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3 Einleitung

Silas Weir Mitchell dokumentierte die Symptomatik bei CRPS 1864 erstmals
detailliert (Sebastin, 2011). Mitchell bemerkte, zusammen mit Morehouse und Keen,
das haufige Auftreten von Schmerzen, die durch das vorliegende Trauma nicht
vollstéandig zu erklaren waren. Mitchell pragte den Begriff ,Kausalgie“ aus dem
Griechischen Kausis (Feuer) + Algos (Schmerz) (Sebastin, 2011). Schmerz und
Hyperalgesie sind bis heute die Leitsymptome der Erkrankung (Dimova, 2019).
Charakteristisch fur das komplex-regionale Schmerzsyndrom ist der Nachweis von
sensorischen (Hyperasthesie/Allodynie), vasomotorischen (Asymmetrie der
Hauttemperatur), sudomotorischen (Odem), sowie trophischen Symptomen
(veranderter Haarwuchs/verandertes Nagelwachstum) an einer Extremitéat, die durch
keine andere Diagnose besser erklart werden kénnen. Leitsymptom ist nach wie vor
ein brennender, neuropathischer, einschieRender Spontanschmerz/Ruheschmerz
einer Intensitat, die durch das verursachende Trauma nicht zu erkléren ist und der
sich keinem Dermatom oder Innervationsgebiet eines peripheren Nerven zuordnen
lasst (Birklein and Schlereth, 2015).

Es wird eine akute und chronische Phase beim komplex-regionalen
Schmerzsyndrom unterschieden. Diese Phasen des CRPS miissen allerdings nicht
immer diesem Muster folgen.

Die frihen Symptome sind oft eine Gberwarmte, erythematdse, geschwollene,
schmerzhafte Extremitat (warme Phase). Hier werden periphere Mechanismen als
Ursache angenommen, insbesondere eine neurogene Entziindung (Parkitny et al.,
2013, Linnman et al., 2013, Cooper and Clark, 2013). Eine wichtige Rolle bei der
Vermittlung der Entziindungsreaktion spielen hier die Keratinozytenaktivierung,
sowie die Proliferation und Expression von Entziindungsmediatoren wie z.B. Tumor-
Nekrose-Faktor alpha (TNF-a), Interleukin-1-beta (IL-1p), Interleukin-6 (IL-6),
Nervenwachstumsfaktor (NGF) und die Mastzellaktivierung. Die Substanz-P ist
ebenfalls als eines der entscheidenden Signalmolekile anzunehmen (Wei et al.,
2016). Daruiber hinaus gibt es Evidenz fur kutane immunologische Mechanismen
(Birklein et al., 2014) und autoimmune Prozesse als Ursachen fir die
Entziindungsreaktion in der akuten Phase des CRPS (Li et al., 2014).

Im zeitlichen Verlauf steht weiterhin eine schmerzhafte, allerdings eine im Vergleich
zur gesunden Seite kalte Extremitat im Vordergrund. Hier zeigen sich haufig
Atrophien, Dystrophien und Veranderungen im Sinne einer Osteoporose, sowie

autonome Storungen (Cosmi and Mazzoleni, 2014). Auch Bewegungsstdrungen
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einschlief3lich Tremor und fokalen Dystonien wurden beschrieben (Linnman et al.,
2013). Diese spateren Veranderungen sind im Gegensatz zu den akuten
Veranderungen zentralen Prozessen geschuldet im Rahmen der Neuroplastizitat
(Wei et al., 2016).

Hinsichtlich eines strukturierten Vorgehens bei der Diagnosestellung wurde 1994,
unter der Schirmherrschaft der IASP (International Association for the Study of
Pain), die Nomenklatur, ,complex regional pain syndrome® (CRPS), festgelegt (Galer
et al., 1998). Hier wurden auch die IASP-Diagnosekriterien beschlossen. Es erfolgte
eine Unterteilung des CRPS in Typ l und II.

Die klinischen Merkmale beider Typen sind identisch und das einzige
Unterscheidungsmerkmal ist das Vorhandensein einer nachgewiesenen peripheren
Nervenverletzung bei CRPS Typ II.

Aktuell werden die sogenannten Budapest-Kriterien zur Diagnosestellung
herangezogen, die eine hohere Spezifitat (0,68) im Vergleich mit den urspringlichen
IASP-Diagnosekriterien (0,36) aufweisen (Harden et al., 2010).

Untersuchungen konnten zeigen, dass es bei CRPS Patienten zu einer
Dysregulation zwischen pro-inflammatorischen und anti-inflammatorischen Zytokinen
kommt. Pro-inflammatorische Zytokine (Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a),
Interleukin-2 (IL-2), IL-1beta, IL-6) werden hochreguliert, wéhrend anti-
inflammatorische Zytokine (IL-4, IL-10) reduziert nachzuweisen sind.

Die adaptive Immunitat scheint ebenfalls an der Pathophysiologie des CRPS beteiligt
zu sein. In Tierversuchen finden sich auch Veranderungen in der angeborenen
Immunantwort wie z.B. die Hochregulation von Keratinozyten (Schlereth et al., 2014).
Zusatzlich wird CRPS von einer verstarkten neurogenen Entziindung begleitet, die
hauptséachlich durch Neuropeptide, wie z.B. Calcitonin Gene-Related

Peptide (CGRP) und Substanz P vermittelt wird (Kramer, 2012).

IL-4 ist ein wichtiges Zytokin in der Pathologie von Allergien und anderen
immunologischen Erkrankungen, wo es von T-Zellen sezerniert wird, um die B-Zell-
Aktivierung und den IgE-Klassenwechsel zu induzieren (Gadani et al., 2012).

Mit Tiermodellen kdnnen aufgrund verschiedener Limitationen (u.a. sehr begrenzte
Lebenserwartung von Ratten/Mausen) nie alle Aspekte eines CRPS untersucht
werden. Tiermodelle sind hinsichtlich der nozizeptiven, entziindlichen,
immunologischen und trophischen Veranderungen allerdings ein wichtiger und
etablierter Bestandteil, um Erkenntnisse tber die frihe Pathophysiologie des

posttraumatischen CRPS zu gewinnen (Birklein et al., 2018).



In dieser experimentellen Arbeit wurde das Tibia-Frakturmodell (TFM) verwendet.
Nach distaler Tibiafraktur und Ruhigstellung (Gips) der entsprechenden Extremitat
entwickeln die Tiere Odeme, Anstieg der Hauttemperatur, periartikulare
Osteoporose, vermehrte Protein-Extravasation, spontanes Schmerzverhalten und
mechanische Hyperalgesie als klassische CRPS-Symptomatik (Birklein and
Schlereth, 2015, Guo et al., 2004).

