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1. Einleitung

Gegenstand dieser Arbeit ist die Untersuchung einer immunmodulatorischen Komponente,
genauer Interleukin-10, auf die Ausprédgung des komplexen regionalen Schmerzsyndroms
(CRPS) &hnlichen Phanotyps am Mausmodell. Das CRPS stellt eine zumeist chronische,
posttraumatische Schmerzstorung dar, welche in der Auspragung der Symptomatik in keiner
Korrelation mit dem auslésenden Ereignis steht. Sensorische, motorische und autonome
Symptome dehnen sich dabei hdufig tber den urspriinglichen Ort des Traumas aus und
konnen in maximaler Auspragung auch die kontralaterale Seite betreffen. Die genauen
Entstehungsmechanismen sind dabei weiterhin nicht eindeutig aufgeklart. Das
Tibiafrakturmodell (TFM) hat sich als zuverlassiges Modell der neuropathischen Schmerzen
etabliert und wird daher auch als ein mégliches Modell zur experimentellen Erforschung des
CRPS an Ratten und Mausen verwendet. Interleukin-10 besitzt als antiinflammatorisches
Zytokin der Immunregulation eine herausragende Rolle in der Einddmmung von
Entziindungsprozessen. Da bei der Entstehung des CRPS nachweislich auch eine initiale
Entziindungsphase zu beobachten ist, stellt sich die Frage, ob eine Veranderung der
Immunantwort auch eine Veranderung in der Auspragung der Symptomatik bedingen kann.
Dies soll in dieser Arbeit mittels standardisierter Sensibilitatstestungen vor und nach
Durchfiihrung der Tibiafrakturen ermittelt werden. Die Reorganisation von rezeptiven
Feldern des Rickenmarks stellt eine charakteristische Verdnderung der neuronalen
Plastizitdt nach Verletzungen peripherer Nerven dar. Auf dieser Grundlage wurde eine
VergrolRerung der rezeptiven Felder auf einen leichten mechanischen Stimulus als eine
maogliche Ursache fur das Auftreten von Allodynie beschrieben (Suzuki et al., 2000). Daher
wurden die Versuchstiere in dieser Arbeit ebenfalls elektrophysiologisch untersucht, um
festzustellen, ob es durch die beschriebenen Eingriffe zu einer Reorganisation bzw.
VergroRerung der rezeptiven Felder und einer Erh6hung der Entladungsfrequenzen der

entsprechenden Neurone auf Reizung kommt.



2. Grundlagen

In den vergangenen Jahrzehnten hat sich das Verstdndnis von Schmerz und dessen
Entstehung stark verandert. Neuropathische Schmerzen kénnen fir die daran leidenden
Patientinnen und Patienten, aber auch fir das die Schmerzen behandelnde arztliche und
pflegerische Personal ein auBerordentliches Problem darstellen, da die Schmerzen haufig als
besonders schwerwiegend wahrgenommen werden und darlber hinaus oft resistent gegen
bekannte Behandlungsansatze sind. Daraus erklart sich das besondere Interesse von klinisch
tatigen Personen, Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftlern sowohl in den vergangenen
Jahrzehnten als auch heute. Historisch als besonders relevant hervorzuheben ist die
wissenschaftliche Arbeit von Silas Weir Mitchell, der wéhrend des Amerikanischen
Burgerkrieges von 1861 bis 1865 vor allem fir die Versorgung und Behandlung von
Soldaten mit Nervenverletzungen verantwortlich war und dabei den Begriff der Kausalgie
pragte (Mitchell et al., 1864). Dr. Paul Sudeck, ein Chirurg am Allgemeinen Krankenhaus
Hamburg-Eppendorf, beschrieb bereits 1900 in einer Publikation ein spéter nach ihm
benanntes Krankheitsbild, welches er von der bekannten ,,einfachen Inaktivitétsatrophie* als
initiale ,akut entziindliche Atrophie® ohne vollstindige Restitutio abgrenzte. Sudeck
schlussfolgerte, dass neben einer akuten Entziindungsreaktion zu Beginn, auch eine
,»trophische Storung, die auf reflektorischem Wege vom Riickenmark aus zu Stande kommt*
ursachlich fir die nach Abklingen der Entziindungsreaktion weiterhin vorhandenen
Versteifungen und Schmerzen sein konnte (Sudeck, 1900).

Zwischenzeitlich beschrieb auch der franzésische Chirurg René Leriche bleibende
Nervenschmerzen als Folge einer sympathischen Ubererregbarkeit (Leriche, 1916).

In den folgenden Jahrzehnten wurde die Nomenklatur sowie die Einteilung von
Symptomatik immer komplexer (Gibbons and Wilson, 1992, Blumberg et al., 1991, Egle
and Hoffmann, 1992, Ascherl and Blumel, 1981).

Daher hat die International Association for the Study of Pain (IASP) die Taxonomie und
damit einhergehende diagnostische Kriterien festgelegt. Die bis heute gebrduchlichen
Termini "Komplexes Regionales Schmerzsyndrom Typ 1" (CRPS Typ 1) und "Komplexes
Regionales Schmerzsyndrom Typ 11" (CRPS II) wurden schliellich 1995 durch die IASP in
einer Konsensuskonferenz eingefihrt. Die Ergebnisse wurden von Stanton und Hicks in der
PAIN veroffentlicht. Dabei wurden vor allem klinische Kriterien in der Beschreibung und
Klassifikation der Erkrankung berticksichtigt. (Stanton-Hicks et al., 1995).



Da im Rahmen von UberschieRenden Entziindungsreaktionen auch korpereigenes, gesundes
Gewebe geschadigt werden kann, kommt der Regulation von Entziindungsmechanismen
besondere Bedeutung zu. Immunreaktionen miissen unter Umstanden schnell eingegrenzt
werden, um eine adaquate Immunhomdostase herzustellen. Die Manipulation von
zytokininduzierte Zellablaufen stellt eine effektive Strategie dar, um verschiedene
Erkrankungen zu behandeln (Ouyang and O'Garra, 2019). Entziindungsreaktionen laufen

dabei nach einem festen Schema ab.

2.1. posttraumatische Entziindungsreaktion am Beispiel der Knochenfraktur

Die Knochenheilung nach erfolgter Fraktur gliedert sich in drei ineinander ubergreifende
Phasen: die Entzindungsphase, die Granulations- und Kallushartungsphase
(Reparationsphase) und die Remodelingphase. Dabei ist das Ergebnis dieses
Heilungsprozesses stark abhéngig von der initialen Entziindungsphase, welche wiederum
von lokaler, als auch systemischer Antwort auf den verletzenden Reiz, in diesem Fall die
Fraktur, beeinflusst wird (Loi et al., 2016).

Die Inflammation ist dabei die proaktive Antwort des Gewebes auf den schadigenden Reiz.
Diese Antwort fihrt zum einen zu einer Entfernung des schadigenden Reizes, zum anderen
zu einer gleichzeitigen Initiation des Heilungsprozesses. Die einsetzende
Entziindungsreaktion ist gepragt durch Dilatation der beteiligten Kapillare und
Leukozytenmigration ins betroffene Gewebe mit dem Ergebnis einer Rotung, Uberwarmung
und nicht zuletzt auch Schmerzen (Maruyama et al., 2020).

Die akute Inflammation wird dabei initiiert durch einen exogenen oder endogenen Stimulus.
Nach der eigentlichen Verletzung kommt es zu einer Kaskade an verschiedenen
nachgeschalteten VVorgangen. Dabei erkennen gewebsstandige Zellen wie Makrophagen,
Fibroblasten, Mastzellen und dendritische Zellen Nebenprodukte der vorangegangenen
Gewebsschadigung oder exogene Pathogene und setzen daraufhin proinflammatorische
Mediatoren frei (Loi et al., 2016). Dabei handelt es sich um Zytokine, Chemokine und
Wachstumsfaktoren, durch deren Ausschuttung es schlieflich zu einer Migration von
neutrophilen Granulozyten, sowie Monozyten/Makrophagen und schlieBlich auch deren
Infiltration in das betroffene Gewebe kommt. Diese nun infiltrierenden Zellen tGibernehmen
dabei unterschiedlichste Aufgaben im Prozess der akuten Entziindungsreaktion. Neutrophile
phagozytieren und eliminieren  Pathogene. = Makrophagen werden in den

proinflammatorischen M1 Subtypen polarisiert, Ubernehmen protektive Aufgaben,



verstarken die Entzundungsreaktion und rekrutieren weitere Immunzellen durch die
Ausschuttung proinflammatorischer und chemotaktischer Mediatoren wie TNF-a, IL-18, IL-
6 und weiterer (Martinez and Gordon, 2014).

Die Resolution der Entziindungsreaktion kann ebenfalls als aktiver Vorgang begriffen
werden und nicht nur durch Abnahme der proinflammatorischen Mediatoren als Art des
passiven Vorgangs (Buckley et al., 2013). Der Resolutionsprozess beginnt dabei ebenfalls
bereits wenige Stunden nach der initialen Gewebsschadigung. Zunachst werden
inflammatorische Stimuli eliminiert, danach proinflammatorische Mediatoren entfernt und
antiinflammatorische Mediatoren wie IL-4, IL-13 und vor allem auch IL-10 gefordert
(Buckley et al., 2013). Zuvor eingewanderte neutrophile Granulozyten gehen in Apoptose
und werden durch Makrophagen phagozytiert. Durch den Einfluss antiinflammatorischer
Zytokine polarisieren Makrophagen nun zum protektiven M2 Subtypen, welche ihrerseits
wiederum antiinflammatorische und gewebsreparierende Eigenschaften aufweisen, was zu
einer Einleitung des Heilungsprozesses des geschadigten Gewebes fihrt (Martinez and
Gordon, 2014). Nach der Resolution der akuten Inflammation kommt es nach aktuellen
Erkenntnissen jedoch nicht zu einer Terminierung der lokalen Immunantwort, sondern
vielmehr zu einer Art ,,post-Resolutions-Phase” um eine angepasste immunologische
Homoostase aufrecht zu erhalten (Newson et al., 2014). Diese beeinflusst das angeborene
Immunsystem innerhalb des geschadigten Gewebes durch Veranderung der chemischen und

funktionalen Aspekte der betroffenen Zellen.

In  Abgrenzung zur akuten Inflammation kommt es bei einer chronischen
Entziindungsreaktion nicht zur Herstellung einer Homoostase, sondern zu einer dauerhaften
Produktion von  proinflammatorischen = Mediatoren  bei  insgesamt  gestorter
Resolutionsphase. Die chronische Inflammation ist dabei geprdgt von gleichzeitigem
Vorliegen akuter Inflammation, Fibrose und Reparationsvorgangen. (Maruyama et al.,
2020).

Die Knochenheilung ist ein komplizierter, regenerativer Prozess, welcher in primarer oder
sekundarer Form ablaufen kann. Dabei stellt die sekunddre Knochenheilung die weitaus
héaufigste Form der Heilung dar (Marsell and Einhorn, 2011) und l&uft in drei sich teilweise
uberschneidenden Phasen ab. Dazu zéhlen die inflammatorische, die Reparations- und die
Remodeling-Phase. Ein gutes Ergebnis der Knochenheilung wird dabei malRgeblich von der

inflammatorischen ersten Phase bestimmt (Maruyama et al., 2020). Diese beginnt kurz nach



dem eigentlichen Trauma, welches zu Geféaldrupturen und damit zu einem den Frakturspalt
umgebenden Hdmatom fihrt. In diesem Hdmatom besteht zunéchst lokale Hypoxie, Aziditat
und geringere Temperatur als im umliegenden Gewebe. Das Hamatom wirkt dabei wie eine
Art Gerust fir die folgende Rekrutierung von proinflammatorischen Zellen und Mediatoren,
um die inflammatorische Kaskade zu starten. Zusatzlich werden spezielle knochenstéandige
Makrophagen, die Osteomacs aktiviert (Batoon et al., 2017). Diese initiieren nicht nur die
inflammatorische Kaskade, sondern stellen ebenfalls die Molekiile bereit, die zu Beginn der
weiteren Knochenheilung stehen. Der Prozess miindet in der Formung eines
Granulationsgewebes, welches als Vorlage fir die folgende Kallusbildung wéhrend der
Reparationsphase dient. Die akute inflammatorische Antwort findet ca. 24-48h nach Trauma
ihren Hohepunkt und verschwindet nach ca. 7 Tagen (Maruyama et al., 2020, Loi et al.,
2016).

In der Reparationsphase kommt es zu einer weiteren Ausbildung eines zunéchst weichen,
spater harten Kallus. Durch enchondrale Ossifikation mittels Osteoblasten, welche im
Verlauf aktiviert werden und Knorpelmaterial nach und nach in Knochenmatrix umwandeln,
schreitet der Heilungsprozess voran (Kenkre and Bassett, 2018). Beim Remodeling wird
schlieBlich ein Gleichgewicht zwischen Osteoklasten und Osteoblasten erreicht und der
Knochen in Struktur und Form wiederhergestellt. Dass zuvor die Resolution des initialen
Entzindungsprozesses stattgefunden hat, ist dabei von besonderer Bedeutung, da
proinflammatorische Mediatoren wie TNF-o Osteoblastenaktivitit inhibiert. Gleichsam ist
die Auspragung der initialen Entziindungsreaktion ebenfalls wegweisend flr eine gute
Knochenheilung. Inhibition der Inflammation durch NSAIDs, Steroide oder
Chemotherapeutika ist als Faktor der gestorten Knochenheilung ebenfalls bekannt
(Copuroglu et al., 2013).
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Abbildung 1: Schematische Zusammenfassung der Stadien der Knochenheilung und das
damit einhergehende Muster an Immunzellen und Mediatoren. Knochenheilung findet in
drei Stadien statt (Entziindung, Reparatur, Remodeling). Nach Fraktur kommt es zu einer
Einwanderung und Aktivierung von Zellen wie neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und
einer damit verbundenen Ausschittung von Zytokinen und anderen Mediatoren, welche
ihrerseits Makrophagen aktivieren. Diese spielen als M1 bzw. M2 Subtyp eine wichtige
Rolle wahrend der Entziindungsreaktion und der Resolution der Inflammation. Die
proinflammatorischen Zytokine sind notwendige Signale wahrend der friihen Stadien der
Knochenfraktur. TNFa wird erneut in der spaten Reparaturphase ausgeschiittet. Der Wandel
von proinflammatorischem zu antiinflammatorischem Mediatorenprofil wie IL4, IL10, IL13
als Einleitung der Resolutionsphase der Entzindung ist als wichtiger Schritt der

Knochenheilung anzusehen (aus (Maruyama et al., 2020)).



2.2. Immunsystem

Das Abwehrsystem des Menschen kann vereinfacht gesehen werden als Zusammenstellung
von anatomischen und physiologischen Barrieren sowie dem Immunsystem. Dieses wird
dabei traditionell in zwei Arten aufgeteilt: das angeborene, unspezifische Immunsystem,
sowie das erworbene, adaptive Immunsystem (Janeway and Medzhitov, 2002).

Das adaptive Immunsystem besteht dabei aus T- und B-Zellen, wobei jeder Lymphozyt
einen spezifischen und strukturell einzigartigen Rezeptor présentieren kann. Dieser Prozess
generiert eine Vielzahl an Antigenrezeptoren, welche die Wahrscheinlichkeit erh6hen ein
passendes Antigen aufzuspuren und zu eliminieren. Die klonale Vermehrung nach initialer
Bindung eines Antigens an einem passenden Rezeptor ist hocheffektiv, jedoch auch
zeitaufwandig und bendtigt 3-5 Tage in seiner Umsetzung. Dieses Zeitfenster wiirde einem
Pathogen zunéchst die Moglichkeit geben im betreffenden Gewebe Schaden anrichten zu
kdnnen. Das angeborene Immunsystem Uberbrickt diese Zeit und stellt dabei die erste
Linie der kdrpereigenen Abwehr dar. Die Bestandteile der angeborenen Immunantwort,
bestehend aus Phagozyten, Makrophagen, antimikrobiellen Peptiden, als auch dem
Komplementsystem, zielen auf bestimmte mikrobielle Komponente, welche in méglichen
Pathogenen vorkommen und generieren innerhalb weniger Minuten nach Exposition auf
diese Gefahrenstoffe eine entziindliche Antwort. Diese Gefahrensignale kommen in einer
breiten Variabilitat. Dabei kann unterschieden werden in pathogenassoziierte molekulare
Muster (PAMPs) oder in endogene, Schaden assoziierte molekulare Muster (DAMPS)
(Masters and De Nardo, 2014, Zindel and Kubes, 2020).

Das angeborene Immunsystem hat dabei die Fahigkeit diese Gefahrensignale mittels
Pattern Recognition Rezeptoren (PRRs) schnell zu erkennen. Die Gene, welche diese
PRRs kodieren, werden dabei von den Eltern auf ihre Kinder Gbertragen (Travis, 2009).
Phylogenetische Untersuchungen legen aulRerdem nah, dass die Gene fur PRRs und andere
Komponente des angeborenen Immunsystems (ber die Zeit von Generation zu Generation
durch natiirliche Selektion angepasst wurde. Eine Vielzahl an spezialisierten Rezeptoren
wie Toll-Like- Rezeptoren (TLRs) oder Nod-Like-Rezeptoren (NLRS) und einige weitere
stellen dabei eine Form der Abwehr dar. Nach der Aktivierung formen einige dieser
Rezeptoren grof3e Proteinkomplexe, die sogenannten Inflammsome, welche als effektiver
Teil der angeborenen Immunantwort zu einer Aktivierung weiterer Entziindungskaskaden
uberleiten (Guo et al., 2015). Die Lokalisation der PRRs spiegelt die bestimmten Liganden
wider, welche durch die Rezeptoren aufgespiirt werden sollen. TLRs finden sich daher

vermehrt an der Zelloberflache, wo sie vor allem Komponente von Bakterien binden



(Brubaker et al., 2015). Zytosolische PRRs erkennen in Kontrast dazu vor allem
korpereigene Gefahrensignale, welche direkt im Zytosol vorliegen oder solche die dem
lysosomalen Abbau entfliehen kénnen. Zusammengenommen ermdglicht dieses System
eine breit aufgestellte Abwehr gegen eine Vielzahl von mdglichen Gefahren.

Generell fuhrt die Aktivierung dieser unterschiedlichen Rezeptoren Uber spezielle
Signalubertragungen und proteolytischen Verlaufen zum gleichen Endpunkt: der
Produktion von proinflammatorischen Mediatoren, welche ihrerseits weitere Immunzellen
rekrutieren.

