. Die Inzidenz betrédgt etwa 0,5 pro
100000 Einwohner.”™*°. Frauen sind etwa dreimal so hiufig betroffen wie Ménner. Der

Altersgipfel des Erkrankungsbeginns liegt zwischen 30 und 50 Jahren.

1.4.1.3 Atiologie und Pathogenese

Atiologie und Pathogenese des CRPS sind nach wie vor ungeklért. Sowohl der lokale
als auch der zentrale Anteil der neuronalen Reaktion auf ein Gewebetrauma erscheint
beim CRPS beziiglich Intensitdt, Dauer und topographischer Ausbreitung iiberdimensi-
oniert zu sein. Die mit der Gewebeschddigung initiierte neurogene Entziindung iiber-
schreitet die anatomischen Grenzen der peripheren Innervation und korreliert nicht
quantitativ mit dem Ausmal} des auslosenden Gewebeschadens. Obwohl der Symp-
tomenkomplex des CRPS weitgehend unabhéngig vom Ausmal} des Gewebeschadens
auftritt, setzt die Verletzung biologische Bedingungen, die offensichtlich fiir das Entste-
hen der komplexen Pathologie entscheidend sind. Moglicherweise ist es die mit dem pe-
ripheren Trauma bzw. die dadurch entstandenen Schmerzreize verbundene Storung der
Integritdt der Blut-Hirn-Schranke im Bereich der Eintrittszone der betroffenen nozizep-
tiven Neurone im Riickenmark, die fiir die Initiierung einer spinalen Immunpathologie
verantwortlich gemacht wird*">’.

Die zumindest beim frischen CRPS Typ I im Vordergrund der klinischen Symptome
sichtbare Entziindungsreaktion im Bereich der betroffenen distalen Extremitit (Schwel-
lung, Rétung, Uberwirmung, Schmerz) wird als dominant neurogenen Ursprungs ange-

45, 51-54
sehen®> °17

. Nozizeptive Neurone setzen mit der Aktivierung von Aktionspotentialen
antidrom und orthodrom Neuropeptide (Substanz P, CGRP und andere) frei. Diese ver-
ursachen peripher (antidrom) die neurogene Entziindung und beeinflussen vermutlich
zentral (orthodrom), in Kombination mit der Aktivierung von Astroglia und der damit
verbundenen Freisetzung proinflammatorischer Mediatoren, die Funktion der Blut-
Hirn-Schranke®” **. Dieses physiologische Grundmuster der neurogenen Entziindung

scheint beim CRPS quantitativ und temporal unkontrolliert abzulaufen.



Die mit dem Symptomenkomplex assoziierten autonomen Storungen im Sinne von Sto-
rungen der Vasomotorik und Sudomotorik entsprechen einer lokalen sympathischen
Dysregulation. In tierexperimentellen Modellen mit peripheren Nervenverletzungen
konnten Phéanomene beschrieben werden, die eine sympathisch-sensorische Kopplung
zwischen Grenzstrangganglien und Spinalganglien erkldren konnten (Einsprossung
sympathischer Fasern in Spinalganglien). Diese Befunde sollten das Phédnomen des

5556 Beim CRPS wurden auch mit

»sympathisch unterhaltenen Schmerzes* erkléren
Hilfe der funktionellen Magnetresonanztomographie Befunde erhoben, die Phdnomene
der kortikalen Reorganisation erkennen lassen, d. h., dass sich ein Teil der zentralnervo-
sen Pathologie des CRPS auch durch neuroplastische Verdnderungen manifestiert. Die-
se Befunde stiitzen die Hypothese der Chronifizierung durch ein pathologisches

«57-59

»Schmerzgedichtnis . Es lassen sich beim CRPS zudem Hinweise auf eine geneti-

sche Disposition finden®.

1.4.1.4 Therapie

Die therapeutischen Ansitze des CRPS basieren im Wesentlichen auf empirisch ge-
wonnenen Erkenntnissen. Nur die schweren und fortgeschrittenen Verldufe dieses
Symptomenkomplexes sind zweifelsfrei zu klassifizieren, sind aber auch therapeutisch
kaum beeinflussbar®'. Es bestechen pharmakologische, interventionelle, physio- und er-
gotherapeutische Ansitze, die in multidisziplindr organisierten Schmerzzentren in der
Regel mit psychotherapeutischer Begleitung zur Anwendung kommen. Die wenigen
randomisierten kontrollierten Studien, die zur Pharmakotherapie des CRPS durchge-
fiihrt wurden, haben nur schwache Evidenzen einer Wirksamkeit fiir wenige Therapie-
ansétze aufzeigen konnen.

Von allen Pharmaka, deren Effektivitit zur Behandlung des CRPS je in Studien iiber-
priift wurde, konnten Bisphosphonate die beste Datenlage erzielen® ®. In der klini-
schen Praxis werden unter der Annahme, dass es sich beim CRPS um ein neuropathi-
sches Schmerzsyndrom handelt, alle Pharmaka eingesetzt, die auch bei anderen neuro-
pathischen Schmerzsyndromen zur Anwendung kommen, vor allem trizyklische Anti-
depressiva und Antikonvulsiva. Die Wirksamkeit einer Cortisontherapie ist nur in einer
randomisierten Studie mit schwacher Evidenz belegt®’. Fiir die Wirksamkeit anderer

Formen einer Immuntherapie gibt es nur anekdotische Hinweise, so z. B. fiir Thalido-



mid® und andere TNF-alpha blockierende Substanzen®. Die systemische Anwendung
von Ganglienblockern, wie die intravendse Infusion von Phentolamin und die orale Ga-
be von Phenoxybezamin wurde vor allem in den USA praktiziert, eine Wirksamkeit
konnte aber in randomisierten Studien fiir diese Therapien nicht belegt werden®'.

Bei den interventionellen Therapiemethoden kommen Leitungsanisthesien, vor allem
die Plexus-brachialis-Blockade, die Blockade sympathischer Ganglien, die ganglionére
lokale Opioidanalgesie (GLOA)®" ® intravenése regionale Sympathikusblockaden mit
Guanethidin (IVRSB)® und die elektrische Hinterhornstimulation durch epidural im-
plantierte Reizelektroden zur Anwendung (engl. spinal cord stimulation, SCS).

Die insgesamt enttduschenden Therapieergebnisse sowie die schlechte Studienlage fiir
die wenigen wirksamen Therapieansitze lassen erkennen, dass die klinische Symptoma-
tik des CRPS nur eine phéanotypische Homogenitdt herstellen ldsst. Unter pathogeneti-
schen Gesichtspunkten erscheint das CRPS jedoch keinesfalls als eine homogene
Krankheitsentitit.

Die Arbeitshypothese, dass die Pathogenese chronischer Schmerzsyndrome auf der
Grundlage persistierender immunpathologischer Prozesse beruhen konnte, fiihrte auch
beim CRPS zu Therapieversuchen mit intravendsen Immunglobulinen. Die beob-
achteten positiven Therapieeffekte betrafen unter verschiedenen Qualititskriterien 20-
40% der behandelten Patienten, waren zwar meistens von begrenzter Dauer aber auch
im Rahmen einer Intervalltherapie iiber Jahre reproduzierbar und fiihrten teilweise auch
zur vollstindigen Wiederherstellung der kérperlichen Funktionen™.

In einer randomisierten kontrollierten Studie mit Crossover Design wurde inzwischen
auch die Wirksamkeit dieser Therapie statistisch belegt (Goebel A. et al. , Liverpool,
UK; Publikation der Studie in Vorbereitung).

Physiotherapie, Ergotherapie, Gesundheitsedukation, Verhaltenstherapie und das Erler-
nen von Bewiltigungsstrategien sind bei Patienten mit CRPS supportive Mallnahmen,
die in hohem MaBe individuell auf die bestehenden Defizite der Patienten abgestimmt
werden und in der Regel erst dann tragend zum Einsatz kommen, wenn die Ruhe-

schmerzen unter Kontrolle sind.
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1.4.1.5 Prognose

Eine generelle Aussage iiber die Prognose des CRPS ist weder anhand der Art, der
Schwere oder der Lokalisation des auslosenden Traumas, noch anhand anderer Faktoren
moglich. Die klinischen Verldufe reichen von spontaner Remission bis hin zur vollstin-
digen Unbrauchbarkeit der betroffenen Extremitét, der Ausbreitung der Symptomatik
auf andere Bereiche und der Ausprdgung eines persistierenden, generalisierten Ganz-

korperschmerzsyndoms.

14.2 Das Fibromyalgiesyndrom FMS

1.4.2.1 Definition, Klassifikation und klinische Symptomatik

Das FMS ist gemiB der Kategorisierung nach Leiber' ein klassifiziertes Syndrom erster
Ordnung, es wird ausschlieBlich nach den Kriterien der Schmerzsymptomatik klassifi-
ziert, obwohl die Patienten in der Regel gleichzeitig unter vielfiltigen anderen Krank-
heitssymptomen leiden. Wegen der vorwiegend den Bewegungsapparat betreffenden
generalisierten Ruhe- und Belastungsschmerzen’' wird das Syndrom iiberwiegend dem
Rheumatischen Formenkreis zugeordnet, obwohl die Schmerzen nicht auf entziindliche
Prozesse in den betroffenen Geweben zuriickgefiihrt werden konnen.

Die unautorisierte Einfiihrung des FMS als klinische Diagnose wird kontrovers disku-
tiert. Die interdisziplindr organisierte Festlegung und durch die amerikanische Rheuma-
tologengesellschaft autorisierte Einfiihrung der Klassifikationskriterien durch Wolfe et
al.” war allein zum Zwecke der klinischen Forschung geschehen. Studien mit moglichst
homogenen klinischen Eingangskriterien sollten es ermdglichen, diagnostische Parame-
ter zu ermitteln, die den klinischen Phédnotyp zu einer Diagnose mit Pathogenese und
Mechanismus-basierten Therapieansétzen fithren sollten. Eine einfache Umformulie-
rung der Klassifikations- zu Diagnosekriterien war nicht vorgesehen.
Klassifikationskriterien des American College of Rheumatology’” sind generalisierter,
weit verbreiteter Schmerz an drei oder mehr Korperregionen von mindestens drei Mo-
naten Dauer mit reproduzierbarer Uberempfindlichkeit und Schmerzhaftigkeit bei einer
Druckbelastung von 4 kg/cm? an 11 von 18 vorgegebenen, jeweils symmetrisch an bei-
den Korperhilften definierten Druckpunkten, den sog. ,,Tender Points®. Eine Ubersicht
iber die Verteilung dieser Druckpunkte gibt Abbildung 3. Selbst der bei der Erstellung

dieser Kriterien federfiihrende Autor, Wolfe, rief jedoch unldngst die Fachwelt dazu auf,
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diese Kriterien kritisch zu hinterfragen und nicht ldnger in der klinischen Praxis als Di-

agnosekriterien zu missbrauchen’”.

e Hals: vorderer Intertransversalspalt auf Hohe
der Halswirbel C5-7

e zweite Rippe, Knorpel-Knochengrenze

e zwei Zentimeter distal des lateralen Epicon-
dylus humeri

e Khnie: proximal des medialen Gelenkspaltes

e M. splenius capitis: subokzipitale Muskelan-
sitze

e M. Trapezius: freier, oberer Rand

e M. Supraspinatus: oberhalb der Mitte der
Spina scapulae

e gluteal: oberer, dullerer Quadrant

e dorsal der Spitze des Trochanter major

Abbildung 3: , Tenderpoints“ beim Fibromyalgiesyndrom (Wolfe et al. ", nach ,Les
trois graces®, Baron Jean-Baptiste Regnault, 1793, Louvre, Paris).

Im Mittelpunkt der Erkrankung stehen zusammenfassend chronische, polytope, poly-
morphe Schmerzen, wobei die zu den Klassifikationkriterien fithrenden Schmerzen im
Bewegungsapparat im Vordergrund stehen. Idiopathische Kopf- und Gesichtsschmerz-
syndrome sind aber sehr haufig ein Teil der Gesamtsymptomatik, ebenso wie abdomi-
nelle Schmerzen im Rahmen eines Reizdarmsyndroms, welches eine hohe Komorbiditét

mit dem FMS aufweist’* 7

. Begleitend treten in variabler Ausprigung allgemeine
Krankheitssymptome auf, die den Klassifikationskriterien des sog. ,,Chronic-Fatique-
Syndroms* gleichen, oder Schlaf-, Konzentrations- und Merkfihigkeitsstorungen, Ein-
schrinkungen der allgemeinen Leistungsfahigkeit, verminderte Regenerationsfahigkeit,
neurovegetative Storungen der Blasen und Darmfunktion, sexuelle Dysfunktionen, fluk-
tuierende Storungen der Sensibilitidt oder Motorik ohne objektive Zeichen einer Neuro-
pathie, regional begrenzte oder generalisierte Storungen der Thermésthesie, ausgeprigte
Wetterfiihligkeit und schlieBlich eine gro3e Bandbreite psychischer Stérungen. Die Er-
krankung beginnt haufig schleichend und unspezifisch und kann mit periodischen Ver-

starkungen ablaufen, die mit Stress, banalen Infekten, Witterungsdnderungen oder ohne

ersichtlichen Ausloser beginnen und von unterschiedlich langer Dauer sind.
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Das FMS tritt als Begleitsymptomatik {iberzuféllig hdufig bei Erkrankungen des Rheu-
matischen Formenkreises auf. In dieser Kombination hat es sich eingebiirgert, es mit
dem Suffix ,,sekundir® zu bezeichnen, beim Fehlen einer solchen Komorbiditdt mit
dem Suffix ,,primdr“. Eine solche Einteilung in primére und sekundire Verlaufsformen
ist unter dem Gebot der Neutralitit von Klassifikationskriterien hinsichtlich kausaler
Zuordnungen nicht legitim. Diese Unterteilung ist aber die logische Folge der von
Wolfe” beklagten Verwechslung der Begriffe ,Klassifikation und ,,Diagnose®. Die
Schnittstelle zwischen primir und sekundér bleibt solange ein Artefakt, als die Pathoge-
nese beim ,,sekundédren” Phénotyp genauso ungeklirt ist wie beim ,,primiren®. Fiir bei-
de Verlaufsformen ergeben sich auBlerdem durch diese Einteilung keine wissenschaft-
lich fundierten Informationen iiber ein differenziertes therapeutisches Konzept.