Ziel dieser Arbeit ist es, einen Beitrag zu einem besseren Verstandnis der
Pathophysiologie des CRPS zu leisten.

Im Maus-Tiermodell (Tibiafrakturmodell) wurden zwei Gruppen méannlicher BALB/c-
Mause (Wildtyp Tiere vs. IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere) hinsichtlich einer
prolongierten Entziindungsreaktion (Odembildung, Veranderungen der
Hauttemperatur) nach distaler Tibiafraktur und konservativer Behandlung
(Ruhigstellung mit Gips) untersucht.

Der Fokus dieser Arbeit war die Frage nach dem Einfluss des IL-4-Rezeptor-
Knockouts (Knockout eines antiinflammatorischen Zytokins) auf die Entwicklung der
CRPS-typischen Symptome bei den Mausen und die Entwicklung der Symptomatik
im zeitlichen Verlauf.

Daruber hinaus wurden Veranderungen der mechanischen Hyperalgesie unter
Verwendung von von-Frey-Filamenten untersucht. Bezuiglich der Kalte-Allodynie
wurde die Reaktion auf lokale Aceton-Applikation getestet. Die Untersuchung der
Pfotenbelastung der Tiere zu festgelegten Untersuchungszeitpunkten erfolgte zur
Beurteilung des Spontanschmerzes. Alle Untersuchungen erfolgten zu
unterschiedlichen Zeitpunkten, um akute und chronische Veranderungen zu
erfassen.

Zur standardisierten Analyse des Gangbildes verwendeten wir das ,Catwalk XT-
System* zur Beurteilung der Funktionseinschrankung und zur Beurteilung des
Spontanschmerzes.

Zur Untersuchung der kutanen Immunreaktion bei CRPS-Patienten untersuchten wir
immunhistochemisch vorbereitete Hautbiopsie-Proben und Quantifizierten die
Langerhans-Zellen in Epidermis und Dermis im Seitenvergleich bei Patienten mit

akutem bzw. chronischem CRPS.



4 Fragestellungen

4.1 Hauptfragestellungen

Kann eine vermehrte Odembildung als Hinweis auf eine prolongierte
inflammatorische Reaktion (Odembildung) nach distaler Tibiafraktur
objektiviert werden?

Gibt es beziiglich der Odembildung signifikante Unterschiede zwischen der
Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere?
Wie entwickelt sich die Odembildung tber die Zeit zu den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten bei der Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe
der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere?

Kann eine vermehrte Uberwarmung der frakturierten rechten Hinterpfote als
Hinweis auf eine prolongierte inflammatorische Reaktion nach distaler
Tibiafraktur objektiviert werden?

Gibt es beziiglich der Uberwarmung der betroffenen Pfote signifikante
Unterschiede zwischen der Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der IL-
4-Rezeptor-Knockout-Tiere?

Wie entwickelt sich die Uberwarmung der betroffenen Pfote tiber die Zeit zu
den einzelnen Untersuchungszeitpunkten bei der Gruppe der Wildtyp-Tiere

und der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere?

4.2 Nebenfragestellungen

Kdnnen Unterschiede (hinsichtlich Kalte-Allodynie, mechanischer Allodynie,
Pfotenbelastung) zwischen der Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der
IL-4-Rezeptor Knockout Tiere im zeitlichen Verlauf (3, 6, 9 und 12 Wochen)
nach distaler Tibiafraktur und konservativer Behandlung (Ruhigstellung mit

Gips) objektiviert werden?

Wie entwickelt sich die einzelnen Parameter (Kalte-Allodynie, mechanische
Allodynie, Pfotenbelastung) Uber die Zeit zu den einzelnen
Untersuchungszeitpunkten bei der Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe
der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere?

Sind Unterschiede bei der Analyse des Gangbildes
(Durchschnittsgeschwindigkeit, Dauer eines vollstandigen Laufs, Dauer flr
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Stand- und Schwungphase, Schrittlange, Geschwindigkeit der
Pfotenbewegung wéhrend der Schwungphase) als Mal3 der
Funktionseinschrankung und des Spontanschmerzes zwischen der Gruppe
der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der IL-4-Rezeptor Knockout Mause

nachweisbar?

e Sind Unterschiede hinsichtlich der Anzahl von Langerhans-Riesenzellen in
humanen Hautproben (immunhistochemische Farbung mit CD1a) zwischen
der gesunden Extremitat und der betroffenen Extremitat bei CRPS-Patienten
nachweisbar als Hinweis auf eine verstarkte Immunreaktion beim komplex-

regionalen Schmerzsyndrom?

5. Allgemeine Grundlagen CRPS

5.1 Definition und Diagnosekriterien

Das komplexe regionale Schmerzsyndrom (CRPS) ist durch starke, andauernde,
neuropathische Ruheschmerzen in der betroffenen Extremitat gekennzeichnet. Die
Schmerzen werden von sensorischen, vasomotorischen, sudomotorischen,
motorischen und trophischen Veranderungen, sowie von Odemen begleitet (Goh et
al., 2017). Der Schmerz ist regional begrenzt, kann allerdings nicht auf ein
bestimmtes Dermatom bezogen werden.

CRPS wird in der Regel durch ein Trauma (meist distale Frakturen einer Extremitat)
oder eine Operation ausgel6st. Das Trauma erklart nicht die Dauer und Intensitat des
Schmerzes und der weiteren Symptome. Die obere Extremitét ist haufiger betroffen
als die untere Extremitat. CRPS ist in der Regel auf eine Extremitéat beschrankt,
obwohl Félle von CRPS an mehreren Extremitaten beschrieben wurden.

Das CRPS Typ | tritt ohne objektivierbare Nervenlasion auf, wohingegen bei einem
CRPS Typ Il eine Nervenlasion vorliegt (Goh et al., 2017). Diese Unterscheidung
fuhrt nicht zu Unterschieden in der klinischen Préasentation und der Wahl der
Behandlung.