Dabei sind die aktivierten Signalwege nicht nur entscheidend flr die Beseitigung der
einfallenden Pathogenen oder Mikroorgansimen, sondern auch fur die Aktivierung des
adaptiven Immunsystems mit folgender Antigenaktivierung und Bildung eines

immunologischen Gedéchtnisses (Masters and De Nardo, 2014).

Denn im Kontrast zum angeborenen Immunsystem erwirbt jeder T- und B-Lymphozyt
wahrend seiner Entwicklung einen strukturell einzigartigen Rezeptor. Dies bringt ein
enormes Repertoire an Zellen mit jeweils individuellen Rezeptoren hervor. Wenn nun
Lymphozyten aus diesem Repertoire ihrem fremden Antigen ausgesetzt werden, fuhrt dies
zur klonalen Vermehrung eben jener Zellen, welche nun alle gegen dieses bestimmte
Antigen gerichtet sind. Mit der Vervielfaltigung der Kopien nimmt die Affinitat der
Bindung fir das spezielle Antigen zu und fiihrt so zu einer Selektion der hilfreichsten
Rezeptoren, was eine stetige Verbesserung der Fahigkeiten des Systems bedingt. Anders
als beim angeborenen Immunsystem kann diese erlernte Immunantwort nicht an

Nachkommen weitergegeben werden (McComb et al., 2019).



Angeborene Immunitat
0-4 Stunden

Adaptive Immunitat
3-14 Tage

Abbildung 2: Ubersicht iiber an der angeborenen, bzw. adaptiven Immunitat beteiligten

Zellen (modifiziert nach (April Lowell, 2022)).
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2.3. Das Zytokinsystem und Interleukin-10

Die Freisetzung von Zytokinen bewirkt als Antwort auf eine Verletzung eine Kaskade von
verschiedenen Ereignissen. Zytokine sind kleine, intrazellulare Polypeptide mit einer GroRe
von 5-140 kD (Clark et al., 2013), welche von Zellen sezerniert werden um das eigene
Verhalten, oder das anderer Zellen zu beeinflussen (Parkin and Cohen, 2001).

Zytokine senden intrazellulare Signale, indem sie an spezifische Rezeptoren an der
Zelloberflache binden. Auch wenn es sich bei den meisten Zytokinen um lésliche Molekile
handelt, kommen manch andere auch in membrangebundener Form vor. Dies erschwert
teilweise die Differenzierung von Zytokin und Rezeptoren (Fajgenbaum and June, 2020).
Zytokine werden dabei von nahezu allen Zellen produziert und haben eine grof3e Bandbreite
an potenziellen Funktionen (siehe Tabelle 1). Der biologische Effekt hadngt dabei vom
Zytokin und dessen Effektorzelle ab, umfasst jedoch typischerweise Zellaktivierung,
Teilung, Apoptose oder Migration bzw. Zellbewegung. Dabei wirken sie als autokrine,

parakrine oder endokrine Botenstoffe.

—

J -
| S

a b c

@Gcmg Thieme Verlag KG, Stuttgart - New York - 2011
\ G. Spinas, S. Fischli: Endokrinologie und Stoffwechsel kompakt - 2, Auflage
Abbildung 3: Unterschiedliche Wege der Signalibertragung. a) autokrine

Signalubertragung: die sezernierende Zelle wirkt mit den Produkten auf sich selbst ein. b)
parakrine Signallibertragung: die Produkte wirken auf benachbarte Zellen ein. c) endokrine
Signalubertragung: Sekretionsmodus, bei dem Produkte zundchst an die Blutbahn

abgegeben werden und daher auch auf entfernte Zellen wirken kénnen.

Zytokine, welche von Leukozyten produziert werden und v.a. auf andere weil3e Zellen
wirken werden Interleukine genannt. Zytokine die chemotaktische Wirkungen haben werden
als Chemokine bezeichnet. Die, welche Differenzierung und Proliferation von Stammzellen

beeinflussen, heilien Kolonie-stimulierende-Faktoren (colony-stimulating-factors, CSFs)
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(Parkin and Cohen, 2001). Zytokine, welche die virale Replikation beintrdchtigen werden

als Interferone bezeichnet.

Eine der genannten Subgruppen stellen die Interleukine dar. Diese werden anhand ihrer
biologischen Funktion und Wirkungsweisen auf andere Zellen in proinflammatorisch und
antiinflammatorisch eingeteilt. Diese Einteilung trifft jedoch nur teilweise zu, da je nach
wirkendem Rezeptor, Zielzelle oder Konzentration auch Doppelwirkungen maéglich sein
konnen (Ugeyler and Sommer, 2008). Interleukine wirken dabei sowohl autokrin als auch
parakrin, das hei3t auf die produzierende Zelle selbst und auch auf die benachbarten
Zellen, welche durch die ausgeschiittete Substanz, tiber meist membrangebundene
Rezeptoren, stimuliert oder gehemmt werden kénnen. Proinflammatorische Zytokine
induzieren dabei meist Uber eine positive Riickkopplungsschleife ihre eigene Produktion
sowie weiterer proinflammatorischer Substanzen. Dazu werden Uber direkte Aktivierung
und Sensibilisierung von Nozizeptoren und weiteren indirekten Effekten, wie der Bildung
und Ausschittung von Neuropeptiden sowie Prostaglandinen maligeblich entziindliche
Reaktionen getriggert. Um eine Uberschielende Reaktion und somit die Schadigung von
intaktem Gewebe zu vermeiden, kommt es gleichzeitig zu einer Sezernierung von
antiinflammatorischen Interleukinen, um die ausgeldsten inflammatorischen Prozesse zu
beschranken und eine Resolution der Entziindungsreaktion einzuleiten. Dieses
Gleichgewicht aus proinflammatorischen und antiinflammatorischen Prozessen macht eine
zielgerichtete Antwort auf Reize, Schadigungen und Infektionen erst méglich und stellt

daher eine wichtige Grundvoraussetzung der kdrpereigenen Abwehr dar.



Immunmodulatorische

Produzierende

12

Wirkung

Mediatoren Zellen/Herkunft
Zytokine
IL-1 Monozyten / Makrophagen Fieber, Aktivierung T-
u.a. Zellen,
Makrophagenaktivierung
IL-2 T-Zellen Wachstum von T-Zellen
IL-4 T-Zellen, Mastzellen Aktivierung von B-Zellen,
Wachstum von T-Zellen
IL-5 T-Zellen, Mastzellen Wachstum und
Differenzierung der
eosinophilen Zellen
IL-6 Monozyten / Makrophagen, = Wachstum und
T-Zellen, Endothelzellen Differenzierung von T- und
B-Zellen, Produktion
von EiweiRRen der akuten
Phase, Fieber
IL-10 Monozyten / Makrophagen, = Entziindungshemmend,
T-Zellen Anregung von B-Zellen
IL-12 Monozyten / Makrophagen, = Aktivierung von NK-Zellen,
B-Zellen Differenzierung von CD4-T-
Zellen zu Thl-Zellen
IL-13 T-Zellen Wachstum von B-Zellen,
Hemmung der Tw 1-Zellen
und der Produktion
entziindungsfordernder
Zytokine durch
Makrophagen
IL-15 T-Zellen, TNF-alpha Freisetzung aus

Monozyten/Makrophagen

synovialen Makrophagen,
induziert Mitogenese, and

inhibiert Apoptose
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IL-17

IL-23

TNF-a

IEN

(Interferon)-y

Kolonie-stimulierende Faktoren

GM-CSF
(Granulozyten /
Makrophagen-Kolonie-

stimulierender Faktor)

T-Zellen, innate lymphoide
Zellen

Dendritische Zellen,
Monozyten/Makrophagen
Monozyten / Makrophagen,
T-Zellen, NK-Zellen
T-Zellen, NK-Zellen

Monozyten / Makrophagen,
T-Zellen

Aktiviert Neutrophile und
eine Vielzahl von
Stromazellen zur
Regulierung von
Abwehrfunktionen

Fordert T-Zell
Differenzierung

Lokale Entzlindung,
Endothelaktivierung
Aktivierung von
Makrophagen, Zunahme von
MHC-Molekilen, Abtétung
von TH 2-Zellen

Erhohte Bildung von
Granulozyten, Makrophagen

und dendritischen Zellen

G-CSF (Granulozyten-
Kolonie-stimulierender
Faktor)

Monozyten/Makrophagen

Granulozyten
Differenzierung und

Aktivierung

M-CSF (Makrophagen-
Kolonie-

stimulierender Faktor)

Monozyten / Makrophagen

Starkeres Wachstum und
Differenzierung der

myeloiden Vorlauferzellen

Wachstumsfaktoren

TGF-p
(Transformierender
Wachstumsfaktor-p)
FGF, VEGF

PDGF (platelet-derived
growth factor)

Monozyten, T-Zellen

Viele Zellen

Viele Zellen

Gehemmtes Zellwachstum
von B-Zellen,
entzundungshemmend
Fibroblastenproliferation und
Angiogenese

Fibroblastenproliferation

Chemokine
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C-X-C Familie Viele Zellen Aktiviert Neutrophile, wirkt
chemotaktisch auf

Neutrophile und T-Zellen

C-C Familie Viele Zellen Chemotaktisch auf

Monozyten und T-Zellen

Tabelle 1: Beitrag von wichtigen Zytokinen, Chemokinen, Kolonie-stimulierenden
Faktoren und Wachstumsfaktoren auf immunologische Antworten (modifiziert nach
(uptodate.com, 2023)

2.3.1 Interleukin-10

Die IL-10 Familie inkludiert einige weitere Zytokine. 1L-10, 19, 20, 22, 24, und 26 sind
dabei alle als Klasse von 2a-Helices Zytokinen anzusehen. Der IL-10 Familie zugehérige
Zytokine binden dabei an heterodimere Rezeptoren, welche viele unterschiedliche
Kombinationen durch den Aufbau ihrer gemeinsamen Untereinheiten ermdglichen: IL20Ra
(IL-19, 20, 24, 26 bindend), IL20R (IL-20 und 24 bindend), IL10Rp (IL-10, 22, 26, 28, 29
bindend), IL22Ra (genutzt durch 1L-22 und 24) sowie IL10Ra, welcher alleinig durch IL-
10 genutzt wird (Ouyang and O'Garra, 2019). Durch die geteilte Nutzung verschiedener
Rezeptorenuntereinheiten durch unterschiedliche Zytokine der IL-10 Familie, sind die
genauen Funktionen durch Rezeptor Knockout M&use nicht eindeutig differenzierbar (Wei
et al., 2019). IL-10 und IL-22 werden maligeblich von T- und B-Zellen, natirlichen
Killerzellen (NKs), Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen produziert (Ouyang
and O'Garra, 2019). Die Verteilung der Liganden und Rezeptoren der Interleukin-10 Familie
unterscheidet sich je nach untersuchtem Gewebe. IL10Ra findet sich vor allem auf
Immunzellen, wohingegen IL20Ra und IL22Ra eher auf epithelialen Zellen anzutreffen
sind. Dies zeigt die grofRe Rolle der IL-20 Unterfamilie an der Regulation von

Entziindungsreaktionen und Regeneration des Gewebes (Wei et al., 2019).

IL-10 spielt eine kritische Rolle bei der Ruickbildung wvon peripheren
Entziindungsreaktionen. Dazu wird es von einer Vielzahl leukozytischer Zellen gebildet, u.a.
von Monozyten und Granulozyten sowie weiteren Nicht-Immunzellen, wie z.B. epithelialen
Zellen und Keratinozyten (Mosser and Zhang, 2008). Dabei liegt die Kernaufgabe von IL-
10 in der Limitierung von Entziindungsprozessen. Die lokalen Effekte werden dabei tber
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zwei unterschiedliche Rezeptoren ausgefuhrt. IL-10R1 findet sich dabei v.a. auf
hamatopoetischen Zellen, IL-10R2 wird hingegen auf allen Zellen exprimiert. Beide
Doménen wirken Uber einen JAK/STAT Pathway. IL-10 wirkt sich ebenfalls auf das
Wachstum und Differenzierung von B-Zellen, NK-Zellen, T-Helferzellen, regulatorischen
T-Zellen, Mastzellen, Granulozyten, dendritischen Zellen, Keratinozyten und epithelialen
Zellen aus. Die Fahigkeit von IL-10 regulatorisch auf proinflammatorische TH1-Antworten
einzugreifen, ist dabei in der weiterfihrenden Literatur gut beschrieben (Mosser and Zhang,
2008). IL-10 beeinflusst immunsuppressive Wirkungen (ber eine Erniedrigung von
proinflammatorischen Mediatoren und induziert aulRerdem die Expression von bestimmten
miRNAs, welche ihrerseits zu einer Abnahme von Uber Toll-like-Rezeptor Signalen
gesteuerten inflammatorischen Antworten fiihrt. Aulerdem wird Gber IL-10 Aktivitat die
Stabilitdt von mRNA codierend fir proinflammatorisch wirkende Substanzen negativ
beeinflusst und so deren Expression gehemmt (Curtale et al., 2013, Wilbers et al., 2017).

Somit hat IL-10 (ber eine Vernetzung von unterschiedlichen, an der Immunreaktion
beteiligten Prozessen, eine wichtige Rolle in der Erhaltung der Homdéostase. Es kann als das
wichtigste antiinflammatorische Zytokin und somit als Schlussel zur Prévention von
entzindlichen Gewebsschdden angesehen werden. Bei akuten Infektionen steigt die IL-10
Serumkonzentration zu Beginn an und bleibt tber mehrere Wochen erhdht. Es kommt Gber
die Zeit gesehen, unabhdngig von der Krankheitsaktivitit, zu einem Gleichgewicht der
antiinflammatorisch  wirkenden Substanzen mit proinflammatorischen Mediatoren
(Mingomataj and Bakiri, 2016). IL-10 oder IL-10R defiziente Mé&usen entwickeln schwere
Magen-Darm-Infektionen (Kihn et al., 1993), weshalb IL-10 als essenzielles,

immunregulierendes Zytokin des Magen-Darm-Traktes gesehen werden kann.
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Abbildung 4: Die nach Aktivierung des IL-10R nachgeschaltete, antiinflammatorische
Kaskade. Die Bindung von IL-10 an seinen Rezeptor aktiviert JAK1-TYK2-STAT3
Signalkaskaden, welche in der STAT3 vermittelten, antiinflammatorischen Antwort
mindet. Die durch STAT3 ausgeldste transkriptionale Modifikation fuhrt zur Produktion
einiger Molekile, welche zusammengenommen die, auf z.B. durch PAMPs und somit
PRR-Aktivierung ausgeloste, inflammatorische Antwort begrenzt. I1L-10 moduliert die
Transkription von einigen metabolischen Regulatoren wie DDIT4. Da DDIT4 wiederrum
MTORC reguliert, das Einfluss auf die Signalkaskade von TLR4 nimmt, wird auf diesem
Weg die inflammatorische Antwort von Makrophagen moduliert (aus (Saraiva et al.,
2020)).
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2.4. CRPS und Schmerz

Laut aktueller Leitlinien ist das komplexe regionale Schmerzsyndrom ein posttraumatisches
Schmerzsyndrom einer Extremitdt, deren Schmerzen im Vergleich zur Lasion
unangemessen stark sind und dartber hinaus mit Stérungen in Sensorik, Motorik, dem
vegetativen Nervensystem sowie in der Gewebetrophik einhergeht (Birklein, 2018). Die
Namensgebung orientiert sich dabei klar an den klinischen Befunden. Es handelt sich um
eine ,.komplexe“ Erkrankung, bei der neben den Schmerzen, sowohl sensorische und
motorische Einschrankungen als auch sudomotorische und andere vegetative Stérungen im
Vordergrund stehen. Dabei tritt diese komplexe Schmerzsymptomatik ,,regional auf, sprich
an einer Extremitat nach direktem Trauma, jedoch per definitionem aulRerhalb der
Traumastelle. Schmerz generell wird von der International Association of Pain (IASP) als
“eine sensorisch und emotional unangenehme Erfahrung” beschrieben, welche ,,mit
tatsachlichem oder potenziellem Gewebeschaden einhergeht.* (IASP). Weiter heif3t es, dass
,2ungewohnliche, unangenehme Wahrnehmungen, (z.B. Dysasthesie) ebenfalls als Schmerz
bezeichnet werden konnen“, auch wenn diese nicht dieselben, eingangs erwihnten,

sensorischen Qualitaten bieten.

2.5. Klassifikation

In der Einteilung des CRPS hat sich die Unterscheidung in zwei Subtypen bewahrt. Dabei
handelt es sich um das komplexe regionale Schmerzsyndrom Typ | (CRPS 1), welches
urspringlich als Reflexalgodystrophie (Evans, 1947) bezeichnet wurde, vorliegend bei
typischer Symptomatik ohne definierbare Nervenlasion. Besteht die Symptomatik bei
nachgewiesener Nervenverletzung, friher als Kausalgie bezeichnet, liegt ein CRPS Il vor
(Stanton-Hicks et al., 1995). Diese uberarbeiteten Kategorien wurden in der Klassifikation

von chronischen Schmerzsyndromen der IASP inkludiert.

Uber die offizielle Klassifikation hinaus, bietet sich eine weitere mogliche Unterscheidung
an. Zuerst statistisch erwiesen durch Bruehl et al. 2016, zeigten sich unter den CRPS-
Patientinnen und Patienten ein warmer, sowie ein kalter CRPS Subtyp. Dabei wird der
warme Subtyp durch eine warme, entziindlich imponierende Haut mit Odem charakterisiert.
Dieser Typ zeigte sich in knapp 70% der untersuchten Patientinnen und Patienten. Die
restlichen knapp 30% entfallen auf den sogenannten kalten Typ. Hier steht eine kalte, livide
veranderte Haut, ohne die inflammatorischen Zeichen des warmen Typs und mit geringerer

Odemneigung im Vordergrund. Die Einteilung in warmen und kalten Subtyp zeigt sich auch
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bei der medianen Schmerzdauer als relevant. Patientinnen und Patienten mit warmem

Subtyp sind in der Regel kiirzer erkrankt als Patientinnen und Patienten mit kaltem Subtyp.

2.6. Epidemiologie

Die erste populationsbasierte Studie wurde 2004 in Olmstead County, Minnesota
durchgefihrt (Sandroni et al., 2003). Hier fand sich eine Inzidenz von knapp 5,5 Féllen von
CRPS I auf 100.000 Menschen. Dabei zeigte sich folgende Geschlechterverteilung: Frauen
waren viermal haufiger betroffen als Manner, mit einem medianen Erkrankungsalter von 46
Jahren bei Auftreten. Es zeigte sich aulRerdem, dass die obere Extremitat doppelt so haufig

betroffen war als die untere Extremitat.