Da es sich beim FMS um eine klassifizierte Gesundheitsstorung handelt, deren Symp-
tome im Einzelnen gegeniiber den allgemeinen Krankheitssymptomen von Systemer-
krankungen wenig Spezifitit aufzuweisen haben, muss auch eine Diagnostik beziiglich
anderer Erkrankungen erfolgen. Dazu gehdren u. a. die infektidse Mononukleose und
andere Infektionserkrankungen, die rheumatoide Arthritis, der systemische Lupus
erythematodes und andere Kollagenosen, diverse Myopathien und die Sarkoidose. Je
breiter eine solche orientierende Diagnostik angelegt ist, desto hdufiger finden sich beim
FMS auch unspezifische Befunde wie antinukledre Antikorper (ANA) oder Antikorper
gegen Schilddriisenantigene (anti-TPO) oder viele Infektionserreger. Eine Bewertung
solcher Befunde im Hinblick auf mogliche Kausalzusammenhidnge zur klinischen
Symptomatik kann angesichts des enormen Kausalbediirfnisses und der hiufigen sozi-
almedizinischen Fragen zur Erwerbsfahigkeit der Patienten streng genommen nur in ei-

nem interdisziplindren Rahmen erfolgen.

1.4.2.2 Epidemiologie

Betroffen sind etwa zwei Prozent der Bevolkerung, das Verteilungsverhéltnis zwischen
Frauen und Ménnern wird mit 8:1 angegeben’® "', Da die Druckschmerzmessung die
Unterscheidungsmerkmale gegeniiber anderen polytopen und polymorphen Schmerz-
syndromen liefert, ist es allein diese Methode, die auch die sehr auffalligen Verteilungs-
unterschiede bestimmt. Die Messung der Druckschmerzschwellen ergibt allerdings nur

beim weiblichen Geschlecht eine hinreichende Diskriminierung zwischen normalen und
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pathologischen Befunden (Dissertation A. Brack aus der Schmerzambulanz der Klinik
und Poliklinik fiir Andsthesiologie, 1994). Aus diesem Grund ist das Ausmal} der Diffe-
renz zwischen den Pridvalenzen beider Geschlechter zu wesentlichen Anteilen einem
Klassifikationsbias zuzurechnen. Der Altersgipfel des Krankheitsbeginns liegt zwischen
dem vierundzwanzigsten und dem fiinfzigsten Lebensjahr’®, seltener sind auch Kinder

und Jugendliche betroffen’.

1.4.2.3 Atiologie und Pathogenese

Atiologie und Pathogenese des FMS sind unbekannt. Die gingigen Routinelaborpara-
meter, insbesondere die Entziindungswerte, liegen in den meisten Fillen im Normbe-
reich, es wurden erhdhte Spiegel an Substanz P in Muskulatur, Serum und Liquor im

8082 In der Anamnese betroffener

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden gefunden
Patienten finden sich haufig schwerwiegende seelische Belastungen, sogenannte ,,Life-
Events und andere friihkindliche psychische Traumata® **. Ob es sich dabei um statis-
tisch belegbare, kausal interpretierbare Zusammenhénge handelt, ist nach wie vor um-
stritten. Da psychopathologische Komorbiditidten beim FMS sehr hiufig erkannt wer-
den, vor allem Depression und Angststérungen, sind traumatisierende Lebensereignisse
auch wichtige Ansitze fiir die Psychotherapie im Rahmen einer multimodalen Behand-
lung der Patienten. Wegen der groBen Wissensdefizite iiber pathobiologische Kausal-
faktoren des FMS ist es allerdings nicht legitim, diese Gesundheitsstérungen selbst dann
als somatoform zu klassifizieren, wenn eine psychopathologische Komorbiditét besteht.
In der Literatur finden sich zudem zahlreiche Hinweise auf infektidse, immunologische

und neuroendokrine Auffilligkeiten®™’

88

, auch eine genetische Beteiligung wird vermu-

tet

1.4.2.4 Therapie

Bei unbekannter Pathogenese gibt es bislang keine kausale Therapie und die Erkran-
kung wird als nicht heilbar betrachtet. Auch hier ist ein multimodales Therapiekonzept
ndtig, unter Einbeziehung von pharmakologischen (Antidepressiva, Antikonvulsiva,

5-HT;-Antagonisten)*> ¥ %

, physikalischen (Massage, Krankengymnastik, Physiothe-
rapie, Kryotherapie, Training der allgemeinen Fitness)’' und psychotherapeutischen

MaBnahmen®. Von Seiten der Psychotherapie werden vor allem Gesundheitsedukation,
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das Erlernen von Strategien zur Stressbewiltigung und Entspannung und andere Ver-
fahren der Verhaltenstherapie gegeniiber analytisch ausgerichteten Verfahren vorgezo-
gen. Alle genannten Ansétze fithren allerdings nur bei einem Teil der Patienten zu einer
zufriedenstellenden Linderung der Beschwerden, sodass bei der Bewertung der Thera-
pieergebnisse der Fokus eher auf den Erfolg der Bewéltigungsstrategien hinsichtlich
Alltagsbelastungen und Zukunftsdngsten erfolgen sollte als auf die Bewertung der kor-
perlichen Symptome.

Wie bereits erwahnt, wird am Schmerzzentrum der Klinik und Poliklinik fiir Anésthesi-
ologie der Universitdt Wiirzburg eine Subgruppe von Fibromyalgiepatienten erfolgreich
mit [VIg behandelt. Das Besondere an der klinischen Wirkung dieser Therapie ist eine
individuell sehr konstante Latenzzeit des Wirkungseintritts mit immer der gleichen zeit-
lichen Abfolge, mit der die Allgemeinsymptome und die Schmerzen fiir ldngere Zeit-

rdume ganz oder in wesentlichen Anteilen verschwinden.

1.4.2.5 Prognose

Es existieren nur wenige systematische Untersuchungen iiber Langzeitverldufe repra-
sentativer Patientenpopulationen’®. Neben seltenen Spontanheilungen scheint in der
Tendenz das FMS chronisch progredient zu verlaufen. Es kann spekuliert werden, ob
die Progredienz der Symptome mehr durch Faktoren der Pathobiologie, gesundheits-
schddigender Therapie oder der psychosozialen Desintegration vorangetrieben wird, die
den schwereren Verldufen und bevorzugt den Erkrankungen sozial schwach gestellter
Patienten haufig auf dem Fuf3e folgt.

Bei der Langzeitbeobachtung einer groBBen Population von Patienten mit chronischen
polytopen Schmerzen in Mittelengland fiel eine signifikant erhdhte Karzinompréivalenz
in einem Beobachtungszeitraum von zehn Jahren auf’> **. Bei den Frauen betraf dies im

Wesentlichen das Mammakarzinom, bei Méannern das Prostatakarzinom.
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1.5 Rationale und Ziel der vorliegenden Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war, Untersuchungen zu potentiellen immunpatholo-
gischen Mechanismen bei verschiedenen chronischen, idiopathischen Schmerzsyndro-
men durchzufiithren. Dazu wurde zunéchst in einem sog. ,,Passive-Transfer-Experiment*
Serum einer Patientin mit CRPS in Versuchsmiuse injiziert und daraufhin deren Spe-
zies-spezifisches Verhalten im Vergleich zu Kontrollmdusen untersucht, welchen Serum
von gesunden Probanden injiziert wurde. Da die in diesem Teilexperiment durch das
Patientenserum hervorgerufenen Verhaltensianderungen als deutliche Hinweise auf die
Pathogenitit dieses Serums interpretiert wurden, entstand die Hypothese des Vorliegens
einer humoralen Autoimmunpathogenese bei chronischen Schmerzzustinden. Als Such-
test zum Nachweis von Serumautoantikorpern gegen eine Vielzahl verschiedener poten-
tieller Autoantigene folgten dann in einem weiteren Schritt immunhistochemische Far-

bungen muriner Gewebepriparate, die mit Seren von Patienten mit verschiedenen chro-

nischen Schmerzsyndromen (CRPS und FMS) inkubiert wurden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material und Methoden fiir das In-vivo-Experiment

Das im Folgenden beschriebene In-vivo-Experiment beruht auf dem Prinzip des sog.
passiven Transfers von Erkrankungen (engl. ,Passive-transfer of disease®), d. h. der
passiven Immunisierung von Méusen mit Serum von Patienten mit der zu untersuchen-
den Erkrankung unter der Annahme, dass beim Vorliegen von an der Pathogenese der
Erkrankung beteiligten Serumbestandteilen, insbesondere Autoantikdrpern, dadurch
dhnliche Symptome auch im Versuchstier induziert werden konnen. Die Injektionen er-
folgten intraperitoneal, da diese Methode technisch einfach durchzufiihren ist und ein
GroBteil des injizierten Serums in die systemische Blutzirkulation aufgenommen wird.
Da es sich bei dem beschriebenen Experiment um einen Vorversuch fiir weitere, detail-
lierte Untersuchungen handelte, wurden die anschlieBend durchgefiihrten Verhaltens-
tests so ausgewahlt, dass in erster Linie allgemeines, Spezies-spezifisches exploratives
Verhalten untersucht wurde, welches als unspezifischer, aber sensitiver Indikator fiir
generelle Gesundheitsstorungen betrachtet wird. Alle Teilexperimente wurden im

»Department of Experimental Psychology* der Universitdt Oxford durchgefiihrt.

2.1.1 Tiere, Tierhaltung und Apparate fiir die Verhaltensexperimente

Alle In-vivo-Teilexperimente wurden in Ubereinstimmung mit dem ,,Home Office UK
Animals (Scientific Procedures) Act™ von 1986 durchgefiihrt. Es wurden acht Wochen
alte Méuse vom Stamm C57BL/6 (Harlan Limited, Bicester, UK) verwendet. In allen
Teilexperimenten wurde mit weiblichen Méusen gearbeitet, da es bei diesen bei der
Haltung in Gruppen seltener bzw. in geringerer Auspragung zur Ausbildung von
Hierarchien und Rangordnungskdmpfen kommt als bei miénnlichen”™. GemiB
Appendix A der Européischen Konvention zum Schutz von Vertebraten fiir experimen-
telle oder sonstige wissenschaftliche Zwecke (ETS Nr. 123, Straf8burg, 2004) sollen
Tiere mit ausgepragtem Sozialverhalten wann immer moglich in Gruppen gehalten und
eine Anreicherung der Umgebung zur Simulation des natiirlichen Lebensraums sicher-
gestellt werden. Da es zudem allgemeingiiltige Lehrmeinung ist, dass eine solche An-
reicherung das Verhalten der Tiere normalisiert, ohne Testergebnisse zu verfilschen®,
wurden die Méuse in Gruppen von jeweils fiinf Tieren in transparenten Kunststoffkéfi-

gen (Animal Care Systems, Colorado, USA) gehalten, deren Boden mit Espenholz-
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schnitzeln bedeckt war und zudem Rohren und Hohlen aus Pappkarton als ,,environ-
mental Enrichments* zur Verfiigung standen. Alle Tiere innerhalb einer solchen Gruppe
wurden derselben Behandlung unterzogen. Die Tiere wurden bei einem Licht-Dunkel-
Zyklus von 12/12 Stunden gehalten, wobei alle Testungen in der Lichtphase (zwischen
08.00 und 20.00 Uhr) durchgefiihrt wurden, auler die, bei denen der Beobachtungszeit-
raum tiiber Nacht reichte. Standardisierte Futterpellets (PCP Pellets, William Lillico and
Son, Betchworth, UK) und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfligung.

Sédmtliche Testapparate wurden von Mitarbeitern des ,,Institute of Experimental Psycho-
logy* der Universitit Oxford selbst hergestellt und entsprechen international giiltigen
Standards. Die genauen Abmessungen und Beschreibungen der verwendeten Gerite
sind in den entsprechenden Kapiteln aufgefiihrt. Bei allen verwendeten Tests wurden
die Tiere fiinf bis zehn Minuten vor Beginn der Untersuchungen in einen separaten
Testraum gebracht. Zu Beginn jeder Testserie wurden zundchst weibliche Testmause
desselben Stamms, die nicht in den Experimenten verwendet wurden, an der jeweiligen
Apparatur getestet, um dem Testapparat einen Spezies-spezifischen Geruch zu geben
und somit die Testbedingungen fiir alle Tiere konstant zu halten. Zudem wurden die
Testapparaturen vor jedem erneuten Versuch erst feucht, dann trocken ausgewischt. Die
Maiuse wurden durch Bleichen der Korperbehaarung an genau definierten Arealen ge-

kennzeichnet, um Verwechslungen zu vermeiden.

2.1.2 Auswahl des Patienten fiir das Passive-Transfer-Experiment

Die fiir das Passive-Transfer-Experiment ausgewahlte Patientin war zum Zeitpunkt der
Blutentnahme 36 Jahre alt und zog sich zwei Jahre vor der Blutentnahme ein CRPS
Typ I der rechten Hand zu, ausgeldst durch ein minimales Distorsionstrauma beim Griff
in eine sich noch drehende Waschtrommel. An der betroffenen Extremitét waren deutli-
che Zeichen von Schwellung und livider Verfarbung erkennbar und die betroffene Hand
war merklich kilter als die kontralaterale. Eine Verdnderung der Schwei3sekretion be-
stand nicht, ebenso keine motorischen Defizite. Die Patientin beschrieb einen starken,
vorwiegend brennenden Schmerz von durchschnittlicher Intensitit von 6-7 auf der nu-
merischen Rangskala (NRS), welche von 0 (Schmerzfreiheit) bis 10 (groBtmoglicher
vorstellbarer Schmerz) reicht. Zudem bestand eine Kilteallodynie, d. h. eine Schmerz-

verstirkung bei der Applikation von nicht noxischen Kéltereizen, wie z. B. beim Auf-
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sprithen einer Alkohollésung auf das betroffene Areal. Sensible Defizite bestanden im
Sinne einer Hypésthesie bei leichter Beriihrung an den Fingerspitzen der Finger II, 111
und IV. Konventionelle therapeutische Mallnahmen, wie eine intravendse regionale
Sympathikusblockade oder die Therapie mit Antidepressiva und Opioiden, waren bis-
lang nicht oder nur gering erfolgreich bzw. mit starken Nebenwirkungen behaftet gewe-
sen. Die Patientin wurde seit Oktober 2001 in mehrwdchigen Abstdnden mit jeweils
30 Gramm IVIg behandelt und zeigte eine fast vollstindige, auf die Wirkdauer der Im-
munglobuline beschrinkte und reproduzierbare Beseitigung aller Krankheitssymptome
und der im Wesentlichen schmerzbedingten Funktionsstorungen. Die Blutentnahme er-
folgte acht Wochen nach der letzten Gabe von 1VIg, etwa eine Woche nach dem Wie-

derauftreten der CRPS-Symptomatik.