Die Diagnose CRPS erfolgt nach anamnestischen und klinischen Kriterien. Fr die
aktuellen Budapest-Kriterien der IASP (Harden et al., 2010) konnte auch die
Uberlegenheit gegeniiber den urspriinglichen IASP-Kriterien nachgewiesen werden,
insbesondere aufgrund der deutlich h6heren Spezifitat (Harden et al., 2010). Die

Diagnose ,CRPS* kann anhand der Diagnosekriterien gestellt werden, wenn andere
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Differentialdiagnosen ausgeschlossen wurden. Was in den gegenwaértigen IASP-
Kriterien nicht berlicksichtigt wird, ist, dass die Symptome die Extremitaten betreffen,
distal auftreten und Uber das Innervationsgebiet eines Nerven hinausgehen.

Die Tabelle 1 gibt einen Uberblick tiber die klinischen und wissenschaftlichen

Budapest-Kriterien.

Tabelle 1: Diagnosekriterien ,Budapest-Kriterien* CRPS; modifiziert nach (Birklein and
Schlereth, 2015)

CRPS-_Diagnosekriterien; ,,Budapest-Kriterien*

1 | Anhaltende Schmerzen,

die im Vergleich zum initialen/auslésenden Trauma unverhaltnismagig sind

2 | Anamnestisch muss mindestens 1 Symptom in 3 der folgenden 4 Kategorien

vorliegen:
Sensorisch: Hyperasthesie und/oder Allodynie
Vasomotorisch: Asymmetrie der Hauttemperatur und/oder

Veranderung in der Hautfarbe
Sudomotorisch/Odem: Odem und/oder

Veranderung/Asymmetrie im Schwitzen
Motorisch/trophisch: Bewegungseinschrankung und/oder motorische

Dysfunktion wie Schwache, Tremor oder Dystonien

und/oder trophische Veranderungen

(Haare, Nagel, Haut)

3 | Zum Zeitpunkt der Untersuchung muss mindestens 1 Symptom

in mindestens 2 (klinisch) oder mindestens 3 (wissenschaftlich) der

folgenden Kategorien vorliegen:

Sensorisch: Hyperalgesie auf spitze Reize (z.B. Nadelstiche) und/oder
Allodynie auf leichte Beruhrung und/oder tiefen,
somatischen Druck und/oder Gelenkbewegungen

Vasomotorisch: Asymmetrie der Hauttemperatur und/oder
Veranderung/Asymmetrie in der Hautfarbe

Sudomotorisch:  Odem und/oder Veranderung/Asymmetrie im Schwitzen

Motorisch/trophisch: Bewegungseinschrankung und/oder motorische

Dysfunktion wie Schwache, Tremor oder Dystonien
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und/oder trophische Veranderungen

(Haare, Nagel, Haut)

4 | Es liegt keine andere Erkrankung vor, die die Symptomatik besser erklart

Die Diagnose ,komplex regionales Schmerzsyndrom® erfordert eine
Ubereinstimmung/Konformitat in allen 4 0.g. Punkten.

Es gibt 2 Versionen: Die Kriterien fir die klinische Anwendung sind erftllt, wenn
unter Punkt 3 mehr als 2 Merkmale zutreffen. Das Einschlusskriterium fur

wissenschaftliche Studien ist erfillt, wenn 3 oder mehr Merkmale zutreffen.

5.2 Epidemiologie

Eine Studie aus dem Jahre 1999 von Allen et al. bewertete epidemiologische
Variablen bei 134 CRPS-Patienten, die in einer Klinik fur chronische Schmerzen in
den USA untersucht wurden. Die durchschnittliche Dauer der CRPS-Symptome vor
der Auswertung im Schmerzzentrum betrug 30 Monate und 47% hatten eine arztlich
verordnete Ruhigstellung in der Anamnese (Allen et al., 1999).

Sandroni et al. fihrten 2003 eine bevdlkerungsbezogene Studie tUber Inzidenz,
Pravalenz, Vorgeschichte und Ansprechen auf die Behandlung des komplexen
regionalen Schmerzsyndroms (CRPS) durch. Fur CRPS wurden hier die IASP-
Kriterien verwendet. Die Studienpopulation befand sich im Olmsted County,
Minnesota (1990 Bevdlkerung, 106.470). Es wurden 74 Félle von CRPS | identifiziert,
was zu einer Inzidenzrate von 5,46 pro 100.000 gefahrdeten Personenjahren und
einer Periodenpravalenz von 20,57 pro 100.000 Jahren fuihrte. Das Verhaltnis
Frauen:Manner betrug 4:1, das Alter lag im Median zu Beginn bei 46 Jahren. Die
obere Extremitat war doppelt so haufig betroffen wie die untere Extremitat. Alle Falle
berichteten Uber ein vorangegangenes Ereignis, wobei eine Fraktur der haufigste
Ausldser war (46%).

Im Rahmen dieser Studie wurde postuliert, dass CRPS | eine geringe Pravalenz
aufweist, deutlich haufiger Frauen als Manner betrifft und die obere Extremitat
haufiger als die untere Extremitat betroffen ist (Sandroni et al., 2003).

Eine niederlandische Studie von de Mos et al. verfolgte das Ziel, die Inzidenz von
CRPS in der Allgemeinbevélkerung zu schatzen. Eine retrospektive Kohortenstudie
wurde in den Jahren 1996-2005 im Rahmen des Projekts Integrated Primary Care
Information (IPCI) durchgefiihrt. Dabei handelte es sich um eine

Forschungsdatenbank fir die Allgemeinmedizin mit elektronischen Patientendaten
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von 600.000 Patienten in den gesamten Niederlanden. Die geschatzte
Gesamtinzidenzrate von CRPS betrug 26,2 pro 100.000 Personenjahre (95%
Konfidenzintervall: 23,0-29,7). Frauen waren mindestens dreimal haufiger betroffen
als Manner. Die hochste Inzidenz wurde fur Frauen im Alter von 61-70 Jahren
dokumentiert. Die obere Extremitat war haufiger betroffen als die untere Extremitat,
und eine Fraktur war das haufigste ausldsende Ereignis (44%). Postmenopausale
Frauen schienen das hdchste Risiko fur die Entwicklung von CRPS zu haben (de
Mos et al., 2007, Goh et al., 2017).

Zu den bisher beschriebenen Risikofaktoren fir diese Erkrankung gehdren laut
aktueller Studienlage die Menopause, Personen mit einer Vorgeschichte hinsichtlich
Migréne, Osteoporose, Asthma und einer Therapie mit ACE-Hemmern (Hemmer des
Angiotensin-Converting-Enzyme), sowie Personen mit einem erhéhten Druck
unterhalb des Hartverbandes nach Gips-Anlage bei konservativer Therapie nach
Extremitaten-Fraktur (de Mos et al., 2008, de Mos et al., 2009). Dariiber hinaus ist
die Prognose von CRPS bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern schlechter (An
et al., 1988).