In einer 2009 in den Niederlanden durchgefuhrten Studie, war die Inzidenz von 26,2 Fallen
pro 100.000 Personen (de Mos et al., 2007). Hier zeigte sich ein Altersgipfel von 61-70
Jahren, mit einem mittleren Erkrankungsalter von 52,7 Jahren. Frakturen zeigten sich hier
in 44% der Falle als auslésender Faktor. Es kann angenommen werden, dass die gesteigerte
Inzidenz im hoheren Alter unter anderem auch auf das gesteigerte Auftreten von

Knochenbriichen zurtickzufiihren ist.

Eine aktuellere koreanische Studie aus dem Jahr 2019 fand &hnliche Ergebnisse. Jo et al.
finden ebenfalls ein gesteigertes Risiko fir Frauen, mit einer erhdhten Inzidenz von 5:1.
Ebenfalls beschreiben die Autoren gewisse Altersgruppen, in welchen es zu einer erhohten
Inzidenz von Fallen von CRPS | kommt. Besonders interessant ist dabei die Tatsache, dass
es sich dabei nicht um eine lineare Steigerung mit zunehmendem Alter handelt, jedoch
vielmehr um einen Peak in der Altersgruppe zwischen 50 und 60 Jahren (Jo et al., 2019).
Aufgrund der epidemiologischen Verteilung der Inzidenzen, vermuten Jo et al. hier einen
Zusammenhang mit der hormonellen Verédnderung wahrend der Menopause. Ein

zugrundeliegender Mechanismus ist dabei jedoch weiterhin nicht bekannt.

In der zahlreich vorhandenen Literatur werden weitere Risikofaktoren fur das Auftreten
eines CRPS | diskutiert. Hier finden sich unter anderem Zusammenhange zwischen dem
Vorliegen einer seropositiven rheumatoiden Arthritis (Jo et al., 2019, Goebel, 2011).
Dariiber hinaus scheinen das gleichzeitige Vorhandensein einer Migrane, Osteoporose,

sowie die Einnahme von ACE-Hemmer Risikofaktoren darzustellen (de Mos et al., 2008, de



19

Mos et al., 2007, de Mos et al., 2009). Als haufigster Ausloser findet sich jedoch ein initiales
Trauma der spater betroffenen Extremitat.

URSACHE HAUFIGKEIT (QUELLE)

TRAUMATA (MEIST FRAKTUREN) 65% (Veldman et al., 1993)
FRAKTUREN 44,1% (de Mos et al., 2007)
46% (Sandroni et al., 2003)
43% (Rothkirch et al., 1989)

DISTORSIONEN 17,6% (de Mos et al., 2007)
12% (Sandroni et al., 2003)
16,3% (Rothkirch et al., 1989)

OPERATIONEN 12,2% (de Mos et al., 2007)
19% (Veldman et al., 1993)
28% (Rothkirch et al., 1989)

Tabelle 1: Ursachen des CRPS und ihre Haufigkeitsverteilung in unterschiedlichen Studien

Eine prospektive Kohortenstudie, durchgefuhrt von Moseley et al., hat verstarkten Schmerz
nach einer konservativ behandelten Radiusfraktur als ,,red flag® identifiziert. Wird der
standige Schmerz auf der VAS als tber 5/10 angegeben, ist die Entwicklung eines CRPS
wahrscheinlicher (Moseley et al., 2014). Diese Ergebnisse konnten bei Patientinnen und
Patienten mit distaler Radiusfraktur einige Jahre spéter durch Roh et al. bestatigt werden.
Dariiber hinaus deuteten starkere Schmerzen zu Beginn auch auf einen prolongierten
Krankheitsverlauf hin (Roh et al., 2019).

2.7. Atiologie

Als einer der auslosenden Faktoren ist besonders die distale Radiusfraktur hervorzuheben.
Dieser Sachverhalt wird in verschiedenen Publikationen immer wieder als der am h&ufigsten
CRPS auslésende Faktor benannt (de Mos et al., 2007). Einen Uberblick tber die
auslosenden Faktoren und deren Haufigkeitsverteilung in ausgewahlter Literatur bietet die

oben dargestellte Tabelle 1.
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Weniger klare Ausléser des CRPS sind unter anderem Verletzungen von Sehnen (de Mos et
al., 2007), Kontusionen (Sandroni et al., 2003), Entzindungen und Zustdnde nach
Paravasation von Infusionen (Veldman, 1995). Vereinzelt stehen auch virale Infektionen mit
HZV, VZV, Lyme-Borreliose sowie chemische Verbrennungen unter Verdacht ein CRPS
auslosen zu kénnen (Muneshige et al., 2003, Kumbhat et al., 2004, Sibanc and Lesnicar,
2002, Berry et al., 2004). Da sich hier jedoch nur wenige, mitunter Einzelfallberichte finden,
fokussiert sich die wissenschaftliche Forschung auf die in der Tabelle 1 genannten,

h&ufigsten auslésenden Faktoren.

In den é&tiologischen Betrachtungen werden gewisse psychische Prédispositionen immer
wieder angenommen und kritisch diskutiert. In einer Fall-Kontroll Studie wurde ein
Zusammenhang zwischen einschneidenden sozialen Vorkommnissen, mit daraus
resultierender psychischer Belastung und der Entstehung eines CRPS gefunden (Dijkstra et
al., 2003, Geertzen et al., 1998). In einer weiteren Studie zeigten unter 145 Patientinnen und
Patienten 42,1% ein unmittelbar mit dem Beginn des CRPS zusammenfallendes, Stress
auslosendes Lebensereignis (Birklein et al., 2000).

Auch die positive Familienanamnese und damit verbundene genetische Disposition fur die
Entwicklung eines CRPS wurde von verschiedenen Autoren beschrieben. Die Inzidenz fir
ein familiares Auftreten von CRPS liegt bei de Rooij bei 16%, in der Studie von Shirani bei
6% (Shirani et al., 2010, de Rooij et al., 2009).

Bezliglich der genetischen Disposition zeigte eine klein angelegte Studie von 1994 erste
Hinweise auf das Vorhandensein einer Assoziation mit einer bestimmten HLA-
Antigentypisierung (Mailis and Wade, 1994). Weitere, etwas grofer angelegte Studien
kamen zu dem Ergebnis, dass es beziglich der HLA-Antigentypisierung unter CRPS-
Patientinnen und Patienten tatsachlich signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe gibt.
(Kemler et al., 1999). Auch aktuelle Arbeiten zeigen eine anzunehmende, genetische
Disposition und Verknipfung von CRPS mit dem humanen Leukozytenantigen-System.
Durch die Einbeziehung des HLA-Systems liegt die Annahme nahe, dass bei der
Krankheitsentstehung des CRPS auch eine gestorte Regulation von Entziindungsgeschehen

urséchlich sein kann (van Rooijen et al., 2012).
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2.8. Klinik

Das klinische Bild des CRPS wird von einer Symptomtrias aus motorischen, sensiblen und
autonomen Stdrungen gepragt. Sensorische Symptome und Schmerzen finden sich bei allen
CRPS-Patientinnen und Patienten. Anhaltende Schmerzen, gar ein Dauerschmerz, werden
in einer grol’ angelegten Studie von 145 Patienten in 77% der Falle beschrieben (Birklein et
al., 2000). Der typische Schmerz wurde dabei als tief in der distalen Extremitat und von
reiBendem Charakter beschrieben. Unter bestimmten Umstdnden kam es zu einer
Verstarkung der Schmerzen. Hier wurden vor allem Orthostase (H&éngenlassen der
Extremitéat) sowie Bewegung von Gelenken oder Druck als schmerzverstarkende Aspekte
beschrieben. Eine Hyperalgesie wurde dabei von fast allen Patienten beklagt (94%). Ein
weiterer wichtiger Punkt bei diesen von den Patienten beschriebenen Schmerzen ist die
Tatsache, dass auch Bereiche der Extremitat betroffen sind, welche nicht durch ein initiales
Trauma verletzt wurden. Der Schmerz ist dabei nicht auf Dermatome beschrankt und steht

in keinerlei Verhaltnisméaligkeit zur auslésenden Ursache.

Die Budapest Kriterien, welche im Kapitel Diagnostik weiter beschrieben werden, zéhlen
u.a. Stérungen der Sensibilitat wie Allodynie oder Hyperésthesie als Diagnosekriterien auf.
Diese Sensibilitatsstérungen finden sich ebenfalls bei nahezu allen an CRPS-Erkrankten
(94%) (Rommel et al., 2005). Bei der Allodynie handelt es sich um das Phanomen, dass
Beruhrungen, welche normalerweise keine Schmerzen auslosen, nun plotzlich als
schmerzhaft wahrgenommen werden. Dabei kann mittels funktioneller Bildgebung die
Aktivierung eines komplexen Kkortikalen Netzwerks, nicht nur unter Einschluss des
motorischen Systems, sondern ebenfalls des limbischen, kognitiven Systems beobachtet
werden (Maihofner et al., 2006). Birklein et al. finden eine Beriihrungsallodynie nach
Bestreichen mit einem Wattestdbchen in 30% der untersuchten Félle, andere
Untersuchungen zeigen diese Symptomatik in 50-80% aller Patienten (Baron et al., 2003,
Birklein et al., 2000, Rommel et al., 2005). Die teils hohen Schwankungen dieser Zahlen
scheinen durch die unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkte zustande zu kommen. Bei
unbehandelten Patientinnen und Patienten in friihen Phasen der Erkrankung finden sich bei
20% eine Allodynie, wohingegen in spateren Krankheitsphasen dieses Symptom haufiger
beschrieben wird. Auch die Schmerzintensitit scheint mit der Dauer der Erkrankung

zuzunehmen (Schwartzman et al., 2009b)



22

Motorische Einschrankungen finden sich je nach Studie und Betrachtungsweise in
unterschiedlicher Auspragung. Veldman beschreibt eine allgemeine muskulére Schwéche in
95% der Patientinnen und Patienten. Rommel hingegen beschreibt eine
Bewegungseinschréankung in knapp der Halfte der Untersuchten (45%). Ebenfalls zeigte sich
das Vorhandensein eines Tremors bei 50% der Patientinnen und Patienten (Rommel et al.,
2005, Veldman, 1995, Veldman et al.,, 1993). Auch wenn die Hé&ufigkeit teilweise
unterschiedlich ausfallt, herrscht Einigkeit Giber die allgemeinen motorischen Symptome des
CRPS. Bei CRPS-Patientinnen und Patienten treten die bereits beschriebene muskulare
Schwéche, Tremor, Dystonien, Bradykinese oder auch Myoklonien auf. Patientinnen und
Patienten mit CRPS und gleichzeitigem Auftreten von Dystonien sind bei
Erkrankungsbeginn im Durchschnitt jinger als diese ohne Dystonien. Daher lag die
Annahme nahe, dass eine genetische Komponente hier eine Rolle spielen kénnten, wofiir
van Rooijen et al. in einer Kklinischen Studie mit 131 Patienten Anhaltspunkte finden
konnte(van Rooijen et al., 2012).

Bei Personen mit motorischen Beeintrachtigungen oder mit Allodynie zeigte sich die
psychische Belastung durch die Erkrankung stérker als bei anderen Patientinnen und

Patienten ohne diese Symptome (Rommel et al., 2005).

Ein meist distal gelegenes Odem findet sich in ca. 80% aller Fille. Diese Auspragung kann
sehr eindrickliche Formen annehmen und stark beeintrachtigend wirken. Zu starke
krankentherapeutische MaRnahmen, Bewegungen oder Orthostasebelastungen kénnen das
Odem und die damit verbunden Schmerzen verstarken. (Veldman et al., 1993, Birklein et
al., 2000). Mit der Dauer der Erkrankung kann sich das Odem zuriickbilden, ohne das sich
die Schmerzsymptomatik signifikant verandert. Haufig bestehen jedoch auch Jahre nach der
Erstdiagnose noch Probleme mit umschriebenen Gdematdsen Schwellungen. Uber eine
erhdhte SchweiRsekretion und damit eine gestdrte Sudomotorik beklagen sich knapp 30%
der Patientinnen und Patienten (Schwartzman et al., 2009b).

Héufig auftretende Stoérungen der Trophik sind ebenfalls ein eindriickliches Kklinisches
Symptom des CRPS. Hierunter fallen Verédnderungen an Né&geln, Haut und Haaren der
betroffenen Extremitat in ca. 30-40% der Falle. Es kann zu Hypertricheose, Hyperkeratinose
und spéater auch Atrophien der Haut kommen, welche durch eine schmerzassoziierte
Schonhaltung mit Muskulaturverkiimmerung erklart werden kann (Maihofner and Birklein,
2007).
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2.9. Pathophysiologie

Aktuell werden verschiedene pathophysiologische Prozesse diskutiert, welche nach
heutigem Wissensstand ineinander Ubergreifen und die Entstehung sowie die Unterhaltung
des Krankheitshildes CRPS multifaktoriell bedingen.

Ereignis
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Abbildung 1: Mdgliche pathophysiologische Entstehungsmechanismen des CRPS sowie
unterhaltende Faktoren (modifiziert nach Misidou (Misidou and Papagoras, 2019))

2.9.1 UberschieRende posttraumatische Entziindungsreaktion

Das CRPS ist charakterisiert durch das Auftreten von Schmerzen, in Kombination mit
autonomen, sensorischen, trophischen und motorischen Stérungen (Janig and Baron, 2003).
Die klassische Entziindungsreaktion kann dabei als initiale, akute Phase des CRPS und
uberschielende Reaktion auf die vorliegende Gewebsschédigung gesehen werden. Die
klinischen Zeichen dieser Akutphase decken sich dabei mit den Kardinalssymptomen einer
allgemeinen Entziindungsreaktion. Es kommt zur Ausbildung einer Gdemattsen

Schwellung, erhohter Temperatur des betroffenen Hautareals, Erythem, Schmerzen sowie
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Funktionseinschrankungen. Die  Gewebsschadigung verursacht eine anhaltende
Ausschuttung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-«, Interleukin (IL)-1p, IL-2,
IL-6, IL-8 und bewirkt damit die zuvor genannten lokalen VVeranderungen (Goh et al., 2017,
Misidou and Papagoras, 2019, Birklein and Schmelz, 2008, Cheng and Ji, 2008, Uceyler et
al., 2007).

In zahlreichen Untersuchungen zur Pathophysiologie des CRPS ergeben sich, sowohl in
human-, als auch tierexperimentellen Studien, Hinweise auf die Beteiligung
unterschiedlicher pro- und antiinflammatorischer Zytokine als Ausléser und Mediatoren der
beim CRPS gefunden Symptome und Schmerzen (Schinkel et al., 2009, Baronio et al., 2020,
Alexander et al., 2012). Proinflammatorische Zytokine wie TNF-a, Interleukin-2,
Interleukin-1beta, Interleukin-6) zeigen eine erhdhte Konzentration beim Vorliegen eines
CRPS (Schlereth et al., 2014, Alexander et al., 2012, Alexander et al., 2005), wohingegen
sich die Konzentration von antiinflammatorischen Zytokinen reduziert (Uceyler et al.,
2007). Auch in den betroffenen Hautarealen bzw. Blasenflissigkeit der betroffenen
Regionen zeigen sich erhohte Konzentrationen von proinflammatorischen Zytokinen
(Birklein et al., 2014, Parkitny et al., 2013). Die lokalen Veranderungen scheinen sich jedoch
nach einigen Monaten denen der gesunden Kontrollgruppen anzupassen. Dabei sinken
zunéchst erhoht gemessene Konzentration von proinflammatorischen Zytokinen nach ca.
sechs Monaten wieder auf normale Spiegel ab (Lenz et al., 2013). Diese Ergebnisse legen
ebenfalls das Vorliegen einer akuten sowie einer persistierenden, chronischen Phase der
Erkrankung nahe. In Gruppen, in welchen ein erhohter Serumspiegel von TNF-a
nachgewiesen wurde, zeigten sich ebenfalls erhdhtes Auftreten mechanischer Hyperalgesie
(Maihofner et al., 2005) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es ist anzunehmen, dass eine
normale Entziindungsreaktion sowie die initiale Phase des CRPS &hnliche molekulare
Mechanismen aufweisen und dass die posttraumatische Reaktion, folgend auf die
durchgefiihrte Fraktur und die Immobilisierung die initiale Verdnderung darstellt, welche in
der vollstandigen Auspragung des CRPS miinden kann. Zusammengenommen lasst sich aus
der Aufzéhlung der an der Auspragung des CRPS beteiligten Mediatoren ableiten, dass es
durch die initiale Entzindungsreaktion zu einer dauerhaften Veranderung und
Sensibilisierung von primér afferenten Neuronen mit nachfolgender zentraler
Sensibilisierung in schmerzleitenden Bahnen kommen kann.

Die (berschieBende Immunreaktion und die damit einhergehenden entziindlichen

Veranderungen flihren bei der TFM-Maus zur hinlanglich beschriebenen Symptomatik wie
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u.a. Hyperalgesie (Guo et al., 2012). Vermittelt wird diese Reaktion dabei vermutlich durch
eine Sensibilisierung von primar afferenten Nozizeptoren, wie in anderen Schmerzmodellen
beschrieben (Leung and Cabhill, 2010) oder nachgeschalteten afferenten Neuronen auf
Rickenmarksebene (Shi et al., 2015). Die neuronalen Mechanismen, welche der
Hyperalgesie bei frakturierten Mausen zugrunde liegen, sind damit noch nicht hinreichend

erforscht und bieten somit einen Ansatzpunkt fur weitere Untersuchungen.

Die zuvor genannten pro-inflammatorischen Mediatoren flihren nicht nur zu einer lokalen
Entziindungsreaktion, sondern steigern auch die Erregbarkeit und Sensitivitdt von
Nozizeptoren durch erhohte Aktivitat von lonenkanélen, die zustandig fir die Entstehung
von pronozizeptiven Potentialen sind (Cheng and Ji, 2008). Daher ist es auch nicht
verwunderlich, dass neurogene Entzlindungsreaktionen ebenfalls eine gro3e Rolle bei der
akuten Ausprégung des CRPS spielen. Durch die Aktivierung von nozizeptiven C-Fasern
kommt es zu einer Ausschittung von weiteren neurogenen Mediatoren wie Substanz P,
Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) sowie Neurokinin-A und anderen (Littlejohn,
2015). Dies fuhrt, durch das Vorhandensein der jeweiligen Rezeptoren im umliegenden
Immunzellen, Mikroglia und Astrozyten, zu einer Vielzahl von molekularen Prozessen.
Hierunter auch zu einer gesteigerten Produktion von Prostaglandinen, Leukotrienen oder
Stickoxiden, welche ihrerseits dann durch verstérkte VVasodilatation und erhthte vaskulére
Permeabilitat zu den typischen klinischen Zeichen der Entziindungsreaktion fiihren. Dartber
hinaus fuhrt Substanz P ebenfalls zu einer Aktivierung von Mastzellen, welche ihrerseits
weitere pro-inflammatorische Stoffe wie TNF-o, Histamin oder Serotonin ausschitten und
so den initialen Entziindungsprozess aufrechterhalten, sowie die Reizschwelle von Ad-

Schmerzfasern absenken (Li et al., 2012, Littlejohn, 2015, Bussa et al., 2017).