2.1.3 Auswahl der Kontrollprobanden fiir das Passive-Transfer-Experiment

Das den Kontrollméusen injizierte Serum setzte sich zu gleichen Teilen aus Serumpro-
ben von vier gesunden Mitarbeiterinnen des Weatherall Institute of Molecular Medicine
der Universitdit Oxford zusammen, die zum Zeitpunkt der Entnahme 29 bis 46 Jahre

(Mittelwert: 37,75; Stabw.: 7,68) alt waren.

2.14 Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Serumproben

Die Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Seren erfolgte bei Patientin und Kon-
trollprobandinnen zu denselben Bedingungen. Die Punktion einer peripheren Vene zur
Blutentnahme erfolgte zwischen 08.00 und 12.00 Uhr. Das Blut wurde in Kunststoftbe-
hiltnissen (S-Monovetten®, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland) gesammelt. Nach Ge-
rinnung bei dreiffigminiitiger Lagerung bei Raumtemperatur erfolgte eine zehnminiitige
Zentrifugation bei 2000 x g und das so gewonnene Serum wurde umgehend in codierten
Reaktionsgefalen (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) aliquotiert und bei -20 °C gela-
gert. Um bei den Versuchstieren mogliche chemische, peritoneale Reizungen durch Li-
pide zu vermeiden, wurden Patientin und Kontrollprobandinnen angewiesen, eine Nah-
rungskarenz von mindestens zwolf Stunden vor der Blutentnahme einzuhalten. Um wei-
tere Storgrofen zu reduzieren, durften in diesem Zeitraum aullerdem kein Alkohol oder
Nikotin konsumiert und keine Medikamente eingenommen werden. Die Serumproben

wurden vor den Injektionen zusétzlich tiber Nacht bei 4 °C mittels einer semipermeab-
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len Membran (Sigma, St. Louis, Missouri, USA), die flir Substanzen ab einem Moleku-
largewicht grofler 12 kD undurchldssig ist, gegen jeweils zehn Volumina physiologi-
scher Kochsalzlosung dialysiert, um den Elektrolytstatus in allen Proben konstant zu
halten. Um Komplementfaktoren zu inaktivieren wurden die Proben daraufhin 30 Minu-

ten lang in sterilen Glasgefalen im Wasserbad bei 56 °C erwérmt.

2.1.5 Durchfiihrung des In-vivo-Experiments
2.1.5.1 Abgleichung und Zusammensetzung der Behandlungsgruppen;
Injektionsschema, Zeitplan

Aus insgesamt 20 Miusen wurden zwei Gruppen gebildet: Zehn Méausen wurde das Se-
rum der CRPS-Patientin, zehn weiteren das gepoolte Serum der Kontrollprobandinnen
injiziert. Um die Gruppen untereinander homogen zu gestalten, wurden alle Tiere drei
Tage vor Beginn der eigentlichen Injektions- und Testreihen dem sog. Food-
displacement-Test (s. 2.1.5.2.2) unterzogen und anhand der Ergebnisse in die oben ge-
nannten Gruppen aufgeteilt, da dieser Test als valider Indikator fiir generelles, Spezies-
spezifisches exploratives Verhalten gilt. Auf die Durchfithrung weiterer Tests wurde zu
diesem Zeitpunkt bewusst verzichtet, um eine Habituation der Tiere an die Versuchsap-
parate zu vermeiden. Die Serumproben wurden unmittelbar vor der Injektion aufgetaut
und auf 38 °C erwdrmt. Die anschlieBenden Verhaltensexperimente wurden anhand des
unten angegebenen Zeitplans (s. Tabelle 1) durchgefiihrt. Jeder Maus wurde an fiinf
aufeinander folgenden Tagen jeweils ein Milliliter Serum injiziert. Die Verhaltenstests
werden im Folgenden nédher erldutert. Die Injektionen erfolgten stets morgens zwischen
08.00 und 10.00 Uhr, die Verhaltenstests im Verlauf des Tages, jedoch frithestens eine
Stunde nach der Injektion. Es wurde ein genauer zeitlicher Abstand von fiinf Minuten
zwischen den Injektionen und ebenfalls zwischen den anschlieenden Tests eingehalten,
um ein interindividuell konstantes Intervall zwischen Injektionen und Verhaltenstests zu
gewdhrleisten. Fiinf Tage nach der letzten Testung wurden die Méuse mittels intrakardi-
aler Infusion von physiologischer Kochsalzldsung und anschlieBender zervikaler Dislo-
kation getdtet. Verschiedenartige Organsysteme, darunter Gewebe von ZNS, PNS und
Skelettmuskulatur wurden fiir weiterfiihrende Untersuchungen entnommen, in Isopen-

tan (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) schockgefroren und bei -80 °C gelagert.
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Injektion von . Tabelle 1:
Serum (1 ml Food-displacement- Open-Field- | Injektionsschema fiir
Tag Test (Messung nach ,-]
pro Tagund | .~ .o Nacht) Test die Serumproben und
Maus) Zeitplan fiir die
-3 X Durchfiihrung der
1 X beiden Verhaltensex-
2 X X X perimente Food-
z i displacement und
5 X Open-Field-Test.
8 X X
15 X
2.1.5.2 Testung von allgemeinem, Spezies-spezifischem Verhalten

2.1.5.2.1 Open-Field-Test

Der Open-Field-Test (engl. ,,offenes Feld) erfasst das angeborene, explorative Verhal-
ten von Midusen und anderen Nagetieren. Eine Maus wird mit dem Kopf zur Wand in
eine Ecke einer grauen, oben offenen Plastikbox mit der Fliche von
30 x 50 cm und 18 cm hohen Wénden platziert. Die Grundfliche der Box
(s. Abbildung 4) ist durch weifle Linien in 15 Quadrate von jeweils 10 x 10 cm Grof3e
unterteilt. Die Dauer dieses Experiments betrug drei Minuten pro Maus, gemessene Pa-
rameter waren die Anzahl der insgesamt erlaufenen Quadrate, die Latenzzeit bis zum
ersten Aufrichten (,,Rear®), d. h. dem freien Stehen auf den Hinterpfoten mit explorati-
ver Intention und dem Versuch, iiber die Wéande des Apparates hinwegzusehen, sowie
die Gesamtzahl aller ,,Rears*. Da an Tag 2 zusétzlich bei einigen Mdusen der Patienten-
gruppe neuartige, bislang unbekannte Phinomene, ndmlich ein starkes Zittern des ge-
samten Korpers sowie massives Aufstellen aller Korperhaare (fortan als ,,Shivering*
und ,,Piloerektion” bezeichnet) beobachtet wurden, wurde das Auftreten dieser

Symptome im weiteren Verlauf als zusitzlicher Testparameter mit aufgenommen.

Abbildung 4:
Grundfldache des Open-Field-

Testapparats, welche durch Li-
nien in 15 Quadrate von je

10 cm Seitenlédnge unterteilt
war.
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2.1.5.2.2 Food-displacement-Test

Dieser Test beurteilt das angeborene Verhalten von Nagetieren, Hohlen zu graben. Eine
an einem Ende verschlossene, 20 cm lange Plastikrhre mit 6,8 cm Durchmesser wurde
mit 200 g der oben genannten (2.1.1) standardisierten Futterpellets gefiillt und in einem
Individualkéfig platziert. Die offene Seite der R6hre wurde mittels Schrauben, die in der
Wand der Rohre fixiert waren, drei Zentimeter gegeniiber dem Boden des Kéfigs ange-
hoben um zu verhindern, dass das Futter auch ohne die Aktivitdt der Maus aus dem Be-
héltnis fallen konnte. Dieses Experiment begann nachmittags um 17.00 Uhr. Die von
der Maus ausgegrabene Futtermenge wurde nach zwei Stunden und am nichsten Mor-

gen, nach 15 Stunden gemessen. Abbildung 5 zeigt den Versuchsautbau.

Abbildung 5:
Aufbau der Food-Displacement-Testapparatur:

Bei den oben beschriebenen Untersuchungen
wurde jedoch nur jeweils eine Mause pro Kéfig
gehalten.

2.1.6 Statistische Auswertung des In-vivo-Experiments

Da wie beschrieben die Méuse nur anhand des Food-displacement-Tests in die beiden
Gruppen aufgeteilt waren, lagen fiir den Open-Field-Test keine Ausgangsdaten vor Be-
ginn der Behandlungen vor. Da zudem durch Fehlinjektionen die Gruppengréfe der
Kontrollméuse im Verlauf des Experiments reduziert werden musste, war eine statisti-
sche Analyse unter Beriicksichtigung des zeitlichen Verlaufs im Sinne einer Mehrfakto-
ren-Varianzanalyse mit Messwiederholung nicht moglich. Es wurden daher Mediane

der jeweiligen Daten zwischen den beiden Gruppen zu jedem einzelnen Testzeitpunkt
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mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Die Héaufigkeit des Auftretens von Piloerek-
tion im Rahmen des Open-Field-Tests wurde mittels Fisher’s-Exact-Test beurteilt.
Bei explorativem Vorgehen wurden P-Werte <0,05 als statistisch signifikant erachtet.
Alle Analysen wurden mit der Version 4.03 des Statistikprogramms Prism® (Graphpad
Software Incorporated, La Jolla, Kalifornien, USA) durchgefiihrt.

2.2 Material und Methoden fiir di e immunhistochemischen Unter-
suchungen

221 Gerite

Kryotom: Leica CM 1900 (Leica, Wetzlar, Deutschland)

Objekttréiger : Multispot Slides (Hendley-Essex Limited, UK)

Abdeckgléser: Multispot Coverslips (Hendley-Essex Limited, UK)

Wippschiittler: Buehler WS 10 (Buehler, Hechingen, Deutschland)

Lichtmikroskop: Nikon Eclipse E400 (Nikon, Tokio, Japan)

Zentrifugen: Heraeus Multifuge 3 Plus (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, USA);

Eppendorf 5417 C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Analysewaage: Sartorius LA230S (Sartorius, Gottingen, Deutschland)
Kunststoffrohrchen: ~ S-Monovetten®, Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

2.2.2 Chemikalien, Puffer, Losungen, Antikorper
Decon 90: Decon Laboratories Limited, Hove, UK
PBS: Oxoid, Basingstoke, UK

Isopentan : Sigma, St. Louis, Missouri, USA

Paraformaldehyd: Sigma, St. Louis, Missouri, USA
Wasserstoffperoxyd: Sigma, St. Louis, Missouri, USA

Methanol: Riedel-de Haén, Honeywell, Seelze, Deutschland
AEC : Sigma, St. Louis, Missouri, USA

DMF : Sigma, St. Louis, Missouri, USA

APTES : Sigma, St. Louis, Missouri, USA
Eindeckmedium: Dako S3025 (Dako, Glostrup, Danemark)
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Zweitantikorper: Dako PO212 Meerrettichperoxidase-konjugierter Kaninchen-
anti-human-pan-Ig (Dako, Glostrup, Déanemark)
Mayers Hdmalaun: BDH Chemicals (VWR International, Lutterworth, UK)

Eindeckmedium: Dako S3025 (Dako, Glostrup, Danemark)
223 Anfertigung der Gew ebepriparate fiir die immunh istochemischen
Farbungen

Um eine bessere Haftung der Gewebsschnitte auf den Objekttragern zu erzielen, wurden
diese mit APTES gemal folgendem Protokoll beschichtet, sodass eine positive Ladung
der Glasoberfliche entstand. Die Objekttrager wurden 5 Minuten lang mit dem Tensid
Decon 90 (2% in dH,0) benetzt, dann zunachst 5 Minuten in laufendem Leitungswasser
dann zweimal weitere 5 Minuten in dH,O ausgewaschen und 2 Stunden bei 60 °C ge-
trocknet. Darauf folgte eine fiinfminiitige Inkubation in APTES (2% v/v in Methanol)
und erneut, wie oben beschrieben, ein Auswaschen erst unter flieBendem Leitungswas-
ser, dann zweimal in dH,O mit anschlieBender Trocknung. Fiir die Gewebepréparate
wurden Miuse des Stammes C57BL/6 einen Tag post partum durch zervikale Disloka-
tion getotet, in auf Trockeneis gekiihltem Isopentan fiir 15-20 Sekunden schockgefroren
und in Aluminiumfolie bei -80°C gelagert. Gewebsschnitte von 10 um Dicke wurden
mittels eines Kryotoms angefertigt. Auf jeden Objekttrager wurden drei verschiedene
Schnitte aufgebracht (s. Abbildung 6): jeweils ein Frontalschnitt durch Kopf der Maus
sowie ein Transversal- und ein Frontalschnitt durch den gesamten Mauskdrper. Die so
angefertigten Priaparate wurden 24 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet, paarweise

in Aluminiumfolie gewickelt und bei -20°C gelagert.

Abbildung 6:
Schnittfiihrung bei Anfertigung der Gewebepriparate. Die Schnitte wurden zwischen

den jeweils angegebenen Linien durchgefiihrt’’.
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224 Untersuchungskollektive

2.24.1 Patientenkollektiv

Fiir die immunhistochemischen Farbungen wurden Seren von insgesamt 45 Patienten
mit chronischen Schmerzsyndromen verwendet, die sich folgendermaflen aufteilten:
22 Patienten litten am Fibromyalgiesyndrom, 23 Patienten am CRPS.