5.3 Klinisches Erscheinungsbild

Das komplex regionale Schmerzsyndrom ist eine Ausschlussdiagnose und die
Diagnosestellung sollte anhand der Budapest-Kriterien erfolgen, wenn andere
Differentialdiagnosen verworfen wurden (Harden et al., 2010).

Das Hauptsymptom des komplex regionalen Schmerzsyndroms ist ein
neuropathischer, haufig einschie3ender Ruheschmerz/Spontanschmerz, der nicht
durch das verursachende Trauma erklart werden kann.

Die Schmerzen werden von sensorischen (Hyperasthesie und/oder Allodynie),
vasomotorischen (Asymmetrie der Hauttemperatur/Veranderung der Hautfarbe)
sudomotorischen (Odem, verandertes Schwitzen), motorischen
(Bewegungseinschrankung) und trophischen Veranderungen (verandertes
Nagelwachstum), sowie von Odemen begleitet.

Daruber hinaus kommt es neben den Schmerzen zu Atrophien des
Unterhautfettgewebes und der Muskulatur, sowie zu diffusen/fleckigen

osteoporotischen Veranderungen (Galve Villa et al., 2016).
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Autonome Symptome wie eine Hyper- oder Hypohidrose und Veranderungen der
Hautfarbe, meist mit rotlicher Verfarbung der betroffenen Extremitat (Galve Villa et
al., 2016) sind haufig.

Motorische Stérungen treten in den meisten Fallen auf. In der Anfangsphase ist die
Bewegung aufgrund der ausgepragten Odembildung und der Angst, mit der

Bewegung Schmerzen zu induzieren, eingeschrankt (Bussa et al., 2017).

Es werden grundsatzlich zwei Phasen des CRPS beschrieben. Die warme Phase
und kalte Phase. Der Zeitpunkt des Auftretens des ,warmen CRPS" bzw. ,kalten
CRPS* kann sehr unterschiedlich sein, zudem gibt es auch Patienten mit
langjahrigen Verlaufen und durchgehen ,warmem CRPS*.

Haufig tritt allerdings initial die warme Phase auf, die durch das Auftreten der
klassischen Entzundungszeichen ,calor, rubor, dolor, tumor, functio laesa“ an der
betroffenen Extremitat gekennzeichnet ist (Bussa et al., 2017). Die Symptome treten
meist distal der Fraktur/Verletzung auf. Die Patienten beschreiben einen konstanten,
starken, brennenden Ruheschmerz/Spontanschmerz, mit Zunahme der Symptomatik
bei Bewegung oder Temperaturveranderungen. Die Schmerzintensitat ist inadaquat
hoch hinsichtlich des auslésenden Traumas (Misidou and Papagoras, 2019).

Die chronische oder ,kalte“ Phase, beginnt typischerweise etwa 6 Monate spater
nach Abklingen der prolongierten Entziindungsreaktion. Dennoch sind auch priméar
kalte Verlaufe beschrieben (Misidou and Papagoras, 2019). Einige Patienten
berichteten auch Uber Muskelkrdmpfe, Tremor und fokale Dystonien (Veldman et al.,
1993).

Im chronischen Stadium fuhrt die Fibrose zu einer Bewegungseinschrankung.
Obwohl das Hauptunterscheidungsmerkmal zwischen CRPS vom Typ 1 und Typ 2
das Vorhandensein einer Nervenverletzung bei letzterer ist, Ubersteigen die
Symptome bei Typ 2 das Innervationsgebiet des verletzten Nervs und sind weitaus
komplexer als bei klassischen neuropathischen Schmerzen (Wasner et al., 2003,

Misidou and Papagoras, 2019).

5.4 Pathophysiologie
Die bisherigen Anstrengungen, die Pathophysiologie des CRPS zu verstehen, haben
zunehmend zu der Erkenntnis geflihrt, dass mehrere Mechanismen beteiligt sind. Ein

einzelner Mechanismus erkléart die komplexe und vielschichtige Symptomatik nicht
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ausreichend. Im Folgenden werden die aktuellen Erkenntnisse tber die CRPS-
Mechanismen zusammengefasst, die in der Literatur aktuell akzeptiert und

dokumentiert sind.

5.4.1 Verstarkte Immunreaktion

Einer der entscheidenden Pathomechanismen ist die verstarkte Immunreaktion.
Birklein et al. fihrten eine Studie mit 55 CRPS-Patienten durch (Birklein et al., 2014).
Es wurden Hautbiopsien der betroffenen und der kontralateralen Extremitat
gewonnen. Die Biopsate wurden immunhistochemisch hinsichtlich Keratinozyten,
Zellproliferation, Mastzellmarker, TNF-a und IL-6 untersucht. Bei CRPS-Patienten im
frihen Krankheitsstadium wurden Keratinozyten in der betroffenen Haut aktiviert,
was zu deren Proliferation, epidermaler Verdickung und hochregulierter TNF-a- und
IL-6-Expression fiihrte. Bei chronischem CRPS kam es zu einer verminderten
Keratinozytenproliferation mit Abnahme der Epidermisdicke in der betroffenen Haut.
Diese Daten unterstitzen die Hypothese, dass es in der akuten Phase des CRPS zu
einer Aktivierung des kutanen angeborenen Immunsystems kommt mit einer
Aktivierung und Proliferation von Keratinozyten und Mastzellen. Dieser
Pathomechanismus fuhrt zur Freisetzung von Entztindungsmediatoren und zu
Schmerzen (Birklein et al., 2014).

Osborne et al. beschaftigten sich dariber hinaus mit der kutanen Immunreaktion bei
chronischen CRPS-Patienten. 10 CRPS-Patienten mit einer Krankheitsdauer > 1
Jahr, die nach den Budapester Kriterien diagnostiziert wurden (Harden et al., 2010),
wurden untersucht..

In der Haut von Patienten mit langanhaltendem CRPS war die epidermale
Langerhans-Zelldichte in CRPS-betroffenem Gewebe im Vergleich zu nicht-
betroffenem Gewebe signifikant (p < 0,01) niedriger (Osborne et al., 2015).