Auch finden sich bei CRPS-Patientinnen und Patienten sudomotorische Stérungen. Da das
thermoregulatorische  Schwitzen des Menschen durch cholinerge sympathische
Nervenfasern gesteuert wird, kénnen Hyper- bzw. Hypohidrose unter anderem durch eine
erhdhte, bzw. erniedrigte Aktivitdt von Sudomotorneuronen und damit des sympathischen
Systems entstehen (Janig and Baron, 2003, Guhl et al., 2019). Bei posttraumatischer
Entziindungsreaktion vermehrt ausgeschittetes Substanz P reduziert cholinerges Schwitzen
(Kumazawa et al., 1994). So l&sst sich die bei Mdusen gefundene Hypohidrose direkt nach
Frakturdurchfihrung physiologisch erkléren. Gesteigerte SchweilRproduktion kdnnte im

Verlauf in Maus und Mensch ein Indikator fiir das Auftreten eines CRPS sein, bei welcher
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auch erhohte Level des stark vasodilatativ wirkenden CGRP ursdchlich zu sein scheinen
(Schlereth et al., 2006).

2.9.2 Beteiligung des zentralen Nervensystems

Verschiedene Faktoren legen eine Beteiligung des sympathischen Nervensystems bei der
Entstehung und Unterhaltung eines CRPS nahe. Darunter befinden sich Veranderungen der
Temperatur der betroffenen Extremitdt, Hyperhidrose bzw. Hypohidrose sowie
Veranderung der Hautfarbe. Diese vasomotorischen und sudomotorischen Veréanderungen
koénnen nicht durch Mechanismen der Denervierung erklért werden, da es bei CRPS 1 keine
sichtbare Nervenlasion gibt. Bei gesunden Menschen fuihren thermoregulatorische Reflexe
zu seitengleicher Abnahme bzw. Zunahme der akralen Temperatur. Bei CRPS-Patientinnen
und -Patienten sind diese Thermoregulationsprozesse gestort, was zu einer verénderten
Temperatur der betroffenen Extremitat fuhrt (Wasner et al., 2001). Da diese
thermoregulatorischen  Prozesse, wie Anpassung der Hauttemperatur, durch
vasokonstriktive Fasern gesteuert wird, liegt die Annahme einer Sympathikusbeteiligung bei

der Ausprégung des Krankheitsbildes nahe.

Dariiber hinaus wurden bei CRPS-Patientinnen und -Patienten generalisierte Verdnderungen
sympathischer Funktionen beobachtet, welche ein Ungleichgewicht des gesamten
sympathischen Systems nahelegen. Als Ausdruck von Stress finden sich erhohte
Herzfrequenzen sowie eine geringere Herzratenvariabilitat, welche ihrerseits Pradiktoren flr

eine erhohte Mortalitat und plotzlichen Herztod darstellen(Terkelsen et al., 2012).

Torebjork et al zeigten bereits 1995, dass sympathische Strukturen an der Erhaltung von
Schmerzen beteiligt sein kdnnen. Durch Stellatumblockade gebesserter Spontanschmerz bei
CRPS Patientinnen und Patienten konnte durch Injektion von Noradrenalin in die betroffene
Extremitét erneut hervorgerufen werden (Torebjork et al., 1995). Bei Noradrenalinjektion in
die Extremitat der nicht betroffenen Seite konnte dagegen kein Schmerz ausgeldst werden.

Aktuelle Studien machen klar, dass die beschriebene autonome Dysregulation zurtickgeht
auf eine gesteigerte Expression von a-1 adrenergen Rezeptoren auf Nozizeptoren und
Keratinozyten (Knudsen et al., 2019). In der akuten Phase zeigt sich die Konzentration von
Noradrenalin erniedrigt, woraufhin die beschriebene gesteigerte Expression von peripheren
a-1 adrenergen Rezeptoren stattfindet und es durch Vasodilatation der CRPS betroffenen

Extremitat zu Uberwdrmung und Rotung kommt. Durch die prolongierte
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Entziindungsreaktion unter Ausschittung inflammatorischer Mediatoren kommt es, ahnlich
der chronischen Phase des CRPS, zu einer massiv gesteigerten Ausschittung von
Noradrenalin, was zu einer verminderten Expression von a-1 adrenergen Rezeptoren und

schlieBlich zu einer kalten, blauen Extremitat fihrt.

2.9.3. Zentrale Reorganisation

Einige Studien implizieren eine veranderte zentralnervose Signalverarbeitung. Motorische
Stoérungen wurden dabei durch Birklein et al. zusammengefasst. Es fanden sich neben den
bereits erwadhnten Symptomen wie Hyperalgesie und Ruheschmerz auch motorische
Befunde, wie Ubersteigerte Reflexantworten, Dystonie, Tremor und Myoklonien (Birklein
et al., 2000). Naheliegend scheinen daher Veranderungen des de priméren Motorcortex, der
supplementér-motorischen Rinde sowie des posterioren Parietalcortex. Maihofner et al.
zeigten 2007 eine signifikante Reorganisation von motorischen Bahnen bei CRPS-
Patientinnen und -Patienten, indem sie diese gegen eine gesunde Kontrollgruppe im fMRT
bestimmte Bewegungen ausfuhren lieBen (Maihofner et al., 2007). Trotz dieser
eindriicklichen Befunde resiimiert eine Metaanalyse aus dem Jahr 2013, dass es zu keinerlei
signifikanten Veranderungen der Abbildung von betroffenen Extremitaten im motorischen
Kortex kommt (Di Pietro et al., 2013).

Schmerzspezifische Angste und schmerzvermeidendes Verhalten konnen bei Vorliegen
eines CRPS dessen Chronifizierung fordern koénnen. Ein schmerzassoziiertes
Vermeidungsverhalten kann, durch die Minimierung der Bewegung der betroffenen

Extremitét, zu einer Beschleunigung des Funktionsverlustes fuhren (Bean et al., 2015).

V4 S [

Schmerzassoziiertes
Vermeidungsverhalten
und Funktionsverlust

Traumatisierung und

Veranderung der Lebensumstinde S Rdort s

Chronifizierung

Abbildung 2: An mdglicher Chronifizierung eines CRPS partizipierende, psychologische
Mechanismen. Modifiziert nach Dimova, 2019 (Dimova and Birklein, 2019).
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2.10. Diagnostik
Die Diagnosestellung des CRPS erfolgt klinisch. Fur die Diagnose CRPS mussen dabei nach

den durch Harden (Harden et al., 2007) festgelegten «Budapest-Kriteriens», welche durch die

International Association of Pain (IASP) anerkannt sind, folgende Charakteristika erfullt

werden:

1. Anhaltender Schmerz, der durch das Anfangstrauma nicht mehr erklart wird.

2. Der Patient muss mindestens Uber ein Symptom aus drei der folgenden vier

Kategorien berichten:

Sensibilitat: Berichtet von Hyperasthesie und/oder Allodynie

Vasomotorik:  Berichtet von  Temperaturseitendifferenz  und/oder
Veréanderungen bzw. Seitendifferenz der Hautfarbe

Odem/Sudomotorik: Berichtet ber Odem und/oder Veranderung bzw.
Seitendifferenz der Schweillsekretion

Motorik/Trophik: Berichtet von Bewegungseinschrankungen und/oder
motorische Stérungen (Schwache, Dystonie, Tremor) und/oder trophische

Stérungen der Haut bzw. Hautanhangsgebilde (Haare, Négel)

3. Zum Zeitpunkt der Untersuchung muss mindestens ein klinisches Zeichen in zwei

oder mehr Kategorien vorliegen:

Sensibilitat: Hyperalgesie (auf Nadelstich) und/oder Allodynie (auf leichte
Berlihrung und/oder Temperatur, Druck, Bewegungen des Gelenks)
Vasomotorik: Vorliegen von Temperaturseitendifferenz (<1°C) und/oder
Verédnderung bzw. Seitendifferenz der Hautfarbe

Odem/Sudomotorik: Vorliegen eines Odems und/oder Veranderung bzw.
Seitendifferenz der Schweillsekretion

Motorik/Trophik: Vorliegen einer Bewegungseinschrankung und/oder
motorischer Stérung (Schwéche, Dystonie, Tremor) und/oder trophische

Storungen (Haut, Nédgel, Haare)

4. Es gibt keine andere Diagnose, welche den Schmerz und die vorliegende

Symptomatik erkl&ren kann.

Ein durch die Budapest-Kriterien nicht berticksichtigter Aspekt ist die Tatsache, dass das

CRPS normalerweise nur die distalen Extremitaten betrifft.

Auch wenn aus den Diagnosekriterien nicht unbedingt hervorgehend sollte die

Hauttemperatur mittels geeigneter Messinstrumente erfasst werden. Da die Hauttemperatur
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h&ufig starke Schwankungen aufweist, kann es hilfreich sein, diese zu verschiedenen

Zeitpunkten oder in einer Langzeitmessung zu testen.

Punkt 4 hat in der Diagnosefindung ganz besondere Bedeutung, da viele weitere
Erkrankungen, die eine andere Therapie benétigen, ebenfalls eine sehr d&hnliche
Symptomatik hervorrufen kénnen. Besonders hervorzuheben sind hierbei rheumatische
Erkrankungen, unterschiedliche Entziindungen (wie unter anderem Polyradikulitiden,
Polyneuritiden,  postoperative  Infektionen), = Thrombosen, = Embolien  sowie

Kompartmentsyndrome oder Nervenkompressionssyndrome.

Zur Beurteilung der Schwere eines CRPS eignet sich der Impairment Level SumScore (ISS),
welcher in finf Kategorien jeweils 1 bis 10 Punkte vergibt. Der Score wurde 1998 durch
Oerlemans et al. entwickelt und beinhaltet die Visual Analog Scale (VAS), den McGill Pain
Index, Temperatur Unterschiede von betroffener und nicht-betroffener Extremitét,
Odemmessung mittels Volumeter sowie Beeintrachtigung der aktiven Bewegungsgrade
(active range of motion = AROM) (Oerlemans et al., 1998). Auch wenn der ISS gute
Ergebnisse bei der Messung der Evaluation der Malnahmen erreicht, werden Symptome,
die durch die 2007 festgelegt Budapest-Kriterien bei der Diagnosefindung erflllt sein
miissen, nicht beriicksichtigt. Daher lag eine Uberarbeitung des 1SS, mit dem Ziel, diesen
durch die in den Budapest Kriterien festgelegten Symptome zu erweitern und so einen
kontinuierlichen Score zu erhalten, nahe. Basierend auf einer multizentrischen,
internationalen Studie konnte so 2010 der CRPS Severity Score (CSS) entwickelt werden
(Harden et al., 2010). Eine Skala, die sowohl eine hohe Ubereinstimmung mit den
Symptomen der Patientinnen und Patienten zeigt als auch die Budapest Kriterien einschlief3t.
Der CSS dient als Uberwachung der Krankheitsprognose sowie als MaR fiir die

Therapieergebnisse bzw. als Verlaufsdokumentation (Stanton-Hicks, 2019).
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Zeichen (bei Untersuchung erhoben)

Kontinuierlicher, disproportionaler Schmerz

Hyperalgesie (auf Pinprick)

Allodynie/Hyperalgesie

Allodynie

Asymmetrie der Hauttemperatur

Asymmetrie der Hauttemperatur

Unterschiede in Hautkolorit

Unterschiede in Hautkolorit

SchweiBasymmetrie

Schweillasymmetrie

Einseitiges Odem

Einseitiges Odem

Veranderung der Trophik

Veranderung der Trophik

Beeintrachtigung der Motorik (ROM)

Beeintrachtigung der Motorik (ROM)

Tabelle 2: CRPS Severity Score (CSS)

Je langer ein CRPS besteht, desto schwieriger kann eine Unterscheidung zwischen

krankheitsbedingten Symptomen und Veranderungen durch chronischen Nicht- oder

Mindergebrauch erfolgen. Daher empfiehlt sich eine regelmaRige Bilddokumentation zur

besseren Abgrenzbarkeit der Verédnderungen in allen Stadien der Erkrankung.

Es gibt weitere Untersuchungsmaoglichkeiten, welche die Diagnose CRPS wahrscheinlicher

machen kdnnen:

- Durch einen Neglect-Fragebogen, der Aufmerksamkeitsphdnomene mittels sechs

von den Patienten zu beantwortenden Fragen untersucht, kann die Diagnose CRPS

bestatigt werden. Bei einem Score von funf oder mehr, betragt die Spezifitat fur die

Diagnose 90,6%, bei niedriger Sensitivitdt von knapp 20%. Bei einfacher und

schneller Durchfuhrbarkeit empfiehlt sich die Erhebung des Scores. Bei einer

Punktzahl von funf oder hoher sieht der Untersucher die Diagnose CRPS bestatigt,

wohingegen eine geringere Punktzahl nicht zur Diagnosefindung dienen sollte

(Frettloh et al., 2006).

Dariiber hinaus besteht die Moglichkeit apparativer Diagnostik, welche jedoch ibergeordnet

zur weiteren Bestatigung der klinisch gestellten Diagnose benutzt werden sollte.

- Die Auswertung eines 3-Phasen-Knochenszintigramms mit Technetium-99m-

Diphosphonat hat eine geringe Sensitivitét (30-50%), jedoch eine hohe Spezifitat von
83-100% (Wuppenhorst et al., 2010, Nitzsche, 2011) und kann daher nur zur

Bestatigung in Betracht gezogen werden.
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- Eine Langzeitmessung der Hauttemperaturunterschiede im Seitenvergleich zwischen

betroffener und nicht-betroffener Extremitat kann ebenfalls die Diagnose CRPS

unterstiitzen. Da die Hauttemperatur bei Untersuchung haufig nur einfach erhoben

wird, konnen Unterschiede, die sich erst ber einen l&dngeren Zeitraum durch

Oszillationen zeigen, durch kontinuierliche Langzeitmessung besser erfasst werden

(Krumova et al., 2008).

- Seitenvergleichende Rontgenuntersuchungen der Handgelenke kénnen acht Wochen

nach der auslésenden Ursache mit einer Sensitivitat von 33% und einer Spezifitat

von 91% durch ein ,,CRPS typisches Muster, welches diffus feinfleckige

Entkalkungen mit bleistiftartiger Zeichnung der gelenknahen Knorpel* darstellt,

bestatigt werden (Gradl et al., 2003). Als Diagnosestellung oder gar Friihdiagnostik

ist die Bildgebung der klinischen Diagnosestellung unterlegen.

2.11. Differentialdiagnostik

Gerade zu Beginn der Erkrankung kann das CRPS nur schwer von anderen entziindlichen,

posttraumatischen Schmerzzustanden zu unterscheiden sein. Folgende Tabelle soll dabei

einen Eindruck vermitteln, welche vielfaltigen, differentialdiagnostischen Uberlegungen bei

der klinischen Erfassung der Symptome berlcksichtigt werden sollten. Dabei besteht kein

Anspruch auf Vollstandigkeit.

Differentialdiagnostik des CRPS

Postoperativ, posttraumatische Zustande

Neuropathische Schmerzzustéande

Osséare Ursachen

(Protrahierte) postoperative, posttraumatische
Verlaufe

postherpetische Neuropathie
periphere Polyneuropathien
Nervenkompressionssyndrome
Radikulopathien
Plexuspathologien

Ossére Stressreaktion
Osteoporose

Osteonekrosen

Osteosarkome

Frakturen

Ermidungsfrakturen
Osteomyelitis

Vaskulare Ursachen

chronisch vendse Insuffizienz
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Thrombophlebitis
Atherosklerose
Lymphddem
Akrozyanose
Raynaud-Syndrom

Infektionen, entziindliche Erkrankungen

Bursitis

Tendinitis

Septische Arthritis

Erysipel

entzlndlich rheumatische Erkrankungen
(Gichtanfélle)

Dermatologische Ursachen

Rheumatische Ursachen

Erythema migrans

Borreliose

Acrodermatitis chronica atrophicans
irritative/allergische Kontaktdermatitis
Sklerodermie

Eosinophile Fasziitis (Shulman-Syndrom)
Uberbelastung, Fehlbelastung
Fibromyalgie

Tendinosen

Myofasziales Syndrom

Bursopathie

Psychiatrische Ursachen

somatoforme Stdrungen
artifizielle Stérungen

Tabelle 3: Differentialdiagnostische Uberlegungen bei der Diagnosestellung eines CRPS,
modifiziert nach (Brunner, 2017). Erganzt durch (Buchner, 2010, Birklein, 2018).
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2.12. Therapie

Bei der Therapie des CRPS gilt es unterschiedlichste, interdisziplindre Therapieansitze
miteinander zu kombinieren. Die multimodale Therapie umfasst dabei pharmakologische,
psychologische und physikalische Ansétze sowie interventionelle MalRnahmen. Eine 2018
erschienene Sl-Leitlinie stellt die unterschiedlichen Behandlungsmdglichkeiten vor

(Birklein, 2018), auf welche im Folgenden ndher eingegangen werden soll.

Aufgrund der vielschichtigen Pathophysiologie der Erkrankung ist eine ,,One fits all*
Behandlung nicht méglich bzw. nicht zielfihrend (Birklein and Schlereth, 2013).
Grundsétzlich sollte der Therapiebeginn so schnell wie mdglich nach Diagnosefindung

eingeleitet werden, um eine Chronifizierung zu verhindern.

Friihestmoglicher Behandlungsbeginn

Coping Therapie Addquate Schmerztherapie

Biofeedback

Entspannungstechniken Medikamentdse Ergotherapie/ Interventionelle

Therapie Physiotherapie MaRnahmen

Interventionelle MaRnahmen

Verhaltenstherapie

Abbildung 3: Mdglicher Algorithmus zur Therapie des CRPS (modifiziert nach (Baron et
al., 2003).