Die klinischen und demographischen Daten der in die Studie eingeschlossenen

Schmerzpatienten sind in 3.2.1 zusammengefasst.

2.24.2 Kontrollkollektiv

Die Kontrollseren wurden in Kooperation mit dem Institut fiir Transfusionsmedizin und
Héamotherapie der Universitdt Wiirzburg gewonnen, wobei gesunden Blutspendern, die
an keinem linger als drei Monate persistierenden oder akuten Schmerzsyndrom leiden
durften und in Geschlecht und Alter (+ 5 Jahre) mit den Schmerzpatienten iibereinstim-
men mussten, im Rahmen der Spende zusitzlich Blut abgenommen und unter den sel-
ben Bedingungen wie die Proben der Schmerzpatienten verarbeitet und gelagert wurde.
Als weitere Ein- und Ausschlusskriterien fiir die Kontrollprobanden galten die allge-
mein gililtigen Voraussetzungen des Instituts fiir Transfusionsmedizin und Hamothera-
pie zur Durchfiihrung einer Blutspende.

Die demographischen Daten der verwendeten Kontrollprobanden sind ebenfalls in 3.2.1

aufgefiihrt.

2.2.5 Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Serumproben
Die Entnahme, Aufbereitung und Lagerung der Serumproben wurden wie unter 2.1.4

beschrieben durchgefiihrt. Eine Dialyse bzw. Hitzeinaktivierung erfolgte jedoch nicht.

2.2.6 Durchfithrung der indirekten immunhistochemischen Firbungen

Alle Schritte wurden bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Gewaschen wurde, falls nicht
anders angegeben, stets flir drei Minuten in PBS. Die wie oben beschrieben vorbereite-
ten Gewebeprdparate wurden vor Beginn der Farbung 15 Minuten lang aufgetaut,
10 Minuten in Paraformaldehyd (4% in PBS) fixiert und dreimal gewaschen. Darauthin
wurde die endogene Peroxidase des Gewebes durch Inkubation in einer Wasserstoffper-

oxyd-/Methanolldsung (10 ml H,O; in 200ml 70% Methanol in dH,0) blockiert, da die-
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se spater sonst durch Umsetzung des Substrates Fiarbeartefakte hervorrufen wiirde. Nach
weiterem dreimaligen Waschen wurden die Gewebsschnitte 20 Minuten lang in jeweils
500 pl FBS (5% in PBS) blockiert, um unspezifische Bindungen der humanen Im-
munglobuline an F.-Rezeptoren des murinen Gewebes zu vermeiden. Es folgte eine
sechzigminiitige Inkubation der Gewebsschnitte mit 500 pl von Verdiinnungen der
Patienten- bzw. Kontrollseren (1:100 in 1% FBS in PBS). In einem Firbedurchgang
wurden insgesamt etwa 7 bis 10 Patienten- mit den jeweils korrespondierenden Kon-
trollseren untersucht. Zusitzlich wurde jedes Mal eine Negativ- (PBS) und eine Positiv-
kontrolle einbezogen. Die Positivkontrolle bestand aus einer Serumprobe eines
Patienten mit chronisch-inflammatorischer demyelinisierender Neuropathie (CIDP),
welche starke Bindung an peripheren Nerven der Miuse zeigte. Jede Probe wurde mit
den drei verschiedenen Geweben eines Objekttrigers (s. 2.2.3) 60 Minuten lang inku-
biert, um spéter das Bindungsverhalten der Antikorper an verschiedenen Organsyste-
men begutachten zu konnen. Nach dreimaligem Waschen der Priparate wurden diese
fiir 30 Minuten mit jeweils 500 pl der Verdiinnung des Zweitantikdrpers inkubiert
(Meerrettichperoxidase-konjugierter Kaninchen-anti-human-pan-Ig, 1:100 in 1% FBS in
PBS). Nach erneutem dreimaligen Waschen wurden 500 ul des Substrats aufgetragen
(AEC, 5mg/ml in DMF, verdiinnt 1:16 v/v in 0.1 M NaAc-Puffer, pH 5.2, aktiviert
durch 0,1% v/v H,0,), welches durch die antikorpergebundene Meerrettichperoxidase
in einen rotlichen, wasserunldslichen Farbstoff umgewandelt wurde. Das Substrat wur-
de nach 8 Minuten abgenommen und die Gewebsschnitte wurden einmalig in PBS ge-
waschen.  AnschlieBend wurden die Prédparate fir 60 Sekunden in
Mayers Hidmalaun gegengefiirbt, um einen besseren Uberblick iiber die anatomische
Situation zu gewéhrleisten, dann viermal kurz in dH,0 und einmal 5 Minuten in PBS
gewaschen. Nach Trocknung {iber Nacht wurden die Praparate mit Eindeckmedium und
Deckgliasern abgedeckt und bis zur mikroskopischen Auswertung in Dunkelheit bei

Raumtemperatur aufbewahrt.

2.2.7 Mikroskopische Untersuchung und Auswertung
Die Gewebsschnitte wurden spétestens zwei Tage nach der Immunfirbung von zwei
unabhingigen Personen bei 4-, 10- und 20-facher VergroBerung verblindet lichtmikro-

skopisch untersucht, d. h. die Untersucher wussten nicht, ob es sich beim vorliegenden
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Praparat um mit Patienten- oder Kontrollserum gefarbtes Gewebe handelte. Folgende
Organsysteme wurden nach dem jeweiligen Bindungsverhalten untersucht: GroBhirn-
und Riickenmarksparenchym, quergestreifte Muskulatur, Blutgefdfle, Spinalganglien
und periphere Nerven. Die Bindungsstirke bzw. Farbintensitit wurde anhand einer
Nominalskala von 0 bis 3 eingeschitzt, abgestuft in jeweils vier weitere Unterteilungen.
Dem Wert 0 entsprach dabei keine Farbung wie bei der Negativkontrolle, dem Wert 3

die maximale Farbeintensitit wie bei der Positivkontrolle.

2.2.8 Statistische Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen
Die Verteilung der Daten wurde mittels Komolgorow-Smirnow-Test untersucht. Die
statistischen Auswertungen beziiglich der demographischen Daten der untersuchten
Kollektive erfolgte mittels Student’s T-Test. Die Mediane der Intensitdtsscores zwi-
schen Patienten- und Kontrollkollektiv, ebenso wie zwischen den verschiedenen
Schmerzdiagnosen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Da dieser Test
nicht anwendbar ist, wenn alle Individuen denselben Messwert annehmen, wurde in die-
sen Fillen der Wilcoxon signed-rank-Test verwendet. Da es sich auch in diesem Fall
um ein exploratives Vorgehen handelte, wurden hier ebenfalls P-Werte <0,05 als statis-
tisch signifikant erachtet. Alle Analysen wurden mit der Version 4.03 des Statistikpro-
gramms Prism® (Graphpad Software Incorporated, La Jolla, Kalifornien, USA) durch-
gefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse aus dem In-vivo-Experiment

3.1.1 Allgemeiner Ablauf des Passive-Transfer-Experiments

Alle Teilexperimente wurden gemif3 des vorgegebenen Zeitplans unter Einbehaltung
der Zeitintervalle zwischen den Injektionen bzw. zwischen den Verhaltenstestungen
durchgefiihrt. Es wurde stets die volle Dosis des zu injizierenden Serums erfolgreich
appliziert. An Tag 3 erfolgte eine Serie von Fehlinjektionen, wobei fiinf Méusen der
Kontrollgruppe akzidentiell Serum der Schmerzpatientin injiziert wurde, sodass diese

Mause fiir alle weiteren Tests nicht mehr zur Verfiigung standen.

3.1.2 Testung von allgemeinem Spezies-spezifischem Verhalten
Alle Tiere verhielten sich bei der allgemeinen Haltung zwischen den einzelnen Teilex-

perimenten normal und zeigten gewohnte soziale Interaktion.

3.1.2.1 Open-Field-Test

Wie bereits in Abschnitt 2.1.5.2.1 angegeben, erfasst der Open-Field-Test insbesondere
exploratives Verhalten, es wurden die erlaufenen Quadrate, das Aufrichten (,,Rearing*)
mit explorativer Intention und die Latenz bis zum ersten ,,Rear* bewertet. Zudem zeig-
ten nur Méuse, denen Serum der CRPS-Patientin injiziert wurde, Piloerektion und Shi-
vering. Diese Phidnomene, die nur unter Exposition gegeniiber einem neuen, unbekann-
ten freien Feld, niemals jedoch in Gruppen- oder Individualkédfigen oder im Rahmen
anderer Testungen auftraten, wurden nur an Tag 2, nicht jedoch an den Tagen 8 und 15
beobachtet. Die Ergebnisse der gemessenen Parameter sind im Folgenden tabellarisch
und graphisch dargestellt. In den Graphen, die die einzelnen Tage reprisentieren, sind
Mediane und Interquartilenbereiche dargestellt. Bei den Graphen, die eine Ubersicht
iiber den zeitlichen Verlauf geben, wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit auf Fehler-

balken verzichtet.
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Gesamtzahl der ,,Rears*

Die Aktivitdt beziiglich der ,,Rears® war in der Patientengruppe an Tag 2 im Vergleich
zur Kontrollgruppe hochsignifikant reduziert. Diese Verhaltensdnderung war tendenziell
auch an Tag 8 noch zu beobachten, nivellierte sich dann im Verlauf, sodass an Tag 15
ein normales Aktivitdtsniveau vorlag und kein signifikanter Unterschied mehr zwischen

den beiden Gruppen feststellbar war.

,,l;:zrzs Anzahl Méause Min Max Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 0,0 15,0 3,0 0,5-8,5 0.007%*
Kontrollserum 10 4,0 28.0 9,5 6,0-21,5 )

,Rears .. .

Tag 8 Anzahl Méuse Min Max Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 0,0 14,0 1,0 0,0-4,0 0.129 (ns)
Kontrollserum 5 0,0 22,0 10,0 1,5-18,5 )

,Rears* .. .

Anzahl Méuse Min Max Med IQB P-Wert

Tag 15
Patientenserum 10 3,0 23,0 10,0 4,0-17,5 0.953 (ns)
Kontrollserum 5 6,0 19,0 8,0 7.0-14,0 ’

Tabelle 2: Gesamtzahl der ,,Rears* an den Tagen 2, 8 und 15.
30, Rears"im zeitlichen Verlauf 30- "Rears"” Tag 2
—e— Kontrollen ° sk
--+- Patienten
20+ 20+ T
Kk ¢
101 B_—_e\’-; 109 ——2gp2— _e
o T /,// _oo_ °
O T \\I' T 0 =
Tag 2 Tag 8 Tag 15 Kontrollserum Patientenserum
30- "Rears" Tag 8 304 "Rears" Tag 15
° L]
20+ _ 20+ o .
10 —m—— 10 o B —
N . M ,
Kontrollserum Patientenserum Kontrollserum Patientenserum

Graphen 1-4: Gesamtzahl der ,,Rears* im zeitlichen Verlauf und einzeln an den Tagen 2, 8 und 15.
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Latenz bis zum ersten ,,Rear*

Zu allen drei Zeitpunkten zeigte sich bei den Méusen, denen Patientenserum injiziert
wurde, eine teilweise deutlich erhohte Latenz bis zum ersten ,,Rear®, die im Mittel an
Tag 8 am stirksten ausgeprégt, jedoch vermutlich aufgrund der starken Streuung der

Daten und der reduzierten Gruppengrofle der Kontrollméuse zu keinem Zeitpunkt sig-

nifikant war.

I,"I,a;;zz Anzahl Méause Min Max Med IQB P-Wert

Patientenserum 10 10,0 180,0 30,5 23,5-153,5
0,280 (ns)

Kontrollserum 10 11,0 155,0 27,0 15,5-33,5

I’i‘a;glgz Anzahl Méuse Min Max Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 10,0 180,0 171,0 16,5-180,0 0,129 (ns)
Kontrollserum 5 9,0 180,0 11,0 9,0-133,5 ’

Latenz .. .

Tag 15 Anzahl Méuse Min Max Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 8,0 147,0 21,0 12,5-113 0.254 (ns)
Kontrollserum 5 7,0 19,0 15,0 10,0-18,5 ’

Tabelle 3: Latenzzeiten bis zum ersten ,,Rears* an den Tagen 2, 8 und 15.

sookatenz "Rear” im zeitlichen Verlauf 200- Latenz "Rear" Tag 2
L X ]
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4 . o N
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// \\
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/ AN
4 \,
/ AN
504 / \ 504
5\9___‘5 % —
0 T T T 0 °®
Tag 2 Tag 8 Tag 15 Kontrollserum Patientenserum
200- Latenz "Rear"” Tag 8 200 Latenz "Rear" Tag 15
o 000
—_—
150 150 .
e
100+ 100+
q
50 50
—_—ale
———Sgo—— T e¥ 0 $ —eles
0
Kontrollserum Patientenserum Kontrollserum Patientenserum

Graphen 5-8: Latenzen zum ersten ,,Rear im zeitlichen Verlauf und einzeln an den Tagen 2, 8 und 15.
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Anzahl erlaufener Quadrate

Die Mause, denen Patientenserum injiziert wurde, zeigten zunédchst eine reduzierte Re-
duktion der Exploration im Vergleich zu Kontrollgruppe, gemessen an den erlaufenen
Quadraten. Dieser Unterschied war nur an Tag 8 signifikant. Gegen Ende des Experi-

ments, an Tag 15, libertraf die Laufleistung der Patienten- die der Kontrollgruppe sogar

geringfiigig.