In frGheren Untersuchungen von Calder et al. wurde allerdings das Vorhandensein
zahlreicher Langerhans-Zellen in der Epidermis in Hautbiopsien von Patienten mit
der damals gestellten Diagnose ,reflexsympathische Dystrophie“ nachgewiesen. Alle
Patienten dieser Untersuchung hatten zum Zeitpunkt der Biopsie erhebliche
Schmerzen, und alle hatten therapierefraktare Symptome (Calder et al., 1998).
Neben der verstarkten kutanen Immunreaktion spielte auch die Mikroglia eine
entscheidende Rolle. Die Infiltration von Immunzellen in das zentrale Nervensystem

wurde bei der Untersuchung verschiedener neuroinflammatorischer Erkrankungen
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nachgewiesen (Almolda et al., 2015). Es wird angenommen, dass residente
Gliazellen mit infiltrierten Immunzellen, einschliel3lich T-Zellen, interagieren kénnen
und deren Rekrutierung, Aktivierung und Funktion innerhalb des ZNS regulieren
(Almolda et al., 2015). Untersuchungen haben gezeigt, dass sich Mikroglia wéhrend
einer ZNS-Entzundung in dendritische Zellen des Gehirns differenzieren oder einen
dendritischen Zellphanotyp erwerben kénnen. Es gibt Hinweise darauf, dass reife
entzindliche dendritische Zellen auch nach Beendigung des Entziindungsprozesses
im ZNS verbleiben (Fischer and Reichmann, 2001). Somit ist anzunehmen, dass
dendritische Zellen einen der priméaren Entziindungsmediatoren im ZNS bei CRPS
darstellen (Russo et al., 2018).

5.4.2 Entzindung

Klassische Entziindungsmechanismen tragen, u.a. vermittelt durch Immunzellen
(beispielsweise Lymphozyten und Mastzellen), héchstwahrscheinlich zur
Pathophysiologie des CRPS bei. Nach einem Trauma werden durch diese
Immunzellen proinflammatorische Zytokine, z.B. Interleukin-1, -2, -6 und
Tumornekrosefaktor (TNF)-a freigesetzt. Dies fuhrt zur Plasmaextravasation in das

Gewebe und somit zur Odembildung (Cheng and Ji, 2008).

Dariliber hinaus ist die neurogene Entztindung ein wichtiger Mechanismus. Hier
werden Zytokine direkt aus den nozizeptiven Fasern als Reaktion auf ein initiales
Trauma, einschlief3lich Nervenlasionen, freigesetzt (Birklein, 2005).

Zu den Neuropeptid-Mediatoren, die an der neurogenen Entziindung beteiligt sind,
gehdren die Substanz P, das Calcitonin-Gene-Related Peptide (CGRP) und
Bradykinin (das auch an der Auslésung der Zytokin-Freisetzung beteiligt ist) (Ferreira
et al., 1993).

Diese Neuropeptide erh6hen sowohl die Plasmaextravasation, als auch die
Vasodilatation und kdnnen so die klassischen Entzindungszeichen ,calor, dolor,
rubor, tumor, functio laesa“ an der betroffenen Extremitat hervorrufen (Li et al.,
2018).

Substanz P und TNF-a aktivieren dartiber hinaus Osteoklasten, die zu der
diffusen/fleckigen Osteoporose beitragen kdnnen, die bei CRPS-Patienten haufig
réntgenologisch festgestellt wird. CGRP sorgt zudem fiir gesteigerten Haarwuchs
und vermehrtes Schwitzen (Li et al., 2018, Schlereth et al., 2006).
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Interleukin-4 (IL-4) ist ein entziindungshemmendes und analgetisches Zytokin, das
die Transkription von Opioidrezeptoren induziert und das maf3geblich an der
Regulation der Immunitéat beteiligt ist (Kariyawasam et al., 2020, Uceyler et al.,
2011).

IL-4 und IL-13 teilen sich denselben Rezeptor und wirken tUber den Signal
Transducer and Activator of Transcription 6 (STAT6)-Signalweg. IL-4 ist von
besonderem Interesse, da es das Immunsystem mit dem Opioidsystem verbindet,
indem es die Transkription von m- und d-Opioidrezeptoren (MOR, DOR) induziert
(Uceyler et al., 2011). IL-4 ist essentiell fur die B-Zell-Sekretion von IgE und steigert
die Produktion von IgG1 in vivo. Neben der Regulierung des B-Zell-Wachstums und
der Immunglobulinsekretion beeinflusst IL-4 auch die T-Zellen. IL-4 induziert die
Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen in TH2-Zellen, die sich durch ihre
Fahigkeit auszeichnen, bei Aktivierung die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 zu
sezernieren, wahrend es gleichzeitig die Bildung von TH1-Zellen hemmt, die IL-2 und
Interferon y (IFNy) sezernieren (Stephen T. Smiley, 1998). IL-4 fihrt zum
Klassenwechsel von IgG bzw. IgM zu IgE. IL-4 induziert spezifische biologische
Funktionen auf einer Vielzahl von Zellen, einschliel3lich dendritischer Zellen und T-
Zellen, die wesentliche Bestandteile der adaptiven Immunantwort sind (Kariyawasam
et al., 2020). IL-4 und IL-13 sind strukturell und funktionell verwandte Zytokine
(Kariyawasam et al., 2020). IL-13 reguliert die IgE-Produktion &hnlich wie IL-4, hat
aber keinen Einfluss auf die Th2-Zelldifferenzierung (Cernescu et al., 2021). Die
Wirkung von IL-4 kann entweder Gber den Typ-1- oder den Typ-2-Rezeptor vermittelt
werden. Der Typ-1-Rezeptor setzt sich aus den IL4-Ra- und yC-
Rezeptoruntereinheiten zusammen. Der Typ 2-Rezeptor setzt sich aus IL4- Ra und
IL-13Ra1 zusammen. IL-4 hat eine sehr hohe Affinitat zu IL4-Ra mit geringerer
Affinitat zu yC und IL-13Ra1. Die Wirkung von IL-13 wird ausschlief3lich Gber den
Typ-2-Rezeptor vermittelt.

Studien konnten eine deutliche Dysbalance der pro- und antiinflammatorischen
Zytokine nachweisen. Bei CRPS-Patienten konnte ein signifikanter Anstieg der
proinflammatorischen Zytokine (TNF-, Interleukin-1, -2 und -6) und reduzierte
systemische Konzentrationen von antiinflammatorischen Zytokinen (Interleukin-10)
festgestellt werden (Uceyler et al., 2007).