Pharmakotherapie

Eine bedarfsgerecht dosierte Analgesie ist wichtig, um Schmerzreduktion zu erreichen und
darf als Voraussetzung gesehen werden eine adéquate Mitarbeit der Patientinnen und
Patienten bei den anderen Komponenten der Therapie sicherzustellen. Eine alleinige
Schmerztherapie ohne gleichzeitige funktionserhaltende, rehabilitative MalRnahmen ist nicht

zielfuhrend (Harden et al., 2006). Die Einstellung mit rein analgetischen Medikamenten
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sollte dabei nach WHO-Standard durchgefiihrt und leitliniengerecht durch Koanalgetika
erweitert werden. Beziuglich der Therapie von Allodynie und Hyperalgesie, sprich
neuropathischen Schmerzen, hat sich der Einsatz von Amytriptillin, Gabapentin oder
Pregabalin bewdhrt (Baron et al., 2003, van de Vusse et al., 2004, Brown et al., 2016).
Bezliglich der Schmerzreduktion bei CRPS gibt es nur fur Gabapentin eine randomisierte,
kontrollierte Therapiestudie (RCT), die einen gering positiven Effekt nachweisen konnte.
Die Wirkung von Gabapentin wird vermittelt durch Hemmung von regulatorischen az-6-
Untereinheiten spannungsabhéngiger  Kalziumkandale prasynaptischer  Neurone.  Fur
Ketamin und andere NMDA-Rezeptor-Antagonisten kann trotz in den Leitlinien erwéhntem
Vorbehalt, eine Anwendung aufgrund zweier positiver RCTs (Sigtermans et al., 2009,

Schwartzman et al., 2009a) empfohlen werden.

Ein weiterer Teil der pharmakologischen Therapie ist der Einsatz von Bisphosphonaten.
Diese hemmen die Osteoklastenaktivitat und wirken so einer Destruktion von Knochen
entgegen. Dariliber hinaus wirken Bisphosphonate langfristig entziindungshemmend und

modulieren spinale Mikroglia (Manicourt et al., 2004).

Kortikoide zeigen als entziindungshemmende Substanzen eine gute Wirksamkeit gegen
Entziindungssymptome wie Odemen und damit verbundenen Funktionsbeeintrachtigungen
bei CRPS (Kingery, 1997, Christensen et al., 1982). Initial 100 mg oral, alle vier Tage um
25 mg reduziert (Birklein, 2018).

Weiter konnen bestimmte Radikalfanger wie N-Acetylcystein (NAC) systemisch gegeben
oder auf topische medikamentdse Therapie mit Dimethylsulfoxid (DMSO) zurtickgegriffen

werden (Birklein, 2018).

Rehabilitative Therapie

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Behandlung stellen die rehabilitativen Therapien dar,
welche in unterschiedlichen Studien Wirksamkeit zeigen(Singh et al., 2004, Duong et al.,
2018). Dazu gehdren die Physiotherapie, Ergotherapie sowie weitere experimentelle, an
diese Therapieformen angelehnte Ansatze, wie Spiegeltherapie, Pain Exposure Therapy
(PEPT) oder Graded Exposure Training (GEXP).
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Die Physiotherapie stellt dabei den klassisch passiven Aspekt der rehabilitativen Therapie
dar. Sie ist bei der Therapie des CRPS ein wichtiger Pfeiler (Rho et al., 2002).
Eingeschrankte Bewegungen sollen durch die Physiotherapie wieder erlernt und Muskulatur
gefordert werden. Wenn eine Verletzung zu Schmerzen fuhrt, geht haufig eine Schonhaltung
zur Vermeidung dieser mit einher. Durch gelernten Nichtgebrauch kann es zu einer
langerfristigen Bewegungseinschrankung kommen und damit die
Funktionsbeeintrdchtigung paradoxerweise weiter verstarkt werden (Taub et al., 2006,
Barnhoorn et al., 2015).

Die Ergotherapie ist, wie die Physiotherapie, ein unerlassliches Mittel in der Therapie des
CRPS. Hier sollen, durch aktive Mitarbeit, ebenfalls schmerzvermeidende Schonhaltungen
ubergangen werden, um die Patientinnen und Patienten schrittweise wieder an einen
normalen Bewegungsablauf zu gewohnen, Sensibilitatseinschrankungen aufzuheben und

ggf. vorhandenen Odeme zu reduzieren (Oerlemans et al., 2000).

Psychotherapie

Die psychologische Betreuung der Patientinnen und Patienten ist ein wichtiger Aspekt in der
Therapie des CRPS, insbesondere, wenn psychische Komorbiditaten erkennbar sind oder
sich Symptome, wahrend der zuvor genannten Bausteine der Therapie, nicht bessern. Die
Erfassung und Behandlung von psychologischen Komorbiditaten ist unerlasslich, da durch
begleitende Krankheiten, wie Depressionen mit Antriebsminderung oder Angstzustande
sowie fehlende Motivation, die Durchfihrung von Ergo- oder Physiotherapie behindern

kann.

Interventionelle Therapie

Es werden Sympathikusblockaden, rickenmarksnahe Elektrostimulation, elektrische
Stimulation von Spinalganglien, repetitive transkranielle Magnetstimulation (rTMS) des
Motorcortex oder auch Plasmapharesen, sowie intrathekale Applikation von Wirkstoffen
diskutiert. Die klinischen Studien und die daraus resultierende Datenlage bezliglich dieser
Thematik weisen insgesamt schlechte Qualitat auf, weshalb fur diese Methoden zumeist

keine eindeutige Empfehlung ausgesprochen werden kann.
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2.13. CRPS am Tiermodell

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Modelle genutzt, welche dem Phé&notyp der
Erkrankung gerecht werden sollten. Eines dieser Modelle stellt das Chronic Post-ischemia
Pain (CPIP) Modell dar. Dabei wird eine Art starrer Gummiring tUber den distalen Kndchel
geschoben, wodurch es zu einer Perfusionseinschrankung der Extremitat kommt. Auf diese
Ischamie entstehen in der Reperfusionsphase CRPS-ahnliche Auffalligkeiten. Es kommt
dabei zu der Entwicklung eines Odems sowie zu einer Uberwarmung der Extremitat fur
einige Stunden. Allodynie und Hyperalgesie sind noch bis zu 4 Wochen spéter nachweisbar
(Coderre et al., 2004). Ebenfalls lassen sich, zumindest zu Beginn der Reperfusionsphase,
eine Erhohung der Zytokinlevel feststellen, welche jedoch nach Tagen oder wenigen
Wochen wieder abnimmt. Es wird diskutiert, ob dieses CRPS-Modell am ehesten auf den
Subtyp des kalten CRPS angewendet werden kann, da es dessen Pathophysiologie mit

mikrovaskularer VVasokonstriktion ahnelt (Birklein et al., 2018).

Andere Modelle werden nur selten genutzt, da sie weitere Unterschiede in der Auspragung
im Vergleich zu unter CRPS-Patientinnen und Patienten zeigen. Darunter bekannt sind das
Needle-stick Nerve Injury (NNI) Modell, bei welchem der N. ischiadicus oder N. tibialis
operativ offengelegt und mit einer Nadel punktiert werden (Klein et al., 2012). Dabei kommt
es zu der Entstehung einer Hyperalgesie, was nach der direkten Verletzung des Nervens
nicht verwundert. Dariiber hinaus halten sich die Ahnlichkeiten zur Symptomatik des CRPS

jedoch in Grenzen — eine Entziindungsreaktion ist, wenn tiberhaupt, nur minimal ausgepragt.

Das fur diese Arbeit genutzte Tibia Fraktur Modell (TFM) stellt das Modell dar, welches der
Entstehung des CRPS beim Menschen am meisten ahnelt. Das TFM wurde durch die
Arbeitsgruppe Kingery und Clark beschrieben und weiterentwickelt. In den ersten
Versuchen wurde der N. ischiadicus durchtrennt, was Schwellung und Hyperalgesie ausloste
und eher dem CRPS-Typ II ndherkommt. Da beim ,klassischen CRPS-Typ | keine
Nervenschadigung vorliegt, wurde das Modell dementsprechend angepasst. Von einer
Durchtrennung des Nervs wurde abgesehen und stattdessen eine Fraktur der Tibia
durchgefuhrt. Gleichsam wie in unserem Versuchsaufbau wurde nach der geschlossenen
Fraktur der rechten Tibia in Inhalationsanasthesie, die Extremitat durch das Anlegen eines
Gipses fiir 4 Wochen immobilisiert (Guo et al., 2004).

Wie vorangegangen beschrieben, wurde das TFM zun&chst an Ratten getestet, ist jedoch

mittlerweile, wie in unserem Aufbau geschehen, auch seit 2012 bei der Anwendung auf
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Maéuse etabliert (Guo et al., 2012). Hier wurden die Mause Uber einen langeren Zeitraum an
verschiedenen Zeitpunkten (3,5,7 Wochen) auf Belastungsunterschiede, Allodynie,
Temperaturunterschiede und Auspragung eines Odems untersucht. VVasomotorische Zeichen
bildeten sich dabei schneller zuriick als Allodynie und Belastungsunterschiede der
Hinterpfoten (Gallagher et al., 2013).

Generell bleibt die Methodik bei Ubertragung auf die Maus gleich, bis auf das Belassen des
Gipses fur lediglich drei Wochen. Auch wenn das Modell in der Durchfiihrung komplexer
ist, da die Fraktursetzung und Gipsanlage einiges an Ubung bedarf, spricht allein die
Nachbildung der am haufigsten CRPS auslésenden Atiologie fiir diese Herangehensweise.
Zusammenfassend sei gesagt, dass dieses Modell, sei es nun an der Ratte oder der Maus, die
posttraumatischen Entziindungsreaktionen sehr gut abbildet. Durch die Kombination von
Tibiafraktur und anschlieBender Immobilisation flr drei, respektive vier Wochen, entstehen
bei den Versuchstieren eine Uberwarmung der Extremitat, Odeme, Allodynie sowie
verminderte Belastbarkeit. Wirden diese bei der Ratte bzw. bei der Maus auftretenden
Symptome anhand der CRPS-Diagnostik an Menschen geldufigen Budapest-Kriterien
eingeteilt, zeigt sich eine gute Uberschneidung zu der humanen Symptomatik. (Wei et al.,
2016, Li et al., 2012). Trotz dieser Erlduterungen muss beachtet werden, dass es sich
lediglich um ein Modell handelt, welches auch Schwéachen mitbringt. So wird unter anderem
die chronische Phase des CRPS nur unzureichend abgebildet (Birklein et al., 2018).
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3. Material und Methoden

Alle hier durchgefiihrten Experimente folgen den ethischen Leitlinien fur experimentelle
Schmerzstudien der IASP und dem deutschen Tierschutzgesetz 2006. Sie wurden von der
zustandigen Ethikkommission des Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz geprift und
bewilligt. Die Haltung der Tiere sowie deren Untersuchungen wurden dabei durch die
Veterindrin der zentralen Versuchstiereinheit Mainz (TARC), in welcher sie stattfanden,

Uiberwacht.

Far die Versuchsdurchfiihrungen wurden ausschlieBlich ménnliche C57BL/6 Mause
verwendet. Eine Gruppe dabei im Alter von 6-12 Wochen, die andere im Alter von 6-9
Monaten frakturiert. Diese Entscheidung basiert auf einer besseren Vergleichbarkeit zu
bereits bestehenden Arbeiten des Formenkreises der CPRS-Forschung. Dabei wurde jedoch
nicht berlcksichtigt, dass es bezlglich des Mechanismus der Entstehung des
Krankheitsbildes Unterschiede zwischen mannlichen und weiblichen Tieren geben kdnnte
(Canhill, 2006, Tajerian et al.). Die verwendeten C57BL/6 Mause stellen die am hdufigsten
verwendete Zichtung von Laborméusen dar. Neben unverdnderten, naiven C57BL/6
Mausen wurden auerdem Maduse verwendet, welchen durch genetische Modifikation die
Fahigkeit genommen wurde, Interleukin-10 zu produzieren (IL-10(-/-)), sogenannte
Knockout Mause (B6.129P2-11101™9"/J, Jackson Laboratory), im Folgenden nur noch als
IL-10(-/-) oder IL-10 KO bezeichnet. Die Verhaltenstestungen wurden 3-6 Wochen nach
Fraktur durchgefuhrt, die Elektrophysiologie nach 8-12 Wochen.

Die Tiere lebten in Gruppenhaltung von zwei bis vier Mdusen pro handelsublichen Kéfig
aus Plastik, mit den MalRen 20 x 25 cm. Sie hatten Zugang zu Futter in pelletierter Form,
ebenso zu Wasser ad libitum. Dabei waren sie einem 12-stindigen Hell-/Dunkelrhythmus
mit einer Hellperiode von 6%°-18% ausgesetzt. Beim Kaéfigeinstreu handelte es sich um
gewohnliche Holzhobelspéne. Die durchschnittliche Temperatur betrug 24°C bei einer

Luftfeuchtigkeit von circa 40%.

Die elektrophysiologischen Bestimmungen erfolgten dabei an denselben Tieren, welche
zuvor verhaltenstechnisch untersucht wurden. Diese Versuchsanordnung wurde bewusst
gewdhlt, um die Anzahl der bendtigten Tiere so klein wie moglich zu halten. Dabei stand
das Wohl der Tiere und die Reduktion der Schmerzen auf ein Minimum stets im

Vordergrund. Um einer unbewussten Beeinflussung der Ergebnisse vorzubeugen, wurde
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eine Verblindung bei der Durchfiihrung der Experimente der unterschiedlichen Gruppen
eingesetzt. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen war nicht klar, welche Tiere untersucht
wurden und ob es sich dabei um die Versuchs- oder Kontrollgruppe handelte. Die
Verblindung wurde erst nach der abschlieRenden elektrophysiologischen Evaluation und der

Tétung der Tiere aufgehoben.

3.1. Technische Hilfsmittel
Von Frey Testung Von Frey Haare
Hersteller: NorthCoast (Touch Test
Sensory Evaluators) Evaluator Size 1,65-
6,65 - North Coast Medical, Inc 8100
Camino Arroyo Gilroy, CA 95020

3700-003 Base Plattform

Hersteller: Ugo Basile mit Gitter Ugo
Basile - Via Giuseppe di Vittorio 2, 21036
Gemonio, Italy

Plantar Test 37370-001 Plantar Test (Hargreaves
Apparatus) Volt:100-240
Hz: 50/60
Watt: 50

Hersteller: Ugo Basile

3700-003 Base Plattform des Herstellers
Ugo Basile mit Glasboden

Unweighting Incapacitance Meter Tester for Mice, Rats
and Birds

IITC Life Science Inc.
23924 Victory Blvd Woodland Hills, CA
91376



Thermometer

Odemtestung

Waage

Elektrophysiologie

Tabelle 4: Material und Hersteller
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Greisinger GTH 175/PT-K Temperatur-
Messgerat

GHM Messtechnik GmbH Standort
GREISINGER Hans-Sachs-Stralie 26
93128 Regenstauf Germany

LIMAB Lasersensor Precicura

LIMAB GmbH - Mittellangerstr. 28
D-82178 Puchheim
Sartorius Prazisionswaage ED153-CW

Sartorius Weighing Technology GmbH
Otto-Brenner-Str. 20

37079 Gottingen, Deutschland
Tungsten Mikroelektroden 2M-Ohm
(FHC, Bowdoin, USA)

Mikromanipulator (Sutter Instrument
Company, Novato, USA)

Verstarker DAM80 (WPI, Berlin,
Deutschland)

Datenerfassung CED 1401 (Cambridge,
UK)

CED Spike2 Software (Cambridge, UK)
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3.2. Pharmaka

Analgetikum: Bei dem verwendeten Schmerzmittel handelt es sich um den Wirkstoff
Buprenorphin mit dem Hansdelsnamen Temgesic®. Das Medikament wurde aufgrund
genauerer Applikationsmoglichkeit verdiinnt und subkutan injiziert. 1ml Temgesic®
enthalten 0,3mg Buprenorphin. Die Konzentration pro Kilogramm Korpergewicht Maus
sollte 0,05ug betragen, also 0,0015mg bei einer Maus mit einem Gewicht von 30g. Zur
Herstellung der Ldsung wurden also 0,1ml Temgesic® mit 10ml Natriumchloridldsung
vermischt. Zur Pipettierung wurden handelsiibliche Pipetten des Herstellers Accumax

verwendet.

Antibiotikum: Fir die Versuche wurde ausnahmslos Enrofloxacin der Firma Bayer,
Handelsname Baytril®, verwendet. Das Medikament wurde subkutan in verdiinnter Losung
injiziert. Die Konzentration pro Kilogramm Kd&rpergewicht der Maus sollte Sug betragen.
Bei einem durchschnittlichen Gewicht von 30g, wurde pro Maus ca. 0,006m| Baytril®
verabreicht, was einem Wirkstoffgehalt von 0,15mg entspricht. Um die Lésung fur zehn
Mause herzustellen, wurden 60ul Baytril® mit 940ul Natriumchloridldsung gemischt. Die
Dosis dieser Losung betrug pro Maus 1ml. Zur Pipettierung wurden handelsibliche Pipetten

des Herstellers Accumax verwendet.

Inhalationsnarkose:  Einige der Experimente, wie Frakturen, sowie die
elektrophysiologische Untersuchung, wurden unter Inhalationsnarkose durchgefihrt. Dafur
wurde 100%iges Isofluran der Firma Abbvie, Handelsname Forene®, in einem speziell fiir
Isofluran ausgelegten Verdampfer (Drager Vapor 19.3) unter einem Sauerstoff Flow von 4-

61/min verwendet. Die Isoflurankonzentration wurde dabei zwischen 1-3% eingestellt.