Ql,;f:;r; te Anzahl Méause Min Max Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 14,0 85,0 39,0 26,5-58,0 0,166
Kontrollserum 10 21,0 91,0 53,0 42,5-79,0 (ns)

Q‘%‘;‘;";‘te Anzahl Miuse | Min Max Med QB P-Wert
Patientenserum 10 6,0 59,0 27,5 22,0-30,5 0.040%
Kontrollserum 5 28,0 46,0 40,0 33,5-43,5 ’

Quadrate | /b Miuse | Min Max Med QB P-Wert

Tag 15
Patientenserum 10 33,0 79,0 50,5 44,0-75,0 0,254
Kontrollserum 5 25,0 65,0 42,0 33,5-62,0 (ns)

Tabelle 4: Anzahl der erlaufenen Quadrate an den Tagen 2, 8 und 15.

erlaufene Quadrate im zeitlichen Verlauf 100  €rlaufene Quadrate Tag 2
—e— Kontrollen g .
754 -<+- Patienten 754 %
ke 1 °
i [ —Te
50 ,,/. 50 Slo
- ,,/’ o —
25- e 25 —
° L]
L]
0 T T T 0
Tag 2 Tag 8 Tag 15 Kontrollserum Patientenserum
100  €rlaufene Quadrate Tag 8 100 €rlaufene Quadrate Tag 15
L]
75+ 75 ——
ET]
_0_
° q
501 0 50+ —y—
— ——t— -
_— .
25- ° _:',% 25- °
L]
0 0
Kontrollserum Patientenserum Kontrollserum Patientenserum

Graphen 9-12: Anzahl der erlaufenen Quadrate im zeitlichen Verlauf und einzeln an den Tagen
2,8 und 15.
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Auftreten von Piloerektion und Shivering

Die Phanomene Piloerektion und Shivering traten stets zusammen auf und werden daher
gemeinsam betrachtet. Diese Erscheinungen waren ausschlieBlich an Tag 2 und nur
wihrend des Open-Field-Tests zu beobachten. Bei Kontrollmdusen traten diese

Symptome nie in Erscheinung.

P}loelzektlon J Anzahl Miuse | Piloerektion (Anzahl) | Piloerektion (%) P-Wert
Shivering Tag 2
Patientenserum 10 9/10 90 <0,0001
Kontrollserum 10 0/10 0 Hokok

Tabelle 5: Auftreten von Piloerektion und Shivering an Tag 2.

Piloerektion / Shivering Tag 2

10+ EEES

Patientenserum Kontrollserum

Graph 13: Auftreten von Piloerektion und Shivering an Tag 2.
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3.1.2.2 Food-displacement-Test

Wie bereits in 2.1.5.1 erwihnt, wurden die Méuse anhand dieses Tests vor Beginn der
Injektions- und Testserien (Tag -3) gleichméBig in zwei Gruppen aufgeteilt, da er ein
globales Mal} zur Abschitzung von allgemeinem, Spezies-spezifischem Verhalten, Mo-
tivation zur Exploration und motorischen Fiahigkeiten darstellt. Demnach unterscheiden
sich die beiden Gruppen in der Aktivitéit in diesem Test zu Beginn, an Tag -3, nur un-
wesentlich. Im Verlauf zeigte sich eine deutlich reduzierte Aktivitdt bei den Mausen,
denen Patientenserum injiziert wurde, im Vergleich zu den Kontrollmiusen. Ahnlich
wie bei der ,,Rear-Aktivitit im Open-Field-Test waren die Unterschiede an Tag 2
hochsignifikant, sowohl beziiglich der nach zwei Stunden als auch der iiber Nacht aus-
gegrabenen Futtermenge. Auch an Tag 8 schien diese Aktivitdt noch reduziert zu sein,
die Unterschiede zwischen den beiden Gruppen waren jedoch nicht mehr signifikant.
Die Ergebnisse der gemessenen Parameter sind im Folgenden tabellarisch und gra-
phisch dargestellt. Wie bei den Ergebnissen des Open-Field-Tests sind auch hier nur in
den Graphen, welche die einzelnen Tage reprisentieren, zusitzlich zu den Medianen die

Interquartilenbereiche dargestellt.

Food—dlrs[‘[:llzglc_gment 2h Anzahl Méuse | Min Max | Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 10,0 | 200,0 | 95,0 55,5-153,5 0,529
Kontrollserum 10 8,0 200,0 | 108.,5 78,5-176,0 (ns)

Food-displacement iiber .. .

Nacht Tag -3 Anzahl Méuse | Min Max | Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 137,0 | 200,0 | 193,0 151,5-200, 0,739
Kontrollserum 10 89,0 | 200,0 | 189,0 | 147,0-200,0 (ns)

F""d'd‘s%’;agc;me“t 2h 1 Anzahl Miuse | Min | Max | Med QB P-Wert
Patientenserum 10 0,0 20,0 1,0 0,0-11,0 0.002%*
Kontrollserum 10 5,0 146,0 18,5 8,0-66,0 ’

Food-displacement iiber . .

Nacht Tag 2 Anzahl Méuse | Min Max | Med 1QB P-Wert
Patientenserum 10 2,0 97,0 11,5 4,0-38,5 0.007%*
Kontrollserum 10 19,0 | 200,0 | 52,0 20,0-185,0 )

F""d'd‘s,}’:;c;me“t 2h | Anzahl Mause | Min | Max | Med IQB P-Wert
Patientenserum 10 6,0 171,0 | 59,5 27,0-138,5 0,075
Kontrollserum 5 63,0 | 200,0 | 160,0 | 71,0-186,0 (ns)

Food-displacement iiber . .

Nacht Tag 8 Anzahl Méuse | Min Max | Med 1QB P-Wert
Patientenserum 10 55,0 | 200,0 | 189,5 | 126,5-200,0 0,679
Kontrollserum 5 152,0 | 200,0 | 183,0 | 166,5-200,0 (ns)

Tabelle 6: Food-displacement (Menge der ausgegrabenen Futterpellets in Gramm) an den Tagen
-3, 2 und 8, jeweils nach zwei Stunden bzw. iiber Nacht.
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Graphen 14-21: Food-displacement (Menge der ausgegrabenen Futterpellets in Gramm) im zeitlichen
Verlauf und an Tagen -3, 2 und 8, jeweils nach zwei Stunden und {iber Nacht.

34



3.2 Ergebnisse aus den immunhistochemischen Untersuchungen

3.2.1 Charakterisierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

3.2.1.1 Alters- und Geschlechtsverteilung von Patienten- und Kontrollkollektiv
Das Alter der 45 eingeschlossenen Patienten, darunter 10 Mainner (22,2 %) und
35 Frauen (77,8 %), lag zwischen 18 und 68 Jahren. Das mittlere Alter betrug 45,2 Jah-
re (Ménner: 41,2 Jahre, Frauen: 46,3 Jahre; Graph 22, Tabelle 7).

Das Alter der 43 eingeschlossenen Kontrollprobanden, darunter 10 Ménner (23,3 %)
und 33 Frauen (76,7 %), lag zwischen 20 und 63 Jahren. Das mittlere Alter betrug 43,2
Jahre (Ménner: 42,1 Jahre, Frauen: 43,6 Jahre; Graph 23, Tabelle 8).

Unabhéngig von diesem Kollektiv wurden die Seren der Patientin und der Kontrollpro-
bandinnen, welche im In-vivo-Experiment verwendet wurden, ebenfalls in die Diagnos-

tik einbezogen.

Anzahl Prozent Min Max Mittelwert Stabw
Gesamt 45 100,0 % 18 68 452 12,6
Minner 10 22,2 % 27 62 46,3 12,9
Frauen 35 77,8 % 18 68 41,2 10,9

Tabelle 7: Alters- und Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs

Anzahl Prozent Min Max Mittelwert Stabw
Gesamt 43 100,0 % 20 63 432 11,9
Miénner 10 23,3 % 27 63 42,1 12,2
Frauen 33 76,7 % 20 63 43,6 12,0

Tabelle 8: Alters- und Geschlechtsverteilung des Kontrollkollektivs.

Altersverteilung aller Patienten Altersverteilung aller Kontrollprobanden
20+ 20+
CFrauen CFrauen
157 N Mznner 151 E Mianner
104 104
5-| | I | H | | | l—l H H ‘ | H
o o
- 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 - 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70
Jahre Jahre

Graphen 22 und 23: Einteilung der Patienten und Kontrollprobanden, getrennt nach Geschlecht, in Al-
tersgruppen mit jeweils einer Dekade als Intervall; schwarzer Sdulenanteil fiir das mannliche, weiller Sau-
lenanteil fiir das weibliche Geschlecht.
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Es wurden demnach zu 10 ménnlichen Schmerzpatienten 10 korrespondierende Kon-
trollprobanden rekrutiert, wobei der maximale Altersunterschied eines Patienten zum
entsprechenden Kontrollprobanden 6 Jahre betrug. Den 35 weiblichen Patienten wurden
33 Kontrollprobandinnen zugewiesen, welche im Alter ebenfalls um maximal 6 Jahre
abwichen. Zu zwei weiblichen Patienten im Alter von 61 bzw. 68 Jahren konnte keine
korrespondierenden Kontrollprobandinnen rekrutiert werden. Der statistische Vergleich
der Mittelwerte der Patienten- und Kontrollkollektive ergab nicht signifikante Altersun-
terschiede sowohl fiir die jeweiligen geschlechtsunabhingigen (P=0,454), als auch fiir
die eingeschlossenen ménnlichen (P=0,864) und weiblichen (P=0,365) Kollektive
(s. Tabellen 9-12). Auch der Unterschied der Altersmittelwerte aller mannlichen gegen-

iber allen weiblichen Individuen war nicht signifikant (P=0,284).

Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle Individuen 88 18,00 | 68,00 44,24 12,23
alle Patienten 45 18,00 | 68,00 45,20 12,57 0,454
alle Kontrollen 43 20,00 | 63,00 4323 11,93 (ns)
Tabelle 9: Vergleich der Altersverteilungen von Patienten- und Kontrollkollektiv.
Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle méannlichen Individuen 20 27,00 | 63,00 41,65 11,24
alle ménnlichen Patienten 10 27,00 | 62,00 41,20 10,87 0,864
alle médnnlichen Kontrollen 10 27,00 | 63,00 42,10 12,17 (ns)
Tabelle 10: Vergleich der Altersverteilungen aller eingeschlossenen ménnlichen Individuen.
Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle weiblichen Individuen 68 18,00 | 68,00 45,00 12,48
alle weiblichen Patienten 35 18,00 | 68,00 46,34 10,87 0,365
alle weiblichen Kontrollen 33 20,00 | 63,00 43,58 12,17 (ns)
Tabelle 11: Vergleich der Altersverteilungen aller eingeschlossenen weiblichen Individuen.
Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle Individuen 88 18,00 | 68,00 4424 12,23
alle ménnlichen Individuen 20 27,00 | 63,00 41,65 11,24 0,284
alle weiblichen Individuen 68 18,00 | 68,00 45,00 12,48 (ns)

Tabelle 12: Geschlechtsspezifischer Vergleich der Altersverteilungen aller eingeschlossenen Individuen.
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3.2.1.2 Korrelation der biographischen Daten mit den Schmerzdiagnosen

Das Patientenkollektiv wurde in die beiden Diagnoseuntergruppen ,,Fibromyalgie-
syndrom (FMS)*“ und ,,Komplexes regionales Schmerzsyndrom (CRPS)“ unterteilt.
Beide Geschlechter waren in der CRPS-Gruppe annéhernd gleich vertreten (10 Ménner,
13 Frauen), die Fibromyalgie-Gruppe bestand jedoch génzlich aus weiblichen Patienten

(n=22).

Diagnose Minner Frauen Alter
Anzahl Prozent Anzahl Prozent MW Stabw
Gesamt 10 22,2 % 35 77,8 % 45,2 12,6
FMS 0 0,0 % 22 100,0 % 45,8 12,4
CRPS 10 43,5 % 13 56,5 % 44,7 13,0

Tabelle 13: Alters- und Geschlechtsverteilung innerhalb der beiden Diagnosegruppen.

Beziiglich der Altersmittelwerte der beiden verschiedenen Schmerzdiagnosen CRPS
und FMS ergaben sich ebenfalls nicht signifikante Altersunterschiede sowohl fiir die
geschlechtsunabhiangigen (P=0,769), als auch fiir die eingeschlossenen weiblichen
(P=0,740) Kollektive (s. Tabellen 14 und 15). Da keine ménnlichen Patienten mit

Fibromyalgiesyndrom rekrutiert wurden, entfdllt hier der Vergleich zwischen den bei-

den Diagnosegruppen.

Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle Patienten 45 18,00 68,00 45,20 12,57
alle CRPS-Patienten 23 19,00 68,00 44,65 13,01 0,769
alle FMS-Patienten 22 18,00 61,00 45,77 12,37 (ns)
Tabelle 14: Vergleich der Altersverteilungen der beiden Diagnosegruppen CRPS und FMS.
Anzahl Min Max Mittelwert Stabw P-Wert
alle weiblichen 35 1800 | 68,00 46,34 12,93
Patienten
weibliche CRPS-
Patienten 13 19,00 68,00 4731 14,29 0,740
weibliche FMS- 22 18,00 | 61,00 45,77 12,37 (ns)
Patienten

Tabelle 15: Vergleich der Altersverteilungen der weiblichen eingeschlossenen Individuen der beiden
Diagnosegruppen CRPS und FMS.
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3.2.2 Serologische Befunde: Statistisch er Vergleich der Immunreaktivititen
von Patienten- und Kontrollseren in Abhiingigkeit von Geschlecht u nd
Schmerzdiagnose

Die immunhistochemischen Fiarbungen verliefen stets erfolgreich gemil oben genann-
tem Protokoll (s. 2.2.6). Die in jedem Férbedurchgang eingeschlossene Positivkontrolle
zeigte jedes Mal hohe Immunreaktivitit gegen peripheres Nervengewebe, die Negativ-
kontrolle zeigte nie Farbung oder unspezifischen Hintergrund.
Es werden im Folgenden die Farbeintensititen an sechs verschiedenen Strukturen bzw.
Organsystemen ausgewertet, bei denen sich im Verlauf der Versuchsreihen Fiarbung
zeigte und die mit der klinischen Symptomatik vereinbar sind: periphere Nerven, Spi-
nalganglien, Strukturen innerhalb des ZNS (aufgeteilt in Riickenmark- und GroBhirnpa-
renchym), Blutgefd3e und quergestreifte Muskulatur. In den folgenden Bildern (Abbil-
dungen 7-12) sind Beispiele fiir einige der genannten Bindungen aufgezeigt. Die statis-
tische Auswertung erfolgte anhand der Vergleiche der in 2.2.7 genannten Einteilung der
Férbeintensitdten. Diese sind, nach folgenden Gruppierungen aufgeteilt, in Scatterplots
graphisch dargestellt: eine geschlechtsspezifische und -unspezifische Gegeniiberstellung
aller Patienten gegeniiber allen Kontrollprobanden, ein geschlechtsunspezifischer Ver-
gleich zwischen den Diagnosegruppen CRPS und FMS sowie eine diagnosenunabhin-
gige Gegeniiberstellung zwischen allen Ménnern und allen Frauen. Aufgrund des Ska-
lenniveaus und der gemdll Komolgorov-Smirnov-Test stets nicht normal verteilten Da-
ten werden in den Graphen Mediane und in den entsprechenden Tabellen zusétzlich In-
terquartilenbereiche angegeben.