TNF-a ist ein Schlisselzytokin, weil es nicht nur eine direkte pro-nozizeptive Wirkung
hat, sondern auch die Produktion anderer an der Entziindung beteiligter Zytokine,

darunter Interleukin-1R und IL-6, induziert.
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Birklein et al. berichteten Uber eine erhéhte systemische CGRP-Konzentration bei
CRPS-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Birklein et al., 2001).
Daruber hinaus konnte in einer Studie eine signifikante Erhhung des Plasma-
Bradykinins objektiviert werden bei CRPS-Patienten (Blair et al., 1998).

Andere Arbeiten weisen darauf hin, dass die Plasmaspiegel der Substanz P bei
CRPS-Patienten signifikant hher sind als bei gesunden Kontrollen (Schinkel et al.,
2006).

5.4.3 Zentrale und periphere Sensibilisierung/Veranderung der Plastizitat

Die zentrale Sensibilisierung beschreibt eine erhdhte Erregbarkeit von nozizeptiven
Nervenzellen im Ruckenmark oder zentralen Nervensystem. Das nozizeptive Signal,
das durch das initiale Trauma erzeugt und durch afferente, periphere Nervenfasern
ins Ruckenmark geleitet wird, fuhrt dort zur Ausschuittung von Neuropeptiden
(Substanz P, Bradykinin und CGRP) und dem exzitatorischen Neurotransmitter.
Diese Peptide und Transmitter binden an ihre spezifischen Rezeptoren der
nozizeptiven Neurone im Ruckenmarkhinterhorn und erhéhen deren Erregbarkeit.
Die Ruckenmarksneurone erhdohen daraufhin ihre Spontanaktivitat und senken ihre
Erregungsschwelle auf periphere Reize. Dies flhrt wiederum zu Allodynie und
Hyperalgesie (Bruehl, 2010).

Das initiale Gewebetrauma selbst 16st dariiber hinaus auch eine lokale periphere
Sensibilisierung aus. Priméar afferente Fasern im verletzten Bereich setzen mehrere
pronozizeptive Neuroptide frei (z.B. Substanz P, Bradykinin), was ebenfalls zu
Hyperalgesie und Allodynie fuhrt (Goh et al., 2017, Marinus et al., 2011, Bruehl,
2010).

Bildgebungsstudien an Patienten mit CRPS haben eine Verkleinerung des Areals
beschrieben, das die betroffene Extremitat bei CRPS im somatosensorischen Kortex
reprasentiert im Vergleich zur nicht betroffenen Extremitat (Maihofner et al., 2003).
Das Ausmal} der Reorganisation korrelierte signifikant mit der Schmerzintensitat und
dem Grad der Hyperalgesie, die der Patient berichtete (Maihofner et al., 2003,
Maihofner et al., 2004, Goh et al., 2017). Diese Veranderungen normalisieren sich
nach erfolgreicher CRPS-Behandlung. Somit gibt es ausreichende Evidenz dafur,
dass es bei CRPS-Patienten zu signifikanten Veranderungen hinsichtlich der

neuronalen Plastizitat kommt.
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5.4.4 Beteiligung des sympathischen Nervensystems

Eine Interaktion des sympathischen Nervensystems und der Entziindungsreaktion
tragt maRRgeblich zur Pathophysiologie des CRPS bei. Das sympathische
Nervensystem fihrt zu kihler Haut, vermehrtem Schwitzen und durch das
sympathische Nervensystem aufrechterhaltenen Schmerzen. Der
Norepinephrinspiegel ist in der von CRPS betroffenen Extremitat niedriger als in der
kontralateralen Extremitat. Allerdings kommt es durch das Aussprossen
sympathischer Fasern und die Hochregulation von Alpha-Adrenozeptoren zu einer
adrenergen Uberempfindlichkeit. Noradrenalin beeinflusst das Immunsystem und die
Produktion von Zytokinen, die wiederum maf3geblich zur Aufrechterhaltung von
Hyperalgesie und Allodynie beitragen (Schlereth et al., 2014, Goh et al., 2017,
Bruehl, 2010).

5.4.5 Veranderte kutane Innervation nach Trauma

Oaklander et al. untersuchten 18 Patienten, die nach den IASP-Kriterien die
Diagnose CRPS-I erhielten. An drei Stellen an der vom CRPS betroffenen und der
passenden kontralateralen Extremitat der Probanden, sowie an Kontrollstellen
wurden Hautbiopsien gewonnen. Anschliel3end erfolgte die immunhistochemische
Untersuchung der intraepidermalen Nervendichte mit Hilfe des neuronalen PGP 9,5
Protein-Antikorpers.

Die axonale Dichte war jedoch an den CRPS-betroffenen Stellen bei 17 von 18
Probanden um durchschnittlich 29% vermindert (P < 0,001) (Oaklander et al., 2006).
Albrecht et al. berichteten Uber eine verringerte C-Faser- und Ad-Faserdichte in den
betroffenen Gliedmaf3en von CRPS-I-Patienten im Vergleich zu nicht schmerzhaften
Kontrollstellen an der gleichen Extremitat und im Vergleich zu gesunden Kontrollen.
Es wurde auch eine abnorme Innervation um Haarfollikel und Schweil3driisen
beobachtet (Albrecht et al., 2006).

Morellini et al. untersuchten die Dichte der dermalen Nervenfasern, die Dichte an
Mastzellen, sowie die Nahe von Mastzellen zu Nervenfasern in Hautbiopsien, die von
den betroffenen und nicht betroffenen Extremitaten von 57 Patienten mit CRPS und
28 gesunden Kontrollen enthommen wurden.

Die immunhistochemische Untersuchung mit dem neuronalen Marker PGP 9,5 zeigte
eine Verringerung der intradermalen Nervenfaserdichte. Die Anzahl der

intradermalen Mastzellen war bei Patienten und Kontrollen &hnlich, aber der

20



Prozentsatz der Mastzellen, die weniger als 5 um von Nervenfasern entfernt waren,
war in den betroffenen und nicht betroffenen Gliedmal3en der Patienten signifikant
niedriger im Vergleich mit den Kontroll-Probanden. Der Verlust der intradermalen
Nervenfasern bei CRPS konnte laut Morellini et al. somit zum Verlust
chemotaktischer Signale fuhren, wodurch die Wanderung der Mastzellen in Richtung
der Uberlebenden Nervenfasern zum Stillstand kommt. Das Versagen der normalen
Nervenfaser-Mastzell-Interaktionen konnte zur verzégerten Gewebereparatur und

somit zur chronischen Entziindung bei CRPS beitragen (Morellini et al., 2018).