3.3. Frakturablauf

Das TFM orientiert sich an bereits etablierter und mehrfach in der Literatur beschriebenen
Vorgehensweise, um eine moglichst groBe Vergleichbarkeit der Experimente zu
gewadhrleisten (Wei et al., 2016, Guo et al., 2012). Nach der initialen Verhaltenstestung
wurde den Mdusen eine Fraktur der rechten Tibia zugefugt. Diese Prozedur verlief wie
beschrieben unter Inhalationsnarkose mit Isofluran (2-3 Vol.-%). Zusatzlich waren die

Versuchstiere durch die préoperative Gabe von Buprenorphin (0.05mg/kg subkutan)
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analgetisch abgeschirmt. Die Analgesie durch Buprenorphin wurde 12 Stunden sowie 24
Stunden postoperativ wiederholt. AuRerdem erhielten die Tiere die geschilderte
antibiotische Abdeckung, um die Gefahr der Inflammation durch Krankheitserreger zu
minimieren. Dazu wurde eine einmalige Gabe von Enrofloxacin 5mg/kg subkutan
verwendet. Mit dem Ziel der Risikominimierung einer Infektion wurde daher bei der
Durchfihrung der Fraktur besonderes Augenmerk auf die Verhinderung einer offenen
Fraktur gelegt. Um eine geschlossene Fraktur ohne Schadigung der Haut zu gewéhrleisten,
wurde den Versuchstieren ein Stiick einer Mullkompresse um die untere Extremitét
gewickelt, diese anschlieBend mit einem Nadelhalter nach Mayo-Hegar gefasst und dieser
dann um 90° gedreht, sodass der innere Schenkel des Kopfes des Nadelhalters gegen die
Tibia gedrickt und diese somit frakturiert wurde. Sobald durch den Bruch ein Klickgerdusch
zu héren war, wurde der ausgelbte Druck sofort aufgehoben und der Nadelhalter abgesetzt.
Hiernach erfolgte die Reposition des Knochens und die Ruckfiihrung des Beines in die
physiologische Stellung. Nach der Fraktur erfolgte die Immobilisation der Extremitét durch
das Anlegen eines Gipses. Dieser besteht aus durch den Kontakt mit Wasser aushartendes,
mit einem Polymerkleber versetzten Fiberglasgewebe. Davon wurde ein ca. 20cm langer
und 1lcm breiter Streifen um die frakturierte Extremitat sowie zur Stabilisierung um das
Abdomen gebunden. Ziel war es die Extremitat bei 90° zu fixieren. Dabei wurde stets darauf
geachtet den Verband nicht zu fest anzubringen, um Abschnirungen zu verhindern, jedoch
gleichzeitig eng genug anzulegen, um einen guten Halt zu gewadhrleisten und einem
friihzeitigen Abrutschen vorzubeugen. Um Verletzungen zu verhindern, wurden spitze
Kanten geglattet. Zu ihrem Schutz wurden die frisch frakturierten Tiere zu zweit in Kéfige

gesetzt.

3.4. Verhaltenstestung

Sensibilitatstestung mittels von-Frey Filamenten

Zur Beurteilung der mechanischen Sensibilitat und einer eventuell vorliegenden Allodynie
der plantaren Hinterpfote wurde ein etabliertes von-Frey Up/Down Protokoll genutzt
(Chaplan et al., 1994, Wei et al., 2016, Kingery et al., 2003). Dabei werden die Mause durch
Plexiglas Behéltnisse einzeln in Boxen (ca. 10x10cm messend), auf einem feinen
Metallgitter gehalten (Base and perforated metal sheet, UGO Basile). Diese Platzierung

ermdoglichte eine gezielte Stimulation der Mausepfoten zwischen dem ersten und zweiten
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Metatarsalen plantar mit standardisierten und genormten von Frey Haaren durch die feinen
Locher des Gitters. Durch die Verwendung dieser Instrumente wird gewahrleistet, dass stets
ein exakter und somit replizierbarer Druck appliziert werden kann. Bei diesen Testungen
wurden Aesthesio® von Frey Stimulatoren (DanMic Global, LLC) genutzt, welche
Zieldricke von 0.16, 0.40, 0.60, 1.0, 1.4, 2.0 und 4.0 Gramm auslben. Nach einer 30-
minutigen Habituationsphase wurde stets mit der geringsten Stérke der Filamente begonnen.
Kam es zu keinerlei Reaktion, wurde in aufsteigender Reihenfolge die nachstgrolere Starke
genutzt. Kam es zu einem Rickzug der Pfote, wurde dies als Reaktion gewertet. Zur
Validierung wurde nun erneut die nachstkleinere Starke genutzt. Nach diesem Modell wurde
fortgefahren, bis bei einer Starke eindeutig dreimalig eine Reaktion hervorgerufen werden
konnte. Dabei wird die Ruckzugschwelle der Hinterpfoten der Mé&use untersucht und
miteinander verglichen. Bei jedem Versuchstier wurden dafur jeweils zufallig ausgewahlt
rechte sowie linke Hinterpfote untersucht und die daraus gegebenenfalls resultierenden

Unterschiede untersucht.

Von Frey Filament Zieldruck [Gramm]
3,22 0,16

3,61 0,40

3,84 0,60

4,08 1,0

4,17 14

4,31 2,0

4,56 4,0

Tabelle 5: Auswertungstabelle der von Frey Sensibilitatstestung

Unweighting (Gewichtsbelastungstest)

Dieser Test dient der Ermittlung der Belastungsféhigkeit der Hinterldaufe der M&use bzw.
deren Einschrdnkung durch Entziindung und/oder Schmerz. Bei der dafur benétigten
Apparatur handelt es sich um das Incapacitance Test Meter fur Mduse, Ratten und Vogel
(ITC Life Science). Dieses beinhaltet eine Plexiglasbox zur Platzierung der Maus,
angebracht iber zwei unabhéngige, das Gewicht messende Platten. Das zu untersuchende

Tier wird in den Apparat eingesetzt, die VVorderpfoten ruhen dabei auf einer ansteigenden
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Plexiglasebene, sodass das Gewicht auf die Hinterlaufe verlagert werden muss. Die dabeli
auf die Waageplatten aufgebrachte, dynamische Gewichtsverteilung wurde automatisch
uber funf Sekunden gemessen und fur jede Pfote einzeln gemittelt in Gramm ausgegeben.
Zur Fixierung in genanntem Behéltnis wird der Schwanz der Maus von der untersuchenden
Person leicht zwischen den Fingern gehalten. Dabei ist auf eine mdglichst stressfreie
Untersuchung zu achten. Um Ausreil3er zu vermeiden wurde der Test pro Versuchstier finf

Mal wiederholt.

Plantar Test zur Bestimmung der Schmerzgrenze bei Warmereizung

Das fur den Test eingesetzte Gerat wird durch Ugo Basile S.R.L, Monvalle, Italien
vertrieben. Die sogenannte Plantar Test VVorrichtung beruht auf einem durch Ken Hargreaves
1988 eingefuhrten Verfahren (Hargreaves et al., 1988). Seit der Einflihrung hat sich dieses
Verfahren in der objektiven Verhaltenstestung von Nagetieren etabliert und wurde daher
bereits hinreichend gut beschrieben (Montagne-Clavel and Oliveras, 1996). Es ermdglicht
die Bestimmung der Schmerzgrenze durch Warmeapplikation auf die Plantarseite der
Hinterpfote des zu untersuchenden Tieres. Dazu wurden die Versuchstiere in den
Versuchsaufbau eingesetzt. Dieser besteht aus einem Plexiglasbehéltnis (Ugo Basile base
platform) mit einzelnen Boxen (10x10cm), auf einer Glasplatte stehend. Nach einer
Habituationsperiode von 30 Minuten wird mit dem Test begonnen. Der Unterbau der
Konstruktion beinhaltet eine bewegliche Infrarotquelle mit einem 8mm im Durchmesser
messenden Lichtpunkt, sowie einer automatischen Reaktionszeitbestimmung. Die Zeit von
initialer Applikation der Warmequelle bis zum Wegziehen der zu testenden Extremitat wird
dabei gemessen und bis zu 0,1 Sekunde genau bestimmt. Die erzielten Zeiten der
Rickzugsschwellen der Pfoten wurden manuell dokumentiert. Der Test wurde an beiden
Hinterpfoten der Maus dreimal durchgefuhrt. Ein ausreichender Abstand zwischen den sich
wiederholenden Testungen wurde eingehalten, um Ergebnisse durch eine eventuelle
Schmerzhabituation nicht zu verfélschen. Besonderes Augenmerk lag auf Beachtung der
Reaktion der Maus. Es muss sichergestellt werden, dass diese die Pfote aufgrund des

Schmerzreizes zurtickzieht und nicht lediglich eine Positionsdnderung durchfunhrt.
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Versuchstiernummer 1 Versuchstiernummer 2
Rechts t (sec) (drei Messungen) t (sec) (drei Messungen)
Links t (sec) (drei Messungen) t (sec) (drei Messungen)

Tabelle 6: Protokoll der Plantar Messung

Testung der Kalteempfindlichkeit

Die Messung der Kélteempfindlichkeit wurde sowie die anderen Testungen ebenfalls vor
und nach Fraktur durchgefuihrt. Mittels dieser Testung sollte die Empfindlichkeit der Pfote
fur Kéltereize getestet und bestimmt werden. Zur Durchfiihrung wurden die Tiere auf das
bereits zuvor erwédhnte Metallgitter gesetzt (Base and perforated metal sheet, UGO Basile),
auch hier in die bereits beschriebenen Plastikboxen von 10x10cm. Wieder wurde nach
Umsetzen der Tiere eine 30-minutige Habituationszeit gewéhrt. Dem sonst in der Literatur
beschriebenen Acetontest (Vissers et al., 2005, van der Wal et al., 2015) zogen wir die
Durchfiihrung eines Eiswasserstests vor, um die Ma&use nicht unndétigerweise einer
Chemikalie auszusetzen. Um eine allgemeine Beriihrungsempfindlichkeit zu testen, ging der
Eiswassertestung eine Applikation mit raumtemperiertem Wasser (24°C) voraus. Dies
diente der Erkennung einer ggf. bestehenden mechanischen Allodynie, welche nicht mit der
Kélteallodynie verwechselt werden sollte. Diese Testung fiihrte bei gesunden Tieren nicht
zu einer Wegziehreaktion. Die Ergebnisse wurden dokumentiert und im Anschluss das
Eiswasser (4°C) mittels einer 10ml Spritze aufgezogen und in stetigem Strahl auf die Pfote
appliziert, ohne die Maus mit der Spritze zu bertihren. Diese Eiswassertestung wurde dabei
dreimal pro Tier wiederholt. Die Reaktion der Maus wurde dabei genau beobachtet und

bewertet. Dabei wurde folgendes Bewertungssystem verwendet:

0 Keine Reaktion -

1 Schwache Reaktion Kurzes Wegziehen
2 Starke Reaktion Lecken der Pfote

3 Anhaltende Reaktion Dauerhaftes Lecken,

Wegspringen des Tieres etc.

Tabelle 7: Einteilung der Reaktionen der Tiere bei Testung auf Kélteallodynie
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Odemmessung

Zur Bestimmung der Starke des durch die Fraktur entwickelten Odems wurde vor und nach
der Fraktur die Dicke der Pfote distal der Tibia gemessen. Dies geschah unter Zuhilfenahme
etablierter, préziser Lasermesstechnik (PreciCura SR, Limab). Zunéchst wurde der
Messpunkt auf einer Oberflache ausgerichtet und der gemessene Wert als Baseline
eingestellt. Zur Odemmessung wurde die Pfote der Maus nun unter dem Lasermesspunkt
fixiert. Das Messprinzip des Lasers beruht dabei auf dem Prinzip der optischen
Triangulation, wie in verschiedenen Veroffentlichungen beschrieben wird (Wei et al., 2016,
Guo et al., 2006).

Abb. 4: Es zeigt sich auf beiden Bildern mit unterschiedlichen Versuchstieren, jeweils eine
deutliche, 6demattse Schwellung der frakturierten rechten Pfote. Die Aufnahmen entstand
ca. drei Wochen nach Entfernung des Gipses, welcher wiederrum drei Wochen nach der
Frakturdurchfiihrung entfernt wurde. Auf den Bildern zeigt sich der Versuchsaufbau fir die

elektrophysiologischen Untersuchungen, bei der die Mause zundchst narkotisiert wurden.
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Hauttemperatur

Die Hauttemperatur der Maus wurde vor und nach Fraktur mehrfach gemessen. Hierzu
wurde die Maus wie in zuvor beschriebener Weise mit 2% Inhalationsanasthetikum
Isofluran kurz narkotisiert. Es war darauf zu achten, diesen Prozess so kurz wie mdglich zu
halten, um den Einfluss des Andasthetikums auf die Korpertemperatur zu begrenzen. Im
Anschluss wurde nun mittels Stabthermometer die Temperatur interdigital zwischen vierter
und funfter, zweiter und dritter und erster und zweiter Metatarsalen bestimmt. Dieser Prozess
wurde an beiden Hinterpfoten jeweils zweimal durchgefiihrt, sodass sich pro Pfote sechs
Werte ergaben, aus welchem jeweils der Mittelwert gebildet wurde (Kingery et al., 2003).
Nach Messung wurden die Tiere zum Aufwachen zurlck in ihre Kéafige gesetzt und 15

Minuten nachbeobachtet, um bei Komplikationen rechtzeitig eingreifen zu kdnnen.

Gewichtsbestimmung

Auf eine weitere Bestimmung des Gewichts der Mduse wurde letztlich verzichtet, da
vorangegangene Arbeiten keinen signifikanten Unterschied feststellen konnten und die
Gewichtsentwicklung der Versuchstiere nur eine untergeordnete Rolle bei der Fragestellung

dieser Arbeit spielte.

3.5. Elektrophysiologie

Fur die Freilegung des Ruckenmarks wurde zunéchst eine Laminektomie unter
Inhalationsnarkose mit Isofluran durchgefiihrt. Dazu wurde die Maus in einem kleinen
Kasten 2% Isofluran bis zur Betdubung ausgesetzt und anschlieBend b&uchlings auf einem
OP-Tisch in eine Inhalationsmaske eingespannt. Die operative Resektion der Wirbelbogen
erfolgte dabei weiterhin unter Gabe von 2% Isofluran. Die Aufzeichnung der
Aktionspotentiale geschah nach Abschluss der operativen Eingriffe unter 1% Isofluran, um
die Aktivitat der zu beobachtenden Wide Dynamic Range (WDR)-Neurone zu gewéhrleisten
und um Messungsartefakte durch starke Atembewegungen der Maus zu unterbinden. Das
Rickenmark unter den Wirbeln Th12-L1 wurde so freigelegt, um Zugang zu den Segmenten
zu bekommen, welche fur die Innervation der Hinterpfote zustandig sind. Im Anschluss
wurden Tungsten Mikroelektroden (2 pQ) in das tiefe Hinterhorn (ca. 200 um tief von der
dorsalen Oberflache ausgehend) eingestochen. Um die bereits erwdhnten WDR-Neurone zu
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identifizieren, wurden unterschiedliche Reize auf die Hinterpfote der Maus ausgetbt. Hierzu
wurde eine schwacher (6g), mittlerer (26g), sowie starker (80g) von Frey Stimulus ausgetibt.
Aktionspotentiale der gleichen Form und Amplitude wurden dabei als Aktivitat derselben
Einheit interpretiert. Reaktionen auf verschiedene Reize und nicht nur auf schmerzvolle,
niedrig- oder hochschwellige Reize, legen dabei die Aktivitat von Neuronen nahe, welche
somatosensorische Signale von unterschiedlichen, primér afferenten, sensiblen Neuronen
blindeln — in diesem Fall sprechen wir von Konvergenzneuronen bzw. Wide Dynamic Range
Neuronen (WDR-Neuronen). Sie stehen im Kontrast zu Neuronen, welche nur eine spezielle
Qualitat leiten, z.B. Schmerz. In einigen der beobachteten WDR-Neurone fand sich eine
Spontanaktivitdt, was als Zeichen der dauerhaften Schmerzhaftigkeit, des
Spontanschmerzes, wie er auch bei vielen CRPS-Patientinnen und -Patienten auftaucht,
gewertet werden kann. In die Auswertung wurden jene Neurone inkludiert, welche auf
unterschiedliche Reize im Bereich der Plantarseite der Pfote reagierten. Die durch die
Reizung entstehenden elektrischen Signale wurden amplifiziert (DAM 80), digitalisiert
(CED 1401), anschlieRend mittels Spike2 Software (CED) auf einem Laptopbildschirm
betrachtet und ausgewertet. Die GroRe der rezeptiven Felder der gerade betrachteten
Neurone wurden als Summe aller Bereiche der Hautoberflache, welche auf einen milden
mechanischen Reiz reagierten und somit eine Aktivitdt in den beobachteten Neuronen
verursachten, bestimmt. Dazu wurde ein 10g von Frey Stimulus eine Sekunde lang auf jeden
mm? Hautoberflache, beginnend an den Zehen weiter proximal bis zur Ferse und dariiber
hinaus appliziert. Ein Punkt, der im beobachteten Neuron eine Aktivitét ausldste, wurde als
Teil des rezeptiven Feldes gezéhlt. Wurden Spontanaktivitdten ausgemacht, wurde darauf
geachtet, dass nur jene Areale zum rezeptiven Feld gezéhlt wurden, welche auf den milden
Reiz mit einer starkeren Aktivitat im beobachteten Neuron reagierten. Pro Tier wurden im
Schnitt 10-12 Ableitungen (5-6 pro Seite) durchgefuhrt. Dabei wurden so lange die
Hinterpfote innervierenden Neurone gesucht, bis rezeptive Felder der Neurone des Knéchels
bzw. Hinterteils der Maus entdeckt wurden, welche unabhé&ngig von der zu beobachtenden
Pfote reagierten.

Da die mit der Elektrophysiologie verbundenen Eingriffe den Tod des Versuchstieres nach
sich ziehen, gab es keine Mdglichkeit die Testungen an denselben Mdusen vor und nach
Fraktur durchzufihren um die Ergebnisse anschlielend individuell gegentiberzustellen.
Hirsch et al. zeigten, dass eine Wiederherstellung der urspriinglichen Sensibilitat, sowie
Normalisierung der GroRe der Rezeptiven Felder zwolf Wochen nach Fraktur stattfindet

(Hirsch et al., 2017). So ergibt sich dieses Intervall als mdglicher Untersuchungszeitraum.
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Daher wurden in dieser Arbeit die elektrophysiologischen Untersuchungen der

Versuchstiere innerhalb von 4-11 Wochen nach Fraktur durchgefuhrt.

3.6. Statistische Methoden

Die bei der Versuchsdurchfiihrung erhobenen Daten wurden zundchst aus dem wahrend den
Experimenten benutzten Laborbuch, in Excel Tabellen Gberfuhrt (Microsoft Excel 2019 flr
Mac) und darin einfache Berechnungen wie Mittelwerte, Ermittlung von Differenzen etc.

durchgefuhrt.

Zur genaueren Datenausarbeitung wurden diese Datensdtze anschlieBend in das
Statistikprogramm SPSS (IBM® SPSS® Statistics Version 27) tberfihrt. Dabei wurde fir
alle durchgefiihrten Tests das iibliche Signifikanzniveau von 5% (a = 0,05) festgelegt.

Alle stetigen Variablen wurden zundchst einer Testung auf Normalverteilung unterzogen.
Hierfur wurde der Shapiro-Wilk Test genutzt. Bei einer Signifikanz von p < 0,05 wurde die

Nullhypothese beibehalten, die Daten also als normalverteilt erachtet.

Im Falle einer Normalverteilung wurden die Daten dann auf einen statistisch signifikanten
Unterschied hin geprift. Dazu wurde der t-Test zum Vergleich der Mittelwerte bei nicht
verbundenen Stichproben durchgefihrt. Die statistische Signifikanz wurde hier ebenfalls mit
einem p-Wert von 0,05, also einem 5% Signifikanzniveau, festgelegt. Wurden mehr als
zwei normalverteilte Gruppen miteinander verglichen, wurde daflr eine einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) mit anschlielendem post-hoc Test durchgefuhrt.