Insgesamt ergaben sich anhand der gemessenen Parameter keinerlei signifikante Unter-

schiede zwischen den verschiedenen Gruppierungen. Vereinzelt wurden starke Antikor-

perbindungen beobachtet, jedoch sowohl bei Patienten als auch bei gesunden Kontroll-
probanden.

Bei Féarbungen mit den im vorangegangenen In-vivo-Modell verwendeten Seren der

CRPS-Patientin und der Kontrollprobandinnen wurden keine eindriicklichen Antikor-

perbindungen an den untersuchten Strukturen bzw. Organsystemen gesehen.
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Abbildungen 7 und 8:
Beispiele fiir Antikdrperbindungen an peripheren Nerven (20- und 4-fache Vergroferung).

Abbildungen 9 und 10:
Beispiele fiir Antikdrperbindungen an Strukturen des Riickenmarks (20- und 10-fache VergroBerung).

Abbildungen 11 und 12:
Beispiele fiir Antikorperbindungen an Spinalganglien (20- und 10-fache Vergroerung).
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3.2.21 Immunreaktivitit gegen periphere Nerven

2- . 2] .
£ £
14 eeessse 14 eeeeses
0 T T 0 T T T
alle Patienten alle Kontrollen alle CRPS alle FMS alle Kontrollen
3—
2] . . .
£
14 .ee ceee coe ceee
0 T Al Al 1 T U
mannl. Patienten mannl. Kontrollen w eibl. Patienten w eibl. Kontrollen alle Manner alle Frauen
Graphen 24-26:
Bindungsstédrken von Serumantikérpern an peripheren Nerven.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert

alle Patienten 45 0,00 2,50 0,25 0,00-0,50 0,792
alle Kontrollen 43 0,00 2,50 0,25 0,00-0,50 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 2,50 0,25 0,00-0,50 0,656
alle FMS-Patienten 22 0,00 1,50 0,25 0,00-0,50 (ns)
alle médnnlichen
Patienten 10 0,00 2,50 0,25 0,00-1,25 0,796
alle mannlichen 10 | 000 | 1,00 | 025 0,00-1,00 (ns)
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 2,00 0,25 0,00-0,50 0,600
alle weiblichen 33| 000 | 2,50 | 025 0,00-0,50 (ns)
Kontrollen
alle Ménner 20 0,00 2,50 0,25 0,00-0,75 0,810
alle Frauen 68 0,00 2,50 0,25 0,00-0,50 (ns)

Tabelle 16:

Bindungsstédrken von Serumantikérpern an peripheren Nerven.
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3.2.2.2

Immunreaktivitit gegen Spinalganglien

3 34
2 o . 2] o .o
§ - § . .
5 . 5 .
14 e0ecccccccee secccccce 14 XXXy eyl XYYy Y
0 1 1 0 T T T
alle Patienten alle Kontrollen alle CRPS alle FMS alle Kontrollen
34
2 o .o eoe
14 . .. seesecscsee esecees .o [———
° mannl. l;atienten mannl. Klontrollen w eibl. F}atienten w eibl. K1ontrollen alle I\/Iénner alle Flrauen
Graphen 27-29:
Bindungsstérken von Serumantikorpern an Spinalganglien.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert
alle Patienten 45 0,00 2,00 0,50 0,50-2,00 0,317
alle Kontrollen 43 0,00 2,00 0,50 0,00-1,00 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 1,75 0,50 0,50-1,00 0,900
alle FMS-Patienten 22 0,00 2,00 0,50 0,25-1,00 (ns)
alle médnnlichen
Patienten 10 0,00 1,75 0,50 0,125-0,75 0.579
alle mannlichen 10 | 000 | 1,50 | 025 0,00-1,00 (ns)
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 2,00 0,50 0,50-1,00 0.409
alle weiblichen 331000 | 2,00 | 050 0,00-1,00 (@)
Kontrollen
alle Ménner 20 0,00 1,75 0,50 0,00-0,75 0,159
alle Frauen 68 0,00 2,00 0,50 0,25-1,00 (ns)

Tabelle 17:

Bindungsstérken von Serumantikorpern an Spinalganglien.
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3.2.23

Immunreaktivitit gegen Strukturen des Gro$hirnparenchyms

14 14 . .
0 T T 0 T 1 T
alle Patienten alle Kontrollen alle CRPS alle FMS alle Kontrollen
34
2
&
14 . .o
0
mannl. F1%1tienten mannl. Klontrollen w eibl. F:atienten w eibl. Klontrollen alle I\/llénner alle Flrauen
Graphen 30-32:
Bindungsstérken von Serumantikdrpern an Strukturen des GroBhirnparenchyms.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert

alle Patienten 45 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 0,724
alle Kontrollen 43 0,00 1,00 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 1,00 0,00 0,00-0,00 0,591
alle FMS-Patienten 22 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle mannlichen 10| 000 | 000 [ 000 0,00-0,00
Patienten L
alle minnlichen 10| 000 | 000 | 0,00 0,00-0,00
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 0.698
alle weiblichen 331000 | 1,00 | 0,00 0,00-0,00 (@)
Kontrollen
alle Méanner 20 0,00 0,00 0,00 0,00-0,00 0,031
alle Frauen 68 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 *

Tabelle 18:

Bindungsstéirken von Serumantikérpern an Strukturen des GroBhirnparenchyms.
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3.2.24

Immunreaktivitit gegen Strukturen des Riickenmarks

3 3
2 .o 24 .o
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alle Patienten alle Kontrollen alle CRPS alle FMS alle Kontrollen
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° mannl. I;atienten mannl. Klontrollen w eibl. Platienten w eibl. K:::ntrollen alle I\—/l1énner alle Flrauen
Graphen 33-35:
Bindungsstéirken von Serumantikorpern an Strukturen des Riickenmarks.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert
alle Patienten 45 0,00 2,00 0,00 0,00-0,38 0,564
alle Kontrollen 43 0,00 2,50 0,00 0,00-0,25 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 1,00 0,00 0,00-0,50 0,609
alle FMS-Patienten 22 0,00 2,00 0,00 0,00-0,38 (ns)
alle médnnlichen
Patienten 10 0,00 1,00 0,00 0,00-0,50 0.631
alle mannlichen 10 0,00 | 1,00 | 0,00 0,00-0,25 (ns)
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 2,00 0,00 0,00-0,25 0.678
alle weiblichen 331000 | 250 | 0,00 0,00-0,13 (@)
Kontrollen
alle Ménner 20 0,00 1,00 0,00 0,00-0,25 0,791
alle Frauen 68 0,00 2,50 0,00 0,00-0,25 (ns)

Tabelle 19:

Bindungsstéirken von Serumantikdrpern an Strukturen des Riickenmarks.

43




3.2.25

Immunreaktivitit gegen quergestreifte Muskulatur

5 g
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mannl. I;atienten mannl. Klontrollen w eibl. Platienten w eibl. K:::ntrollen alle Mlénner alle Flrauen
Graphen 36-38:
Bindungsstirken von Serumantikérpern an quergestreifter Muskulatur.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert

alle Patienten 45 0,00 2,50 0,00 0,00-0,00 0,548
alle Kontrollen 43 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 0,00 0,00 0,00-0,00 0,500
alle FMS-Patienten 22 0,00 2,50 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle médnnlichen
Patienten 10 0,00 0,00 0,00 0,00-0,00 1,00
alle minnlichen 10 | 000 | 1,50 | 0,00 0,00-0,00 (ns)
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 2,50 0,00 0,00-0,00 0.643
alle weiblichen 33| 000 | 1,50 | 0,00 0,00-0,00 (ns)
Kontrollen
alle Méanner 20 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 0,800
alle Frauen 68 0,00 2,50 0,00 0,00-0,00 (ns)

Tabelle 20:

Bindungsstirken von Serumantikérpern an quergestreifter Muskulatur.
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3.2.2.6 Immunreaktivitit gegen Blutgefifle

3 3+
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alle Patienten alle Kontrollen alle CRPS alle FMS alle Kontrollen
34
2 .o .o
§
1 .
0
mannl. F1%1tienten mannl. Klontrollen w eibl. F:atienten w eibl. Klontrollen alle I\/llénner alle Flrauen
Graphen 39-41:
Bindungsstérken von Serumantikoérpern an Blutgefa3en.
Anzahl Min Max Med 1QB P-Wert

alle Patienten 45 0,00 2,00 0,00 0,00-0,00 0,895
alle Kontrollen 43 0,00 2,00 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle CRPS-Patienten 23 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 0,583
alle FMS-Patienten 22 0,00 2,00 0,00 0,00-0,00 (ns)
alle médnnlichen
Patienten 10 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 1,000
alle mannlichen 10 | 000 | 0,00 | 000 0,00-0,00 (ns)
Kontrollen
alle weiblichen
Patienten 35 0,00 2,00 0,00 0,00-0,00 0.954
alle weiblichen 33| 000 | 2,00 | 0,00 0,00-0,00 (ns)
Kontrollen
alle Ménner 20 0,00 1,50 0,00 0,00-0,00 0,780
alle Frauen 68 0,00 2,00 0,00 0,00-0,00 (ns)

Tabelle 21:

Bindungsstédrken von Serumantikérpern an Blutgeféa3en.
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4. Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Methodik des Passive-Transfer-Modells

Die Methodik des ,,Passive-transfer of disease* wurde bereits bei anderen Erkrankungen
erfolgreich eingesetzt, um das Vorliegen einer humoralen Autoimmunpathogenese zu
bestitigen, so z. B. bei der Myasthenia gravis’, dem Stiff-Person-Syndrom® oder der
Prieklampsie'”. Der Terminus ,,passiv ist dabei im Sinne einer Immunisierung aufzu-
fassen. Das Prinzip beruht auf der Injektion von Serum, Plasma oder fraktionierten
Plasmabestandteilen, insbesondere separierten Immunglobulinen eines Patienten mit der
jeweiligen Erkrankung in Versuchstiere. Diese Injektion erfolgt meist systemisch, in ei-
ne periphere Vene oder in den Peritonealraum, bei speziellen Fragestellungen auch lo-
kal, beispielsweise in das zerebrale Ventrikelsystem. Stellen sich dann im Verlauf fiir
die Erkrankung charakteristische Symptome auch bei den Tieren ein, gilt dies als deutli-
cher Hinweis fiir die Pathogenitdt der injizierten Serum- bzw. Plasmafaktoren. Gegebe-
nenfalls ist zudem noch eine gesonderte Gabe von Effektorproteinen nétig, wie z. B.
von Komplementfaktoren, um die entsprechenden Symptome zu induzieren oder zusétz-
lich zu verstérken.

Voraussetzung bei solchen Experimenten ist eine vorliegende Kreuzreaktivitit der An-
tikorper des Patienten mit dem Zielantigen des Versuchstieres. Diese wird normalerwei-
se bei bekanntem oder vermutetem Antigen zundchst mittels indirekter Immunhisto-
chemie oder anderer immunchemischer Methoden an Gewebe eines Tieres desselben
Stammes nachgewiesen. Da im vorliegenden Fall, d. h. bei chronischen Schmerzerkran-
kungen und insbesondere beim CRPS, bislang keinerlei Hinweise auf das Vorliegen ei-
ner Autoimmunpathogenese mit bekannten Autoantigenen vorlagen, erfolgte hier die
umgekehrte Vorgehensweise, d. h. beginnend mit dem Passive-Transfer-Modell. Bei
deutlichen Hinweisen auf die Pridsenz von pathogenen Serumfaktoren im Tiermodell er-
folgte als erste weitere Aufarbeitung die indirekte Immunhistochemie zur qualitativen

bzw. semiquantitativen Detektion von Antikdrperbindungen an murinem Gewebe.
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4.1.1.1 Auswahl von Patienten- und Kont  rollseren, Injektionsschema und
Verhaltenstests
Die fiir das Passive-Transfer-Modell rekrutierte Patientin mit CRPS Typ I der rechten
Hand wurde u. a. deshalb ausgewihlt, weil sie in der Vergangenheit einen deutlichen,
reproduzierbaren Effekt auf die Therapie mit gepoolten, humanen Immunglobulinpripa-
raten zeigte, was eine Beteiligung des Immunsystems an der Erkrankung erahnen I&sst.
Des Weiteren lag ein nur minimales ausldsendes Trauma vor, sodass von keinerlei per-
sistierender Lokalpathologie durch die vorausgegangene Verletzung ausgegangen wer-
den kann. Die Patientin zeigte zudem viele klassische Symptome eines CRPS, wie
Schwellung, livide Verfarbung und Kélte der Haut, einen typischen, starken Schmerz
von brennendem Charakter und Kélteallodynie sowie geringgradige sensible Defizite,
die keinem Versorgungsgebiet eines peripheren Nerven oder einer Nervenwurzel zuge-
ordnet werden konnten. Die Hauptkriterien fiir die Gewinnung des von vier weiblichen
Probanden gepoolten Serums, das den Kontrollméusen injiziert wurde, waren das Feh-
len von CRPS-typischen Beschwerden sowie von anderen chronischen Schmerzzustén-
den oder Grunderkrankungen.
Der Zeitplan und das Injektionsschema des Experiments waren so gewihlt, dass durch
mehrmalige tdgliche Injektion von Serum ein hoher Plasmaspiegel von humanen Se-
rumproteinen in der Blutzirkulation der Mause aufgebaut wurde. Die téglich injizierte
Menge von einem Milliliter Serum war die durch Tierschutzbestimmungen in GroB-
britannien beschrinkte, maximal mogliche Dosis. Da es sich im beschriebenen Experi-
ment um einen Vorversuch handelte, wurden hierzu Verhaltenstests gewihlt, die einen
globalen Uberblick iiber Spezies-spezifisches Verhalten zulassen und sensitive, aber un-
spezifische Marker fiir Gesundheitsstorungen darstellen. Die Durchfiihrung von
Schmerztests im eigentlichen Sinne, d. h. das bewusste Zufligen von schmerzhaften
Stimuli wie mit dem Tail-flick-, dem Hot-plate-Test und anderen'®' war nicht moglich,
da eine hierfiir notwendige, gesonderte Lizenz nicht vorlag. Es gibt jedoch Hinweise,
dass eine Reduktion der explorativen Aktivitdt, wie sie hier beschrieben wurde, auch als
Ausdruck chronischer Schmerzzustinde interpretiert werden kann'*,
Der Food-displacement-Test diente zur Generierung von Ausgangswerten und wurde
deshalb bereits vor den Injektionen erstmalig durchgefiihrt, um die Tiere anhand der Er-

gebnisse in die beiden Behandlungsgruppen aufzuteilen. Dieser Test erfasst das instink-
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tive, explorative Verhalten von Nagetieren, Hohlen zu graben und unterliegt, wenn
iiberhaupt, nur einer geringen Habituation und ist damit demnach haufiger durchfiihrbar
als andere Verhaltenstests.