Allerdings gibt es auch Evidenz hinsichtlich erhéhter Mastzellakkumulation in der
betroffenen Haut bei Patienten mit akutem CRPS.

Birklein et al. konnten zeigen, dass es beim frihen, akuten CRPS zu einer
Aktivierung des kutanen, angeborenen Immunsystems kommt, u.a. mit
Mastzellaktivierung und Mastzellproliferation, Freisetzung von
Entzindungsmediatoren und Schmerzen (Birklein et al., 2014).

Klein et al. stellten im Rahmen des 18G-Nadelstich-Nervenverletzungs-Modells an
der Ratte fest, dass eine deutlich hohere Mastzell-Dichte bei den Tieren mit

Nervenverletzung zu verzeichnen war (Klein et al., 2012).

5.4.6 Genetische Faktoren

De Rooij et al. stellten in ihrer Familienstudie fest, dass in dem untersuchten
Patientenkollektiv Geschwister von CRPS-Patienten unter 50 Jahren ein dreimal
hoheres Risiko, an der Erkrankung zu erkranken, aufwiesen. Allerdings ergaben sich
keine Hinweise auf ein generell erhdhtes Risiko fur die Entwicklung von CRPS bei
Geschwistern von CRPS-Patienten (de Rooij et al., 2009a).

Daruber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass die Gene des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes, der fir die Molekile des humanen
Leukozytenantigens (HLA), HLA-B62- und HLA-DQ8-Allele, kodiert, stark mit der
Entwicklung von CRPS korrelieren (de Rooij et al., 2009b). Klare Daten, hinsichtlich
einzelner genetischen Veranderungen, die definitiv zur Entwicklung eines CRPS

fihren, liegen bislang nicht vor.
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5.4.7 Psychologische Faktoren

Obwohl beispielsweise Depressionen haufig bei CRPS-Patienten vorkommen
(Rommel et al., 2005) ist die Datenlage aktuell nicht ausreichend hinsichtlich eines
kausalen Zusammenhangs psychologischer Faktoren und dem Auftreten von CRPS.
Auch in umfangreichen Studien (Halicka et al., 2020) konnten einerseits
neuropsychologische Veranderungen (z.B. beztiglich der Kérperwahrnehmung und
hoherer kortikaler Funktionen) beobachtet werden. Andererseits wurden auch hier
weitere Studien zur genaueren Klarung des Zusammenhangs zwischen

psychologischen Veranderungen und CRPS empfohlen.

5.5 Tiermodelle

Es ist nach wie vor entscheidend, Hypothesen in Tiermodellen zu beweisen. Viele
Untersuchungen, beispielsweise der neuronalen Plastizitat, erfordern héhere
Hirnfunktionen und kénnen somit durch Versuche mit Nagetieren nicht ausreichend
abgebildet werden. Hinsichtlich der Untersuchung komplexer Verhaltensanderungen
wurden bislang nur wenige Versuche mit Hilfe des Frakturmodells unternommen
(Birklein et al., 2018). Ein etabliertes Tiermodell ist das chronische postischamische
Schmerzmodell (CPIP). Dabei wird ein enganliegender Kunststoff-O-Ring 3 Stunden
lang distal Uber die Hinterpfote geschoben (Coderre et al., 2004, Birklein et al.,
2018). Nach der Reperfusion entwickelten die Tiere nur wenige Stunden lang eine
Hyperamie und ein Odem, allerdings zeigten die Tiere mindestens 4 Wochen lang
ein Verhalten, dass klar hinweisend auf persistierende Schmerzen war. Dartiber
hinaus kam es in diesem Zeitraum zu Hyperalgesie bei mechanischen Reizen und
Kaltereizen. Zudem wurde beobachtet, dass die Symptomatik sich sogar auf die
unverletzte kontralaterale Hinterpfote ausbreitete (Birklein and Schlereth, 2015).
Trotz ausgepragter, CRPS-ahnlicher Symptomatik gilt es zu beriicksichtigen, dass
das typische Verhalten bei chronischen Schmerzen beidseitig und nicht einseitig, wie
bei CRPS, auftritt. Darliber hinaus halten die Veranderungen nur kurz an, somit
lassen sich langfristige Veranderungen nicht ausreichend gut darstellen (Birklein et
al., 2018).

Das aktuell realistischste Tiermodell ist das Tibia-Frakturmodell (TFM). Dieses wurde
sowohl an Ratten als auch an Mausen durchgefuhrt. Nach distaler Tibiafraktur und
Ruhigstellung (Gips) der entsprechenden Extremitat entwickeln die Tiere Odeme,

Anstieg der Hauttemperatur, periartikulare Osteoporose, vermehrte Protein-
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Extravasation, spontanes Schmerzverhalten und mechanische Hyperalgesie. Diese
Symptome treten vor allem an der verletzten Extremitat auf, aber auch an der
kontralateralen Extremitat werden einige Verdnderungen beobachtet (Birklein and
Schlereth, 2015, Guo et al., 2004). Der offensichtlichste Vorteil dieses Modells ist die
Nachahmung der haufigsten Atiologie des CRPS, der distalen Extremitatenfraktur.
Wie auch bei der natirlichen Frakturheilung beim Menschen kommt es auch in
diesem Modell in der Regel innerhalb weniger Wochen zu einer Regredienz der
Beschwerden (Birklein et al., 2018).

Ein weiteres Modell ist das Modell der Nadelstichverletzung. Der Ischiasnerv wird
chirurgisch freigelegt und mit einer Nadel punktiert. Die Tiere entwickeln eine
mechanische Hyperalgesie auf der behandelten und in geringerem Ausmal} auch auf
der unbehandelten Seite. Sichtbare Zeichen wie bei CRPS kdnnen selten beobachtet
werden (Siegel et al., 2007).

Uber die o.g. Tierversuchsmodelle gibt es noch weitere Ansétze, allerdings jeweils
nur mit geringen Entziindungszeichen und somit mit wenig
Vergleichbarkeit/Aussagekraft hinsichtlich CRPS. Daruber hinaus wurde nicht
berichtet, ob die Symptomatik im jeweiligen Modell Gber das Innervationsgebiet eines
Nerven hinausging. Trotz der Limitationen der einzelnen Modelle haben sie
wesentliche Erkenntnisse bezuglich der Pathophysiologie des CRPS erbracht und

sind weiterhin ein wichtiger Bestandteil der Forschung (Birklein and Schlereth, 2015).