Eine Welch-ANOVA mit anschlieRendem Games-Howell post-hoc Test wurde bei fehlender

Varianzhomogenitét genutzt.

Stellten sich Daten als nicht normalverteilt dar, wurde fir die weitere Analyse als nicht
parametrischer Test fur den Vergleich von zwei Gruppen der Mann-Whitney-U-Test

verwendet. Hier wurde immer die exakte Signifikanz zur Ergebnisanalyse angefthrt.

Die Darstellung der erhobenen Ergebnisse erfolgt groRtenteils als Balkendiagramm.
Erwiesen sich andere Diagrammformen als anschaulicher, wurde die grafische Darstellung
dementsprechend angepasst. Die angezeigten Fehlerbalken zeigen stets den Standardfehler
(+/- 1 SE).
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4. Ergebnisse

4.1. Sensibilitatstestung im Vergleich WT-Mause vs. IL-10 KO-Mause

Die unterschiedlichen Testungen der Sensibilitdt wurden jeweils vor und nach Fraktur
durchgefiihrt. Hier war zu erwarten, dass es durch die zugefugte Verletzung mit
nachfolgender akut entzlindlicher Reaktion zu einer Erh6hung der mechanischen Sensibilitat
sowie der Kélte- und Hitzeempfindlichkeit kommt. Dabei wurden die IL-10 KO-Méuse
gegen eine Vergleichsgruppe von Wildtypen (WT) getestet. In beiden Gruppen zeigt sich
nach der Fraktur die Zunahme der Sensibilitat fur die angesprochenen Parameter. In der
Mann-Whitney-U-Testung zeigt sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den

genannten Gruppen, wie folgend weiter ausgefuhrt wird.
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Mechanische Sensibilitat: Von Frey Test

B A (rechts-links ) vor Fraktur
WA (rechts-links ) nach Fraktur

m—

Sensibilitdtsdifferenz mechanisch (ipsi-contra) [g]

Wildtyp IL-10 (-/-)

Abb. 5: Von Frey Test fur mechanische Sensibilitat

Bestimmung der mechanischen Sensibilitat der rechten Pfote durch das etablierte Von Frey
Testungsprotokoll. Gemessen wird jeweils vor Tibiafraktur sowie drei Wochen danach.
Dabei wird eine Gruppe naiver Mause (n=20) mit IL-10 (-/-) (n=40) Mausen verglichen.
Nach Fraktur ergibt sich fiir die Knockout Gruppe kein signifikanter Unterschied bezuglich
der mechanischen Sensibilitat.

Die Daten des VVon Frey Tests zeigen sich im Shapiro-Wilk Test als nicht normalverteilt und

werden daher mittels Mann-Whitney-U-Test auf ihre Signifikanz hin untersucht.

p=0,483 fur mechanische Sensibilitdat nach Fraktur der rechten Pfote bei IL-10(-/-) vs.

Naives.
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Unweighting

M Unweighting vor Fraktur
W Unweighting nach Fraktur

0,00

-2,00

-4,00

-6,00

-8,00

Belastungsdifferenz (ipsi-contra) in Gramm

-10,00

Wildtyp IL-10 (-/-)

Abb. 6: Belastungsdifferenzbestimmung mittels Unweighting Testung

Bestimmung der Belastungsdifferenz frakturiertes vs. gesundes Bein (ipsi-contra) in
Gramm, vor und drei Wochen nach Tibiafraktur. Dabei wird eine Gruppe naiver Mause
(n=20) mit IL-10 (-/-) (n=40) Mausen verglichen.

Nach Fraktur ergibt sich fir die 1L-10(-/-) Gruppe kein signifikanter Unterschied beztiglich
der Belastungsdifferenz verglichen mit den naiven Mausen.

Die Daten des VVon Frey Tests zeigen sich im Shapiro-Wilk Test als nicht normalverteilt und

werden daher mittels Mann-Whitney-U-Test auf ihre Signifikanz hin untersucht.

p=0,518 fir Unweighting Naive vs. IL-10(-/-) praFX.
p=0,874 fur Unweighting Naive vs. IL-10(-/-) postFX.
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Plantar Test for thermal stimulation (Hot Plate)

_ M Hot Plate Test vor Fraktur
¥ Hot Plate Test nach Fraktur

-4,00

Seitendifferenz der Warmetoleranz [sec]

Wildtyp IL-10 (-/-)

Abb. 7: Warmetoleranztestung Plantar Test

Bestimmung der Wérmetoleranz in der Seitendifferenz frakturiertes Bein — gesundes Bein
(ipsi-contra) in Sekunden. Getestet wurde vor und drei Wochen nach der Tibiafraktur.
Dabei wurde eine Gruppe naiver Méuse (n=20) mit IL-10 (-/-) (n=40) Mé&usen verglichen.
Die Daten kdnnen nach Shapiro-Wilk Testung als normalverteilt angesehen werden,
weshalb mittels ungepaartem t-Test auf Signifikanz untersucht wurde. Auch wenn in der
grafischen Darstellung ein gewisser Trend erkennbar scheint, zeigen die Daten keinen
signifikanten Unterschied.

t(98)=8.59, p=0.266 fiir die Seitendifferenz der Warmetoleranztestung nach Fraktur fur die
Gruppen naive Méuse vs. IL-10(-/-).
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Wildtyp

IL-10 (-/-)
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M Links nach Fraktur
¥ Rechts nach Fraktur

Abb. 8: Pfotendicke vor und nach Fraktur

Sechs Wochen nach Fraktur wurden jeweils das linke und das rechte Bein auf die

Ausbildung eines Odems untersucht. Die Stichprobenzahl dabei wie folgt: Naives links
n=19, Naives rechts n=20, IL10 links n=38, IL10 rechts n=40. Fehlende Werte links ergeben
sich aus nekrotischen Veranderungen der linken Pfote, wahrscheinlich aufgrund eines zu

engen Gipses, weshalb hier auf eine Bestimmung verzichtet werden musste.

Die Daten werden auf Normalverteilung getestet. Hier zeigen sich diese fiir das Odem nach

Fraktur rechts und links als nicht normalverteilt.

Mittels Mann-Whitney-U-Test wird gezeigt, dass zwischen den Gruppen Naives und I1L-10

(-/-) keine signifikanten Unterschiede beziiglich der Auspragung des Odems nach Fraktur

der linken oder rechten Pfote bestehen.

Nach Fraktur links (Naives vs. IL-10(-/-)): p=0.385
Nach Fraktur rechts (Naives vs. IL-10(-/-)): p=0.888
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Hauttemperatur

M A vor Fraktur
A nach Fraktur

0,00 I E

-1,00 |

=2,00 |

A Temperatur (ipsi-contra) in “Celsius

-3,00
Wildtyp IL-10 (-/-)

Abb. 9: Temperaturdifferenz vor und nach Fraktur

Die Temperaturdifferenz der Pfoten von IL-10 KO-Madusen und WT unterscheidet sich
weder vor noch drei Wochen nach Fraktur (vor Fraktur: WT (n=16), IL-10 KO (n=30), nach
Fraktur WT (n=12), IL-10 KO (n=31).

A vor Fraktur: p=0.086, A nach Fraktur: p=0.878



56

4.2. Elektrophysiologie

Extrazelluldre Ableitungen von WDR-Neuronen, welche mit ihren rezeptiven Feldern die
Sensibilitdt der Hinterpfote der Madause nach Fraktur représentieren, zeigen
Entladungsfrequenzen, welche mit der Starke des Stimulus zunehmen. Als Reiz wurden
dafir, wie auch in den vorangegangenen Sensibilitatstestungen, von Frey-Stimuli
verwendet. Dabei handelt es sich um einen leichten, mittleren und starken Reiz, dies
entspricht einem 10 g, 26 g, bzw. 80 g von Frey-Stimulus der punktuell appliziert wird.

In den hier durchgefuhrten Untersuchungen findet sich dabei kein signifikanter Unterschied
zwischen der mittleren GrolR3e der rezeptiven Felder, noch bei den Entladungsfrequenzen auf
Stimulation der frakturierten Seite bei WT und IL-10 KO-M&usen. Da in der Literatur zudem
auch eine Veranderung der GroRe der rezeptiven Felder auf der kontralateralen Seite gesehen
wurde, wurden ebenfalls Ableitungen an der linken, nicht frakturierten Extremitéat erhoben.
Es zeigen sich fir die kontralaterale Seite ebenso keine signifikanten Unterschiede der Grolie
der rezeptiven Felder oder der Entladungsfrequenzen zwischen WT und IL-10 KO-M4&usen

nach Frakturdurchfihrung.
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Abb.10: Beispielhafte Frequenzen von Aktionspotentialen abgeleitet von WDR-
Neuronen des Ruckenmarks bei mechanischer Stimulation der ipsilateralen Pfote nach
Fraktur.

A) Antwort einer Zelle auf einen Stimulus, ausgeldst durch Bestreichen der Pfote.

B) Antwort einer Zelle auf einen starken Stimulus mittels 80 g von-Frey Filament.

Das mit Pfeil markierte Aktionspotential ist jeweils auf der rechten Seite vergroRert

dargestellt. Die Dauer des Reizes ist durch den grauen Balken angezeigt.
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Abb.11: Frequenz der gemessenen Aktionspotentiale von WDR-Neuronen der rechten
Pfote nach Fraktur bei WT und IL-10 KO-M&usen auf unterschiedliche Reize. Der leichte
Reiz entspricht dabei der Applikation eines punktuellen Druckes mit einem 10 g, der mittlere
einem 26 g, der starke einem 80 g von-Frey- Filament. Zu sehen ist ein starker Anstieg der
Entladungsrate der abgeleiteten WDR-Neurone bei Erhéhung des Drucks mittels von-Frey
Filament. Die starksten Antworten kamen durch Driicken sowie Streichen der Pfote mit dem
Finger zu Stande.

Die Untersuchung der Entladungsfrequenzen bei WT und IL-10 KO-M&usen zeigte jedoch
keinen signifikanten Unterschied (einfaktorielle ANOVA).
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Abb. 12: Beispielhafte, schematische Darstellung rezeptiver Felder der frakturierten
Pfoten, bei Ableitung einzelner WDR-Neurone unter mechanischer Stimulation.

A) Verteilung rezeptiver Felder mit einer GroRe bis 66mm?2.

B) Die komplette Pfote, sowie Unterschenkel und Teile des Hinterteils reagieren auf
mechanische Reizung bei Ableitung einer einzelnen Zelle. Die GréRRe des rezeptiven Feldes
entspricht bis 200mm?.
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Abb. 13: GroRe der rezeptiven Felder von WDR-Neuronen der ipsilateralen,
frakturierten Pfote im Vergleich bei WT und IL-10-KO-Mausen.
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Abb. 14: Grolie der rezeptiven Felder von WDR-Neuronen der kontralateralen Pfote
im Vergleich bei WT und IL-10-KO-M&usen.
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5. Diskussion

In dieser Arbeit wurde das Tibiafrakturmodell (TFM) auf Interleukin-10 Knockout

(IL-10 (-/-)) Méuse sowie eine Vergleichsgruppe bestehend aus Wildtypen (WT) von
ebenfalls ménnlichen C57BL/6-Mdusen angewendet und die Resultate der Untersuchungen
bestehend aus Sensibilitatstestung vor und nach Fraktur, sowie der elektrophysiologischen
Begutachtung miteinander verglichen. Zwischen IL-10 (-/-) und WT-Mausen konnten dabei

keine signifikanten Unterschiede erhoben werden.

Anders als in zuvor genannten Studien bei Interleukin-4 Knockout Méusen (Uceyler et al.,
2011), konnten wir in unseren Untersuchungen keine signifikanten Unterschiede in der
Testung der Sensibilitat zwischen Interleukin-10 Knockout Mausen und Wildtyp Méausen
darstellen. Die Reaktion der 1L-10 Knockout M&use zeigte sich nach Fraktur in allen
Untersuchungen der Sensibilitat, seien es mechanische Sensibilitat, Reaktion auf Warme

oder Kaéltereiz sowie in der Seitenbelastung gleich, bzw. nicht signifikant veréndert.

Durch das bereits etablierte TFM soll es zu einer Annéherung an die Pathophysiologie des
CRPS kommen. Da sich ein CRPS meist nach Frakturhergang entwickelt (Veldman et al.,
1993), soll durch die Fraktur der Tibia mit anschliefender dreiwdchiger Immobilisierung
durch Gips eine dem CRPS &hnelnde Symptomatik ausgeldst werden. Es zeigt sich eine
ahnliche Symptomatik, wie bei vielen CRPS-Patientinnen und -Patienten beschrieben. Nach
der Abnahme des Gipses lassen sich Veranderungen der Motorik, wie
Bewegungseinschrankungen, Sensibilitatsstérungen mit Hyperalgesie und trophischen
Verénderungen, wie Ausfall von Fell oder 6demattse Veranderungen an der betroffenen
Extremitat nachweisen. Diese Befunde zeigen die Validitat des TFM der Maus als Model
fur posttraumatische Entztindungsreaktionen und mit gewissen Einschrankungen auch des
humanen CRPS.

Diese posttraumatische Reaktion zeigt sich in &hnlicher Auspragung auch bei Menschen
nach Fraktur und Gipsimmobilisation und wird charakterisiert durch Schmerzen,
Schwellung und uUberwédrmte Extremitat. Diese Befunde finden sich auch in den ersten
Phasen eines CRPS. Daher kann angenommen werden, dass die posttraumatische
Entziindung sowie die initiale Phase des CRPS einige molekulare Mechanismen teilen, bzw.
dass die posttraumatische Entziindungsreaktion in UberschieBender Form den Beginn des
CRPS darstellt (Birklein et al., 2018).
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In friiheren Untersuchungen an WT-M&usen findet sich meist eine Seitendifferenz der auch
durch uns erhobenen mechanischen Hypersensibilitat mittels von Frey Filamenten, von ca.
1-2 g (Tajerian et al., 2015, Guo et al., 2012) nach Fraktur. Diese Differenz findet sich so
auch in den fir diese Arbeit untersuchten Tieren. Hier liegt die Seitendifferenz bei 1-1,3 g.
Eine auf der gesunden Seite ebenfalls nachweisbaren mechanischen Hypersensibilitat kann
zumindest teilweise durch eine neuronale Plastizitat mit zentraler Sensibilisierung erkléart
werden (Woolf and Salter, 2000). Entweder kommt es zu einer Sensibilisierung spinaler
Neurone oder die kontralaterale Hyperalgesie ist ebenfalls Folge der Entziindungsreaktion.
Auch fur die Belastungsdifferenz beim Unweighting gibt es vergleichbare Daten aus anderen
Experimenten. Hier zeigte sich eine Belastungsdifferenz des betroffenen Beines akut nach
Fraktur von 50-60% im Vergleich zur gesunden Gegenseite (Gallagher et al., 2013, Guo et
al., 2012). In unseren Experimenten zeigte sich dabei eine Belastungsdifferenz der rechten
Pfote 3 Wochen nach Fraktur von 40%. Dass es hier zu einer leichten Abweichung mit
vergleichbaren Daten kommt, kann mit einigen Ausrei3ern nach unten erklart werden. Hier
gab es Versuchstiere, welche aufgrund einer Nekrose der betroffenen Pfote
schmerzempfindlicher waren als Tiere, welche lediglich Entziindungszeichen und
0dematGse Veranderungen der Pfote zeigten. Um diese Ausreil3er bereinigt, zeigt sich die
Belastungsdifferenz um 48% und liegt damit nahe an den Ergebnissen der Literatur (Guo et
al., 2006, Kingery, 2010, Gallagher et al., 2013).

Bei den Ergebnissen bezuglich der Temperatur der Pfoten kommt es bei den hier erhobenen
Daten zu einer leichten Abweichung der zu erwartenden Ergebnisse im Vergleich zur
Literatur. In der Literatur findet sich 3 Wochen nach Fraktur ein Temperaturanstieg der
betroffenen Pfote um bis zu 2°C (Guo et al., 2012, Gallagher et al., 2013). In unseren
Experimenten konnte kein Temperaturanstieg nachgewiesen werden. Vielmehr zeigt sich
bei den Tieren im Mittel keinerlei VVerdnderung bei der Temperatur der Pfote vor und nach
Durchfuhrung der Fraktur.

Insgesamt ldsst sich aus den vergleichbaren Ergebnissen der Literatur schlussfolgern, dass
der Aufbau zur Testung der Sensibilitat bei WT-Mausen gut reproduzierbar ist und valide

Ergebnisse produziert werden kdnnen.
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Fur tierexperimentelle Studien mit elektrophysiologischen Untersuchungen wurde vor allem
mit dem Nervligationsmodell gearbeitet, um einen Zustand von neuropathischen Schmerzen
abzubilden (Chapman et al., 1998, Chu et al., 2004). Dabei wird meist eine enge Ligatur um
die Spinalnerven L5-L6 angebracht. Dieser Eingriff 16st im Verlauf eine Veranderung des
peripheren und zentralen Nervensystems aus, welche das Auftreten einer Hypersensibilitat
verursachen. Dabei konnte bereits in diesen Modellen eine VergroRerung von rezeptiven
Feldern der untersuchten WDR-Neurone festgestellt werden. Dariiber hinaus beschreiben
Chapman et al. eine erhohte Entladungsfrequenz von untersuchten WDR-Neuronen, welche
die Gruppe ebenfalls als einen grundlegenden Aspekt der Entwicklung einer
Hypersensibilitat ansieht (Chapman et al., 1998). Die in dieser Arbeit untersuchten WDR-
Neurone nach Fraktur zeigten ebenfalls haufig spontane Aktionspotentiale ohne
mechanische Reizung. Auch in den hier dargestellten Untersuchungen fanden sich bei
Ableitung der WDR-Neurone immer wieder diese Spontanaktivitaten. Bei den IL-10 KO-
Mausen konnte jedoch auch in den elektrophysiologischen Untersuchungen kein

signifikanter Unterschied zu den WT-Mausen festgestellt werden.