Der Hauptparameter, der im Open-Field-Test beurteilt wird, ist ebenfalls die Explorati-
on, wobel diese durch eine Vielzahl von verschiedenen Faktoren beeinflusst werden
kann, wie beispielsweise durch motorische Defizite oder Angst. Zudem unterliegt dieser
Test einer deutlichen Habituation, eine repetitive Durchfiihrung dieses Versuchs mit ge-
ringen zeitlichen Abstdnden ist daher nicht moglich bzw. verliert deutlich an Aussage-
kraft, weil die Motivation der Tiere von Mal zu Mal abnimmt. Aus diesem Grund wurde
bei diesem Test auf die Gewinnung von Ausgangsdaten vor Beginn der Injektionen un-
ter der Hypothese verzichtet, dass das explorative Verhalten im Food-displacement-Test
hinreichend beurteilbar und eine Verteilung der Versuchstiere in die beiden Behand-

lungsgruppen anhand der akquirierten Daten mdglich war.

4.1.1.2 Befunde aus den tierexperimen  tellen Untersuchungen und de  ren
Aussagekraft

Im durchgefiihrten Passive-Transfer-Experiment zeigten sich im Vergleich zur Kon-
trollgruppe deutliche Verdnderungen von Spezies-spezifischem Verhalten von Miusen,
denen Serum der Patientin mit CRPS injiziert wurde. Insbesondere war eine Reduktion
der explorativen und lokomotorischen Aktivitdt zu verzeichnen.

Der Food-displacement-Test wurde urspriinglich zur Beurteilung der Aktivitit iiber
Nacht etabliert. Da bei diesem Messzeitraum jedoch haufig ein ,,Ceiling-Effekt™ be-
obachtet wird, d. h. dass viele der Miuse die komplette Futtermenge ausgraben, wurde
um dies zu vermeiden, die Messung nach zwei Stunden als zusétzlicher Parameter mit
aufgenommen. Dieser Messzeitraum ist international ebenfalls akzeptiert'”. Interessan-
terweise zeigte sich eine deutliche Diskrepanz im zeitlichen Auftreten verschiedener
Verhaltensédnderungen: Wihrend die Gesamtzahl aller ,,Rears* im Open-Field-Test und
die Aktivitit im Food-displacement-Test an Tag 2 am stirksten reduziert waren, er-
schien dies fiir die Latenzzeit zum ersten ,,Rear und die Zahl der erlaufenen Quadrate
an Tag 8 im offenen Feld am deutlichsten. Die explorative Aktivitdt der Tiere, gemes-
sen an der ausgegrabenen Futtermenge im Food-displacement-Test, war jedoch an

Tag 2 gegeniiber dem Ausgangswert ebenfalls deutlich reduziert, so dass vermutet wer-
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den muss, dass humanes Serum per se einen deutlichen Effekt auf die Exploration der
Tiere hat. Dies muss ggf. in weiteren Experimenten untersucht werden, unter Einbezie-
hung einer Behandlungsgruppe, deren Tieren eine neutrale Losung, wie etwa NaCl, an-
stelle von Serum injiziert wird.

Aufgrund einer hohen Streuung der Daten und der im Verlauf reduzierten Gruppen-
grofle der Kontrollmause ist die statistische Beurteilbarkeit jedoch eingeschrinkt.

Da sich die Tiere zwischen den einzelnen Testungen normal in ihren Kéfigen verhielten
und dort auch keine Auffilligkeiten in motorischem oder sozialem Verhalten zu ver-
zeichnen waren, sind die genannten Verhaltensdnderungen weniger als Ausdruck einer
generellen Malaise zu interpretieren, wie sie beispielsweise im Rahmen eines Endo-
toxinschocks, etwa bei verunreinigten Proben, zu erwarten gewesen wiren. Vielmehr
schien, insbesondere beim Open-Field-Test, ein separater Stressor, wahrscheinlich die
abrupte Situationsinderung, als sekundérer Faktor ausschlaggebend fiir das beobachtete
Verhalten zu sein. Diese Hypothese wird auch dadurch unterstiitzt, dass auch das stark
ausgeprigte Shivering und die Piloerektion nur unter dieser Situation auftraten. Um zu
kliaren, ob die beobachteten Effekte tatsdchlich durch Antikorperbindungen hervorgeru-
fen wurden, bedarf es einer weiterfithrenden histopathologischen Aufarbeitung der ver-
schiedenen post mortem entnommenen Gewebe. Da keine weiteren Effektorproteine,
wie humanes Komplement appliziert wurden und das mauseigene Komplementsystem
nicht durch humane Immunglobuline aktiviert wird, ist davon auszugehen, dass keine
Entziindungsreaktion im eigentlichen Sinne, sondern eher eine Modulation des Zielanti-
gens, moglicherweise eines Rezeptors des sympathischen Nervensystems im pharmako-
logischen Sinne der Imitation eines Liganden zugrunde liegt. Obwohl die in der vorlie-
genden Arbeit erhobenen Daten unter der Hypothese einer fehlgeleiteten humoralen
Immunreaktion im Sinne der Existenz von pathogenen Autoantikdrpern interpretiert
werden, miissen ebenso andere Bestandteile des Patientenserums als moglicherweise
kausal fiir die beobachteten Symptome diskutiert werden. So verdichten sich in der Lite-
ratur Hinweise auf den Einfluss anderer Botenstoffe, wie beispielsweise etwa von Zyto-
kinen, Chemokinen und anderen in der Pathogenese chronischer Schmerzsyndrome und
assoziierter Symptome, obgleich eine Interaktion solcher humaner Immunmediatoren
mit den korrespondierenden Rezeptorsystemen der Miuse bezweifelt werden muss. Da

die Seren vor Injektion einer Hitzebehandlung unterzogen wurden, sind diese Mediato-
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ren, insbesondere auch das Komplement, als pathogene Faktoren zudem eher unwahr-
scheinlich. Eine Verschiebung des Ionengleichgewichts als Ursache der Verhaltensén-
derungen kann ebenfalls ausgeschlossen werden, da alle injizierten Serumproben zuvor
gegen physiologische Kochsalzlosung dialysiert wurden. Um letztendlich die Existenz
von pathogenen Autoantikdrpern im Serum der Patientin zu belegen, miissen in weite-
ren Versuchsreihen einzelne Immunglobulinfraktionen aus dem Serum aufgereinigt, se-
parat den Versuchstieren injiziert und die durchgefiihrten Tests reproduziert werden,
vorzugsweise unter Einbeziehung von Testungen, welche die Kardinalsymptomatik, die
persistierenden Schmerzen, erfassen. Zudem muss der Nachweis eines solchen Autoan-
tikérpers mit immunchemischen Methoden gelingen, d. h. mittels Immunhistochemie,
Immunoblot oder anderen. Sowohl Patienten- als auch Kontrollseren wurden wie oben
beschrieben mit indirekter Immunhistochemie auf das Vorliegen von Autoantikorpern
untersucht, wobei sich kein eindriicklicher Befund einer Immunreaktivitit gegen die un-
tersuchten Organsysteme zeigte. Auch die im beschriebenen In-vivo-Experiment ver-
wendeten Seren der Patientin mit CRPS und der Kontrollprobandinnen wurde in die
immunhistochemischen Untersuchungen einbezogen und auch bei Farbungen mit diesen
Serumproben wurden an keinem Organsystem der Maus eindriickliche Antikorperbin-
dungen festgestellt. In einer Arbeit von Blaes et al. '™, die nach Durchfiihrung der hier
beschriebenen Experimente erschien, wurde der Nachweis eines solchen Autoantikor-
pers erbracht. Mittels Immunhistochemie und Western-Blot-Analysen wurden Seren
von Patienten mit CRPS und von gesunden Kontrollprobanden untersucht. Immunhisto-
chemisch wurden bei 41,6% der Patienten Autoantikdrper gegen Strukturen des auto-
nomen Nervensystems beschrieben. Im Western-Blot wurden bei 91,6% (11 von 12) der
Patienten Autoantikorper gegen diverse, bislang nicht ndher klassifizierte neuronale
Strukturen detektiert. In der Kontrollgruppe waren immunhistochemisch keine Autoan-
tikorper nachweisbar, im Western-Blot zeigten 10% (2 von 20) der Kontrollen schwa-
che Immunreaktivitéten.

In weiteren Versuchen muss zudem evaluiert werden, welcher Immunglobulinklasse
bzw. -subklasse die detektierten Autoantikorper zugehdrig sind und ob die im beschrie-
benen In-vivo-Experiment beobachteten Verhaltensdnderungen durch zusitzliche Gabe

von Komplementfaktoren verstarkt werden konnen.
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Sollte sich bei solchen weiterfiihrenden Untersuchungen der Verdacht auf ein bestimm-
tes Autoantigen richten, wire in der weiteren Beweisfiihrung auch die aktive Immuni-
sierung von Versuchstieren angezeigt, wobei dem Versuchstier das vermutete Autoanti-
gen und weitere Adjuvantien injiziert werden, sodass das korpereigene Immunsystem
des Tieres dann in iiberschieBendem Mafe spezifische Autoantikérper und T-Zell-
Klone gegen dieses Antigen bildet und damit moglicherweise indirekt erneut die be-
obachteten Symptome hervorruft. Ein Beispiel fiir ein solches Modell ist die experimen-
telle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)'®, bei der die systemische Injektion diver-
ser Proteine des ZNS eine autoimmune Entziindung von Gehirn und Riickenmark, dhn-
lich wie bei der Multiplen Sklerose, induziert. Diese Methode ist besser reproduzierbar
als der passive Transfer, da man nicht auf Patientenserum angewiesen ist und der Ver-
suchsaufbau daher unabhéngig vom durchfiihrenden Labor als standardisiertes Tiermo-

dell fiir das CRPS bzw. andere Schmerzsyndrome fungieren konnte.

4.1.2 Methodik der immunhistochemischen Detektion von A utoantikérpern
mittels indirekter Immunhistochemie; Aussagekraft und Anwendung in
der experimentellen und klinischen Diagnostik

Die indirekte Immunhistochemie ist eine Methode, um Autoantikdrper in Patientenseren

nachzuweisen. Hierzu werden diinne Schnitte eines Gewebes, in welchem potentielle

Autoantigene vermutet werden, angefertigt und auf Objekttriger aufgebracht. Fiir die

vorliegende Arbeit wurden Gewebeprdparate von jungen Maiusen des Stammes

C57BL/6 verwendet, da viele Antigene dieser Méuse strukturell den korrespondieren-

den humanen Antigenen sehr dhnlich sind, sodass eine hohe Kreuzreaktivitit besteht

und die Wahrscheinlichkeit, dass etwaige Autoantikorper des Patienten auch an den An-
tigenen des Mausgewebes binden, sehr hoch ist. Auflerdem wurden Maiuse dieses

Stammes im vorangegangenen In-vivo-Experiment verwendet. Diese Methodik ist so-

weit etabliert, dass sie Einzug in die klinische Routinediagnostik gefunden hat, wie bei-

spielsweise bei der autoimmunen, paraneoplastischen zerebelldren Degeneration'*® oder
dem systemischen Lupus erythematodes'”’. Zudem bietet sie, wie im vorliegenden Ex-
periment durchgefiihrt, einen weiten Uberblick iiber viele verschiedene Organsysteme,

da der gesamte Mauskorper in den Gewebepriparaten abgebildet wird.

51



Auf den Gewebsschnitt wird eine Verdiinnung des zu untersuchenden Patientenserums
aufgebracht und fiir eine bestimmte Zeit inkubiert. Sind Autoantikorper in dieser Se-
rumprobe vorhanden, so binden sie in dieser Zeit das entsprechende Autoantigen des
Gewebes. Darauthin wird die Serumverdiinnung abgenommen, das Gewebepriparat
ausgewaschen, um nicht gebundene Serumbestandteile zu entfernen und mit einem
zweiten, gegen menschliche Immunglobuline gerichteten Antikorper inkubiert, der an
ein Enzym gekoppelt ist, welches in einem weiteren Schritt ein Substrat zu einem Farb-
stoff umwandelt, sodass iiberall dort, wo Antikorperbindungen stattgefunden haben, das
Gewebe spezifisch angefarbt wird. Das Gewebe kann nun unter dem Lichtmikroskop
begutachtet werden. Da bei dieser Methode eine Gegenfarbung aller anderen Strukturen
moglich ist, besteht hier die Moglichkeit der anatomischen Orientierung, da auch alle
anderen, nicht von Antikdrpern gebundenen Strukturen, zu erkennen sind.

Immunhistochemische Verfahren eignen sich in der experimentellen Forschung zur Su-
che von Autoantigenen bei Erkrankungen mit ungeklirter Pathogenese gut als Scree-
ning-Methode, um sich einen allgemeinen Uberblick iiber das Bindungsverhalten von
Serumautoantikdrpern zu verschaffen, bevor zu weiteren, spezielleren Verfahren, wie
Western-Blot-Analysen, Immunfarbungen an bestimmten Zelllinien oder der Verwen-
dung von Expressionsdatenbanken iibergegangen wird. Nachteilig bei der Immunhisto-
chemie ist, dass es sich um eine eher qualitative Methode handelt. Quantitative Aussa-
gen iiber die Bindungsstarke der Autoantikorper lassen sich demnach nur durch die sub-
jektive Beurteilung durch den Beobachter machen. Sie eignet sich zwar wie oben be-
schrieben fiir die klinische Routinediagnostik, um die Prdsenz von Autoantikdrpern
nachzuweisen, eine absolute Quantifizierung eines Antikorpertiters ist jedoch nicht
moglich, hierzu bedarf es weiterer Methoden, wie ELISAs, RIAs oder der Immunprézi-
pitation. Auch die Vergleichbarkeit verschiedener Proben untereinander ist erschwert,
da aus organisatorischen Griinden nur eine geringe Anzahl an Farbungen in einem Teil-
experiment moglich ist. Zudem werden eher intrazelluldre, zytoplasmatische und nukle-
dare als extrazelluldre, membranstindige Antigene angefdrbt, da die einzelnen Zellen des
Gewebepriparats durchschnitten werden, anders als beispielsweise bei Immunfarbungen

an Zelllinien, bei welchen intakte Zellen gefarbt werden.
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4.1.2.1 Charakterisierung des Patienten- und Kontrollkollektivs

4.1.2.1.1 Modus der Rekrutierung, Alters- und Geschlechtsgruppierung

Das Patientenkollektiv wurde aus ambulant in der Schmerzambulanz der Klinik und Po-
liklinik fiir Anésthesiologie der Universitit Wiirzburg behandelten Patienten rekrutiert
und kann beziiglich Alters- und Geschlechtsverteilung als reprasentativ fiir die dort the-
rapierten Patienten erachtet werden. Die Einschlusskriterien fiir die Patienten waren das
Vorliegen eines CRPS oder eines Fibromyalgiesyndroms. Diese beiden Schmerzerkran-
kungen wurden bewusst gewdhlt, da sie sich beziiglich klinisch-phadnotypischer Prisen-
tation und anatomischer Ausbreitung deutlich unterscheiden. Somit sollte untersucht
werden, ob etwaige serologische Befunde pathognomonisch fiir bestimmte Schmerzer-
krankungen sind oder unspezifische, generelle Suszeptibilititsfaktoren fiir die Entwick-
lung chronischer Schmerzzusténde darstellen.

Den insgesamt 45 Schmerzpatienten konnten 43 Kontrollprobanden zugeordnet werden.
Der Rekrutierungszeitraum der Schmerzpatienten reichte von Juni 2001 bis
Januar 2002, der der Kontrollprobanden von August bis Dezember 2001, sodass kein
signifikanter Einfluss durch unterschiedliche Lagerungszeiten der Proben bei -80 °C

entstehen konnte.

4.1.2.1.2  Alters- und Geschlechtsverteilun g in Haupt- und Untergruppen der
Diagnosen

Das Durchschnittsalter der Patienten der beiden verschiedenen Schmerzdiagnosen un-

terschied sich nicht signifikant. Der deutlich hohere Anteil an weiblichen Patienten bei

beiden Diagnosen wurde bereits als charakteristisch erldutert und findet sich auch in den

vorliegenden Untersuchungen, der Anteil der minnlichen Patienten mit Fibromyalgie-

syndrom, der in der Literatur mit etwa 10% angegeben wird, fehlt hier jedoch ginzlich.

4.1.2.2 Serologische Befunde, Aussagekraft und Bewertungsmodus

Wie in 4.1.2 beschrieben ist eine Quantifizierung der Bindungsstirke von Antikdrpern
an Gewebsstrukturen nur semiquantitativ moglich und die Vergleichbarkeit einzelner
Férbeserien diesbeziiglich eingeschriankt. In der mikroskopischen Auswertung ergaben
sich durchaus vereinzelt Befunde, die mit der klinischen Symptomatik vereinbar sind,

nidmlich beispielsweise Antikorperbindungen an nicht ndher charakterisierten vaskuld-
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ren, peripher- oder zentralnervésen Strukturen. Solche Bindungen wurden jedoch auch
vereinzelt bei gesunden Kontrollen beobachtet und sind somit am ehesten als unspezifi-
sche Immunreaktion unklarer Signifikanz einzuordnen. Insgesamt wurde keine eindeu-
tige Zielorganstruktur gefunden, sodass eine dort stattfindende Antikdrperbindung als
pathognomonisch fiir die untersuchten Schmerzsyndrome erachtet werden konnte. Da
der verwendete Zweitantikorper unspezifisch Immunglobuline der Klassen IgG, IgA
und IgM detektiert, ist eine genaue Aussage iiber die Immunglobulinklasse der be-
obachteten Autoantikdrper nicht moglich.

Zusammenfassend erlauben die hier erhobenen Daten demzufolge nicht die Erstellung
eines kausalen, pathophysiologischen Zusammenhangs zwischen dem Auftreten von
Autoantikorpern gegen verschiedenartige Antigene und chronischen Schmerzsyndro-
men oder schmerzassoziierten Symptomen.

Wie in 4.1.1.2 erwihnt, wurde von einer anderen Arbeitsgruppe ein Autoantikdrper
beim CRPS identifiziert. In dieser Arbeit wurden mittels Western-Blot-Analysen und
Immunhistochemie Bindungen an Strukturen eines isolierten Organs, an Gewebe des
sympathischen Nervensystems, identifiziert. Ein wahrscheinlicher Grund, warum diese
Befunde in der vorliegenden Arbeit nicht erhoben werden konnten, ist die histologische
Aufarbeitung der Gewebsschnitte und die Tatsache, dass sympathische Grenzstrang-
ganglien auf nur wenigen, vereinzelten Gewebsschnitten vorhanden und zudem auf-

grund der geringen GroBe schlecht detektierbar waren.

4.1.2.3 Korrelation der Befunde des Patien tenkollektivs mit den verschiedenen
klinischen Schmerzdiagnosen

Bei der weiteren, differenzierten Betrachtung der Daten wurde untersucht, ob sich zwi-

schen den beiden Diagnosegruppen CRPS und FMS Unterschiede beziiglich der Im-

munreaktivitit zeigen. Dies war anhand keines der betrachteten Organsysteme, auch

nicht tendenziell, der Fall. Somit konnte auch hier kein Marker im Sinne eines Antikor-

pers gefunden werden, der eine Differenzierung der beiden untersuchten Schmerzsyn-

drome zulésst.
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4.1.2.4 Korrelation der Befunde beider Kollektive mit dem Geschlecht

Beim statistischen Vergleich aller weiblichen gegeniiber allen minnlichen Individuen
beziiglich des Bindungsverhaltens zeigte sich nur bei der Untersuchung des GroBhirn-
parenchyms ein geschlechtsspezifischer signifikanter Unterschied, wobei die Seren der
Frauen durchschnittlich héhere Immunreaktivitét gegen bislang nicht ndher charakteri-
sierte Antigene zeigten. Da diese aber nicht mit einer bestimmten Symptomatik in Ver-
bindung gebracht werden kann, sind diese Befunde am ehesten als Epiphdnomene zu
diskutieren. Der wahrscheinlichste Grund fiir die Produktion von solchen nicht krank-
heitsrelevanten Antikorpern sind vermutlich zuriickliegende Schwangerschaften, bei
welchen dem Immunsystem der Mutter neuartige, fetale bzw. paternale Antigene pra-
sentiert werden.

Auch bei anderen untersuchten Organsystemen zeigte sich diese Tendenz eines durch-
schnittlich stirkeren Bindungsverhaltens von Antikdrpern bei weiblichen im Vergleich

zu méannlichen Individuen, erlangte aber keine statistische Signifikanz.

4.2 Diskussion iiber mogliche édtiopa thologische Mechanismen bei der Ent-
stehung chronischer idiopathischer Schmerzsyndrome unter Einbe zie-
hung der vorliegenden Daten

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Schmerzsyndrome werden, wie oben er-

wihnt, zu idiopathischen Gesundheitsstorungen gerechnet, da die pathophysiologischen

Mechanismen nach wie vor unbekannt sind. Aus der klinischen Erfahrung heraus ist ei-

ne grofle Heterogenitit dieser Erkrankungen in der phanotypischen Prasentation und im

zeitlichen Verlauf uniibersehbar und es wird zunehmend die Meinung vertreten, dass ei-

ne Einteilung von chronischen idiopathischen Schmerzsyndromen anhand von anatomi-
scher Lokalisation oder klinischem Phénotyp nicht sinnvoll ist. Demnach wird zuneh-
mend eine Mechanismus-basierte Klassifikation gefordert'® ', Die Rationale zur Su-
che nach immunpathologischen Prozessen bei chronischen Schmerzsyndromen basiert

u. a. auf der hiufigen Assoziation mit anderen Autoimmunerkrankungen, wie der Ha-

shimoto-Thyreoiditis und dem Therapieerfolg bei einer Subgruppe von Schmerzpatien-

ten mit intravends verabreichten Immunglobulinpraparaten, wie sie oft auch erfolgreich
bei anderen Erkrankungen mit autoimmunem Geschehen eingesetzt werden. Zudem

weisen Patienten mit chronischen Schmerzsyndromen eine deutlich erhdhte Seroprava-
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lenz von Antikdrpern gegen virale und bakterielle Erreger auf’’?’, sodass eine fehlgelei-
tete Immunreaktion im Sinne eines molekularen Mimikry, d. h. der Kreuzreaktivitit
solcher Antikorper mit korpereigenen Strukturen, denkbar ist. Da eine Beteiligung des
sympathischen Nervensystems zur Entstehung und Aufrechterhaltung des CRPS bei ei-
ner Subgruppe von Patienten vermutetet wird''’, ist die von Blaes et al.'™ beschriebene
Immunreaktivitidt gegen Strukturen des sympathischen Nervensystems vereinbar mit
den Uberlegungen zu einer Autoimmunpathologie dieser Erkrankung.

Bei dem hier beschriebenen In-vivo-Experiment handelt es sich zwar nur um einen Ein-
zelfall, die Patientin, deren Serum in den Versuchsmiusen signifikante Verhaltensiande-
rungen induzierte, konnte jedoch einer solchen Subgruppe angehoren, bei der offen-
sichtlich Autoimmunphénomene eine entscheidende Rolle spielen. Das weitldufig be-
kannte schlechte Ansprechen vieler dieser Patienten auf Glucocorticoide ist kein Argu-
ment gegen eine Autoimmunpathologie, da auch Patienten mit anderen Autoimmuner-
krankungen, insbesondere dem Guillain-Barré-Syndrom, nicht von Cortison-, jedoch

deutlich von Immunglobulinpréparaten profitieren.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden anhand eines Tiermodells zundchst Hin-
weise filir die pathogene Relevanz von Serumfaktoren fiir die Entstehung von chroni-
schen Schmerzsyndromen und assoziierten Symptomen gesucht. Es zeigten sich bei
Versuchsmdusen nach intraperitonealer Injektion von Serum eines Patienten mit kom-
plexem regionalem Schmerzsyndrom im Vergleich zu Kontrolltieren, denen Serum von
gesunden Blutspendern injiziert wurde, Verdnderungen des Spezies-spezifischen, explo-
rativen Verhaltensmusters, welche erste Hinweise auf schmerzassoziiertes Verhalten
liefern. Aufgrund dieser Befunde und der Hypothese der Prasenz einer humoralen Auto-
immunreaktion bei der Entstehung chronischer Schmerzsyndrome wurde die Seropriva-
lenz fiir Antikdrper gegen eine Vielzahl potentieller Autoantigene bei Patienten mit
CRPS oder Fibromyalgiesyndrom im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden mittels
immunhistochemischer Farbungen gegen murines Gewebe untersucht, wobei kein fiir
die beschriebenen Schmerzerkrankungen pathognomonischer Autoantikorper identifi-
ziert werden konnte. Die vorliegende Arbeit erfiillte ihren Zweck als Pilotprojekt, indem
sie wichtige Daten lieferte, die fiir weitere Untersuchungen wegweisend sind. Dies be-
zieht sich im Besondern auf notwendige Anderungen bei den In-vitro-Methoden zur De-
tektion von Autoantikérpern. Zudem miissen die In-vivo-Experimente unter Einbezie-
hung algesiologischer Tests wiederholt und durch Fraktionierung der injizierten Serum-
proben erweitert werden, um gegebenenfalls Autoantikdrper als Pathogene der Erkran-
kungen identifizieren zu konnen. Die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Er-
kenntnisse bieten einen Einblick in mogliche pathophysiologische Mechanismen bei der
Entstehung von chronischen, idiopathischen Schmerzzustinden und konnten als Basis
fiir neue Uberlegungen iiber den Einsatz immunmodulierender Therapiestrategien bei

derartigen Syndromen dienen.

Teile dieser Arbeit wurden publiziert in

Goebel A, Stock M, Deacon R, Sprotte G, Vincent A.:

“Intravenous immunoglobulin response and evidence for pathogenic antibodies in a
case of complex regional pain syndrome 1.”

Annals of Neurology 2005 Mdrz; 57(3):463-4
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zung, insbesondere meiner Mutter fiir das mehrfache Korrekturlesen dieser Arbeit.
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