Uceyler et al. zeigten, dass Interleukin-4 KO-Méuse eine erhohte Sensibilitat auf von Frey
Reize aufweisen (Uceyler et al., 2011). Aufbauend auf diese Erkenntnisse wurden weitere
Untersuchungen an IL-4 KO-Ma&usen durchgeftihrt, um herauszufinden, ob eine gesteigerte
Sensibilitdt von nozizeptiven Neuronen im Hinterhorn fir diese Hypersensibilitét
verantwortlich sein kann (Lemmer et al., 2015). Tatsachlich zeigte sich bei IL-4 KO-M&usen
eine gesteigerte Entladungsfrequenz spinaler WDR-Neurone bei Stimulation des rezeptiven
Feldes durch schmerzhafte Reize im Vergleich zu den WT-Madusen. Da Interleukin-10 als
ebenfalls antiinflammatorisches wirkendes Zytokin bei der Entwicklung, bzw. Resolution
von posttraumatischen Entziindungszustanden eine ebenso groRRe Rolle spielt (Wei et al.,
2019), lag eine solche Untersuchung an Interleukin-10 KO-Mausen nahe. Aufgrund dessen
entschieden wir uns fur eine Kombination aus Sensibilitatstestung und
elektrophysiologischen Untersuchungen der Versuchstiere nach Anwendung des TFM. Zum
Zeitpunkt der Entstehung dieser Arbeit war keine Literatur bekannt, in welcher die
Kombination aus Interleukin-10 KO und TFM am Tiermodell auf Verénderungen der
Aktivitat von nozizeptiven Neuronen des Hinterhorns und der Grol3e deren rezeptiver Felder
untersucht wurde. Die fur diese Arbeit erhobenen Daten der Grol3e der rezeptiven Felder,
sowie der Entladungsfrequenz der WDR-Neurone decken sich dabei mit der in der

genannten Literatur erhobenen Werte fir WT-Méuse (Sokal and Chapman, 2003, Liu et al.,
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2011). Es zeigte sich eine VergroRerung der rezeptiven Felder auf bis zu 200 mm?. Fir die
Grolie der rezeptiven Felder von IL-10 KO im Vergleich zu WT-Mausen nach Fraktur
konnte jedoch kein Unterschied festgestellt werden. Auch fir die Entladungsfrequenzen der
abgeleiteten WDR-Neurone konnten im Vergleich der beiden Gruppen keine signifikanten

Veranderungen nachgewiesen werden.

Ebenfalls passend zur Literatur zeigte nicht nur die die ipsilaterale Pfote nach Fraktur,
sondern ebenso die kontralaterale Pfote Verénderungen in der Entladungsfrequenz auf
Reize, als auch in der Gréle der rezeptiven Felder. Diese Daten passen zu der beobachteten
Hyperalgesie der Mduse wéhrend der Sensibilitatstestung, welche ebenfalls teilweise auf der
kontralateralen Seite gezeigt werden konnte. Diese Verdnderung im Verhalten und der
rezeptiven Felder konnte auf eine spinale Reorganisation sowie Sensibilisierung der
nozizeptiven Prozesse hindeuten (Hirsch et al., 2017, Hoheisel and Mense, 2015, Gallagher
etal., 2013).

Die Sensibilitat, sowie die elektrophysiologischen Untersuchungen der Grole der rezeptiven
Felder, sowie der Entladungsfrequenzen auf unterschiedliche Reize der hier getesteten IL-
10 KO-Maduse zeigt sich dabei vergleichbar mit den zur Kontrolle verwendeten WT.
Bezlglich Hypersensibilitat in der Testung mit von Frey-Filamenten, bei der Messung der
Belastungsdifferenz mittels Unweighting, bei Odemmessung, Temperaturbestimmung und
plantarer Warmetoleranzmessung ergeben sich keine statistisch relevanten Unterschiede zu
den WT-M@usen.

Auch wenn IL-10 als antiinflammatorischem Mediator eine wichtige Rolle in der Resolution
der akuten Entziindungsreaktion und der Verhinderung von chronischen Schmerzzustanden
zugesprochen wird (Saxton et al., 2021, Ouyang and O'Garra, 2019, Leon et al., 1998),
scheint im TFM der Maus ein globaler IL-10 KO keinen Einfluss auf die fir in dieser Arbeit
gemessenen Sensibilitatstestungen zu haben. Da das angeborene, als auch das adaptive
Immunsystem mit all seinen Mediatoren redundant aufgebaut und komplex untereinander
verknupft ist, scheint die Erklarung nahezuliegen, dass andere antiinflammatorische
Mediatoren ein Fehlen von IL-10 kompensieren kénnen. Bereits bei Interleukin-4 Knockout
Mausen wurde in anderen Untersuchungen eine kompensatorische Hyperexpression von
antiinflammatorischen Zytokinen wie I1L-10 oder IL-13 gezeigt (Lemmer et al., 2015). Auch
wenn Interleukin-10 ein wichtiges antiinflammatorischen Zytokin darstellt sind weitere

Mediatoren vorhanden, um UberschieRende Immunreaktionen und anhaltende
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Inflammationen zu limitieren, wie z.B. Interleukin-4 oder Interleukin-13 (Saxton et al.,
2021).

Die Zytokinfamilie von IL-10 umfasst dabei einige weitere, in ihrer Wirkung teils sehr
ahnliche Molekiile (Saraiva et al., 2020, Wei et al., 2019). So bindet z.B. Interleukin-22
neben den eigenen IL-22 Rezeptoren ebenfalls an IL-10R2 und kann nachgeschaltete
Signalwege ausldsen. In der Literatur finden sich Untersuchungen, welche die Einddmmung
von proinflammatorischen Antworten durch die IL-10 Zytokinfamilie vor allem durch die
Auslésung des Transkriptionsfaktors STAT3 belegen (Ouyang and O'Garra, 2019, Ouyang
et al., 2011). Der supprimierende Einfluss von IL-10 auf die Produktion von
proinflammatorischen Mediatoren ist bei STAT3 defizienten Mausen komplett aufgehoben
(Takeda et al., 1999). Darlber hinaus findet sich der IL-22R in verschiedenen epithelialen
Zellen und Fibroblasten (Ouyang et al., 2011).

Bei einem globalen Knockout werden bestimmte Gene mittels Genmanipulation an
embryonalen Stammzellen gezielt deaktiviert, anschlieRend in Blastozysten injiziert und in
den Empféngerorganismus eingebracht. So kdnnen dann weitere Tiere geziichtet werden,
dessen Zellen alle das abgeschaltete Gen enthalten. Dass es bei diesem Vorgang zu einer
Kompensation der ausgeschalteten Gene wahrend der Ontogenese und damit zu
unterschiedlichen Phanotypen kommen kann, wird in aktueller Literatur diskutiert (Zundo,
2021, El-Brolosy and Stainier, 2017). Ein solcher, kompensatorischer Mechanismus kann
also dazu fiihren, dass ein globaler IL-10 KO keinen weiteren Einfluss auf die
Entziindungsreaktion hat. Besser waren hier vielleicht konditionelle oder interventionelle,
pharmakologische Untersuchungen geeignet, wie sie zum Beispiel mit monoklonalen
Antikdrpern gegen Interleukin-10, bzw. Interleukin-10R im Mausmodell der Leishmaniose
eingesetzt werden (Murray et al., 2003).

Ein globaler Knockout von IL-10 bei Mausen fiihrt zur spontanen Auspragung von
chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen wie Morbus Crohn oder Colitits ulcerosa, was
die wichtige antiinflammatorische Wirkung von IL-10 im Rahmen der Einddmmung von
inflammatorischen Prozessen, zumindest in der Darmschleimhaut, bestétigt (Saxton et al.,
2021, Saraiva et al., 2020, Ouyang and O'Garra, 2019, Wei et al., 2019). Die vorliegenden
Ergebnisse betrachtend, scheint die antiinflammatorische Rolle von Interleukin-10 bei der
Homdoostase der Entziindungsreaktionen im enteralen System jedoch eine wichtigere Rolle
zu spielen als in anderem Gewebe. Aktuelle Literatur zeigt, dass die Resolution akuter

Entziindungen ein hochkomplexer, aktiver Prozess ist, an welchem, je nach Gewebetyp,
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unterschiedlichste Prozesse beteiligt sind. Es handelt sich nicht wie lange angenommen um
einen passiven Prozess, bei dem es einfach nur zu einer Abnahme von proinflammatorischen
Mediatoren kommt, sondern vielmehr um einen ebenfalls komplex regulierten
Mechanismus, welcher nicht auf ein einzelnes Zytokin reduziert werden kann (Gilroy and
De Maeyer, 2015, Muire et al.,, 2020). Erst die Konvergenz unterschiedlichster
antiinflammatorischer Komponente wie leukozytischer Infiltration, Efferozytose,
proinflammatorischer Leukozytenclearence, immunsupprimierender Eikosanoide und
Zytokinen fuhrt in Gemeinsamkeit zu einer Beendigung entziindlicher Stadien (Gilroy and
De Maeyer, 2015).

Auch stellt sich die Frage, ob die qualitativen Sensibilitatstestungen die richtigen
Untersuchungen darstellen, um die Auswirkungen von IL-10, bzw. dessen Abwesenheit, auf
die Entzindungsreaktion zu messen. Da IL-10 einen wichtigen Mediator der Resolution der
akuten Entzundungsreaktion darstellt, konnten weitere Untersuchungen die Dauer der
entstanden Entzlindungsreaktion untersuchen, die Uber die hier stattgefundenen 4-11

Wochen Spanne hinausgeht.

Bezlglich der Pathologie des CRPS st fraglich, ob diese maligeblich durch die
unterschiedlichen Konzentrationen an Zytokinen und deren Iéslichen Rezeptoren gemessen
und bestimmt werden kann. Vorige Studien, in welchen die Plasmakonzentration von
Zytokinen bei CRPS-Patientinnen und -Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
gemessen wurde, zeigen teils widerspriichliche Ergebnisse. Einige Studien zeigen, dass sich
die Konzentration von proinflammatorischen und antiinflammatorischen Zytokinen nicht
veréndert darstellt (Huygen et al., 2002, Schinkel et al., 2009, van de Beek et al., 2001),
wohingegen andere Studien eine Reduzierung von antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-
4 und IL-10 bei gleichzeitiger Hyperexpression von proinflammatorischen Zytokinen
feststellen (Maihofner et al., 2005, Schinkel et al., 2006, Uceyler et al., 2007). Auch wenn
IL-4 Knockout Mause eine mechanische Hypersensitivitat aufzuweisen scheinen (Uceyler
et al., 2011), zeigt sich auch hier bei Abwesenheit weiterer typischer Symptome nicht das
Bild eines vollstandig ausgeprégten CRPS. Die dazu in dieser Arbeit an IL-10 Knockout
Méusen erhobenen Daten legen daher nahe, dass die Entwicklung und die Symptomatik des
CRPS-&hnlichen TFM bei Mdusen nicht auf ein einzelnes Zytokin zurtickgefuhrt werden

kann, sondern eher als Zusammenspiel vieler Faktoren betrachtet werden muss.
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Es benotigt daher weitere experimentelle und interventionelle Studien, um eventuelle
pharmakologische Ziele zur Therapie oder auch Prévention des CRPS beim Menschen
liefern zu kénnen. Auch wenn die Ergebnisse der tierexperimentellen Untersuchungen nicht
direkt auf den Menschen Ubertragbar sind, bietet das TFM ein wertvolles Modell,

insbesondere fur die akute Phase des CRPS und dessen weitere Erforschung.
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Limitationen

Die tierexperimentellen Studien, welche zur Aufklarung der Pathophysiologie des CRPS
beitragen sollen, wurden meist unter Verwendung mannlicher Tiere, zunachst Ratten, spater
auch Mausen des Stammes C57BL/6J durchgefiihrt. Dabei wurde stets auBBer Acht gelassen,
dass das weibliche Geschlecht in der Epidemiologie des CRPS einen Risikofaktor darstellen
kann(Beerthuizen et al., 2009, Beerthuizen et al., 2011). Da jedoch in der Literatur zumeist
mannliche Versuchstiere genutzt werden, fiel die Entscheidung aufgrund der
Vergleichbarkeit zueinander, in dieser Studie ebenfalls auf Gruppen rein ménnlichen
Geschlechts. Auch in diesem Versuchsaufbau wurden dabei Mause des Stamms C57BL/6J
genutzt. Zu Beginn der Experimente wurde bei 80 M&usen die Sensibilitatstestungen
durchgefuhrt. Im Verlauf sind davon vier Tiere verstorben, was eine Mortalitdt von 5%
ergibt. Einige Tiere sind dabei wahrend der Frakturdurchfihrung, am ehesten durch die
Narkose mit Isofluran an einem Atemstillstand verstorben. Andere Tiere wurden einige Tage
nach der Frakturdurchfiihrung tot in ihren Kéafigen aufgefunden, ohne die Todesursache
bestimmen zu kdnnen. Buprenorphin wurde nach der Frakturdurchfiihrung zur Analgesie
verabreicht. Die Analgesie mit Buprenorphin ist in tierexperimentellen Studien aufgrund des
vorteilhafte ,ceiling” Effektes verbreitet. Darunter versteht man, dass die
pharmakologischen Wirkungen, bzw. Nebenwirkungen wie atemdepressive Wirkung, auch
bei initialer Uberdosierung gedeckelt werden kann (Zoorob et al., 2018). Auch die
postoperative Gabe ist weit verbreitet und erprobt (Gallagher et al., 2013), sodass eine
potentielle Atemdepression als Nebenwirkung keine grof3e Rolle spielt. Pl6tzlicher Herztod
oder Infektionen aufgrund von Entziindungszeichen und Nekrosen kénnen weiterfiihrend als

mogliche Ursachen gemutmaft werden.

Eine Sham-Kontrolle, bei der nur der Gips ohne vorherige Fraktur angebracht wurde, wurde
in unseren Experimenten nicht durchgeflhrt, da es in der Literatur bereits Ergebnisse solcher
Untersuchungen gibt. Hier zeigte sich, dass bei alleiniger Gipsanlage ohne Tibiafraktur
ebenfalls eine der posttraumatischen Entziindung dahnelnde Inflammation entsteht, welche
jedoch in ihrer Symptomatik reduzierter und weniger lang ausgepragt imponiert (Guo et al.,
2004).

Bei unbehandelten CRPS-Patientinnen und -Patienten verschlechtern sich mit der Zeit die
bekannten Symptome, was im Gegensatz zu den erhobenen Daten der hier untersuchten

Méuse nach TFM steht. Deshalb stellt sich allgemein die Frage, ob die von uns angewandte



69

Methodik des TFM Uberhaupt das Erkrankungsbild des menschlichen CRPS in seiner Génze
abbilden kann. Der Beantwortung dieser Frage stellen sich in einem ausfiihrlichen Review
Birklein et al.(Birklein et al., 2018). Viele an Versuchstieren nach Durchfiuihrung des TFM
erhobene Untersuchungsbefunde decken sich mit der Symptomatik von CRPS-Patientinnen
und -Patienten, weisen aber weiterhin signifikante Unterschiede in Auspragung und

zeitlichem Verlauf auf.

Bezlglich der elektrophysiologischen Erhebungen stellt sich die Frage, ob sich rezeptive
Felder der WDR-Neurone, bzw. Entladungsfrequenzen auf unterschiedliche Reize als Faktor
zur Bestimmung des Einflusses von Interleukin-10 auf die posttraumatische

Entziindungsreaktion Uberhaupt als sinnvoll Messgrolie erweisen.

Nicht zuletzt sei zu erwéhnen, dass weitere Experimente fehlen, die nicht nur den globalen
Knockout von Interleukin-10 untersuchen, sondern andere Methoden, wie interventionelle

Blockade oder konditionelle Knockouts ebenfalls abbilden.



70

6. Zusammenfassung

Die Forschungsfrage in dieser Arbeit bezog sich auf den Einfluss von
immunmodulatorischen Komponenten des Immunsystems, explizit der Bedeutung des
antiinflammatorischen Zytokins Interleukin-10, auf die pathophysiologischen Prozesse, die
der Klinik im TFM bei Mausen und damit der Entstehung des CRPS zugrunde liegen
konnen. Untersucht wurde, ob es bei Abwesenheit von Interleukin-10 bei Mdusen zu einem
verédnderten Schmerzverhalten bzw. zu einer Veranderung der entsprechenden WDR-
Neurone, deren Antwort auf Unterschiedliche Reize und deren rezeptiven Feldern des
Ruckenmarks kommt.

Zu diesem Zweck wurde zunéchst die Sensibilitdt von WT-Mausen mit denen von IL-10
KO-Madusen  verglichen.  Untersucht  wurden  mechanische  Hypersensibilitat,
Empfindlichkeit auf Kalte- und Hitzereizung, Belastbarkeit der hinteren Extremitét,
Pfotendicke zur spateren Bestimmung einer mdglichen Odem Auspragung sowie
Temperatur. Nach diesen initialen Sensibilitatstestungen, bei welchen sich keine
Unterschiede zeigten, erfolgte die Fraktur der rechten Tibia im etabliertem TFM. An die
Frakturdurchfiihrung schloss sich die Immobilisation durch Eingipsen der frakturierten
Extremitat fur drei Wochen an. Nach dieser Zeit wurde der Gips entfernt und die
Sensibilitatstestungen wiederholt. Wie zu erwarten, zeigten sich die Tiere aller Gruppen
nach Fraktur deutlich schmerzempfindlicher als zuvor. Zwischen WT und IL-10 KO gab es
jedoch auch nach Fraktur keine Unterschiede.

Nach der Fraktur und der zweiten Sensibilitatstestung wurden die Versuchstiere schlieRlich
elektrophysiologisch untersucht. Hierbei wurden Entladungsfrequenzen von WDR-
Neuronen der unteren Extremitdt im Rickenmark abgeleitet und die Grol3e der rezeptive
Felder bestimmt. Die Entladungsfrequenzen der abgeleiteten Aktionspotentiale nahm bei
beiden Gruppen mit Anstieg der Reizungsintensitat zu. Die héchsten Frequenzen lief3en sich
bei Bestreichen der Pfote erreichen.

Die Daten zeigen keine Unterschiede zwischen den untersuchten Gruppen. Sie passten
jedoch zu den in der Literatur beschriebenen VVorbefunden. Auch wenn bei den frakturierten
IL-10 KO-Mausen die GrolRe der rezeptiven Felder variabler war, konnten keine
signifikanten Unterschiede zu den WT-Méusen ausgemacht werden. In vorliegenden

Untersuchungen konnte bereits gezeigt werden, dass sich die Grol3e der rezeptiven Felder
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sowohl auf der ipsilateralen frakturierten als auch an der kontralateralen gesunden Pfote
verédndern. Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass im gewéhlten Modell das
Fehlen von Interleukin-10 keinen erkennbaren Einfluss auf den Phanotyp hat. Um zu
erforschen und die Frage zu beantworten ob IL-10 in der posttraumatischen Entziindung
wirklich nur eine untergeordnete Rolle spielt, oder ob globale IL-10 KO-Mdause ungeeignet

sind, mussen weitere Experimente erfolgen.
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