5.6 Therapie

5.6.1 Medikamentése Therapie

Hinsichtlich der laut der Leitlinie der deutschen Gesellschaft fiir Neurologie
empfohlenen medikamentésen Therapien gibt die Tabelle 2 einen Uberblick tiber die

verschiedenen Substanzklassen.
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Tabelle 2: Ubersicht medikamentése Therapien bei CRPS, modifiziert nach (Birklein, 2018)

Bisphosphonate | Empfohlen bei CRPS | Hemmung der (Adami et al.,
oral oder i.v. der oberen und Osteoklastenaktivitat; 1997)
unteren Extremitat Langerfristige (Manicourt et
Entzindungshemmenung; | al., 2004)
Modulation der spinalen (Varenna et
Mikroglia al., 2013)
Steroide Im frihen Antiinflammatorisch (Christensen
oral CRPS-Stadium Antibdematos et al., 1982)
(Rétung, Odem,
Uberwarmung)
Kurzzeitiger Einsatz
Gabapentin Therapie der Wirkung auf die a2/6- (van de
oral Schmerzen und Untereinheit neuronaler Vusse et al.,
Sensibiltitatsstérungen | Kalziumkanale 2004)
Dimethylsulfoxid | Standardbehandlung | Antioxidative Wirkung Keine

(DMSO)
topisch

in den Niederlanden

ausreichende
Evidenz der
Wirksamkeit
(Perez et al.,
2003)

Hinsichtlich der Entziindungsreaktion beim komplex regionalen Schmerzsyndrom

sind hier insbesondere die Glukokortikoide zu erwahnen. Sie entfalten ihre

antiinflammatorische und antiodematése Wirkung tber die Bindung an Rezeptoren

am Zellkern und die Wirkung auf Zellmembranen (Birklein, 2018). Die Wirksamkeit

der Steroide konnte in diversen Studien belegt werden (Christensen et al., 1982,
Kalita et al., 2006).

Bezuglich der Dosierung und Effektivitat gibt es sehr unterschiedliche Angaben und

verschiedene Erfahrungen der Behandler, sodass im Einzelfall eine individuelle

Entscheidung getroffen werden sollte. In der Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur
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Neurologie wird laut Studienlage ein Prednisolonaquivalent von > 30-40 mg/Tag Uber
4 Wochen bei akutem CRPS mit einer Dauer von bis zu 6 Monaten empfohlen
(Birklein, 2018).

Diese Steroid-Therapie hat einen Effekt auf die immunologischen Mediatoren, u.a.
auch auf die Interleukine, somit ist anzunehmen, dass die Wirkung des Cortisons

auch uber die Beeinflussung dieser Mediatoren geschieht (de Jong et al., 1999).

6 Material und Methoden

6.1 Versuchstiere

Die Experimente wurden mit 60 mannlichen Albino-BALB/c-Mausen durchgefihrt.
Davon handelte es sich bei 30 Tieren um IL-4-Rezeptor-Knockout-Mause. Die
restlichen 30 Tiere waren Wildtyp Albino-BALB/c-Méause.

C57BL/6-Méause, die ebenfalls haufig fur ahnliche Experimente herangezogen
werden und die hier verwendeten BALB/c-M&use unterscheiden sich in ihrer
angeborenen Immunantwort, hauptsachlich zwischen Typ 1 und Typ 2 Helfer-T-
Zellen (Thl und Th2). Bei C57BL/6-Mausen spielen die Th1l-Immunantwort und die
IFNy-Produktion die Hauptrolle. Im Gegensatz dazu ist es bei BALB/c-Mausen
einfacher, eine Th2-Immunantwort zu induzieren. BALB/c-M&ause neigen dazu, eine
starkere humorale Antwort zu produzieren als C57BL/6-Mause (Watanabe et al.,
2004). Die Tiere wurden unter spezifischen pathogenfreien Barrierebedingungen in
handelsublichen Kunststoffkafigen mit den Maf3en 20 cm x 25 cm gehalten und es
wurden 2-3 Tiere/Kafig untergebracht. Bei der Einstreu handelte es sich um
gewohnliche Holzpellets. Die durchschnittliche Temperatur betrug 24 °C und die
Luftfeuchtigkeit circa 40 %. Futter und Wasser wurden ad libitum bereitgestellt und
es wurde ein 12-stiindiger Tag-/Nacht-Zyklus eingehalten. Die Unterbringung erfolgte
in den institutionellen Tieranlagen der ,Mouse Behavior Unit“ in Mainz unter Aufsicht
der dort zustandigen Tierarzte und Tierpfleger. Vor Beginn der Experimente wurde
eine Akklimatisierung der Versuchstiere in der jeweiligen Gruppe fur 2-3 Wochen
gewahrleistet. Alle Verfahren folgten den Richtlinien fur Tierversuche des deutschen
Tierschutzgesetzes 2006 und hielten sich an die Richtlinien des Komitees fur
Forschung und ethische Fragen der International Association for the Study of Pain
(IASP) von 1983. Sie wurden von der zustandigen Ethikkommission zugelassen, vom

Landesuntersuchungsamt genehmigt und vom Anstaltstierarzt beaufsichtigt. Es
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wurde darauf geachtet, den Tieren kein unnétiges Leid zuzufligen. 9 der Tiere
starben vor dem Ende der Versuche; die Gbrigen 51 Tiere wurden in die Analyse
einbezogen. Wir hielten uns, hinsichtlich Geschlechtes und Alter, an friihere Arbeiten
am Tibia-Frakturmodell, um unsere Studie mit der Literatur vergleichbar zu machen
(Birklein et al., 2018). In der aktuellen Literatur gibt es Evidenz, dass IL-4-Rezeptor
Knockout BALB/c-Méause tUberempfindlich auf taktile Reize (von-Frey-Test) nach

einem Trauma reagieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren (Uceyler et al., 2011).

6.2 Tibia-Fraktur

Hinsichtlich des Tibia-Frakturmodells (TFM) haben wir uns an vorangegangenen
Versuchen anderer Arbeitsgruppen zum Thema CRPS orientiert (Wei et al., 2016,
Guo et al., 2012). Initial erfolgte eine Inhalationsnarkose mit Isofluran tGber einen
Verdampfer (Vapor 19,3, Drager). Das Gas wurde mit reinem Sauerstoff gemischt
und eine Konzentration von ca. 1,5% - 2% angestrebt. Nach circa 2 Minuten wurde
die Narkosetiefe mit dem Zwischenzehenreflex gepruft. Wenn der Reflex nicht mehr
ausgelost werden konnte, war die gewiinschte Narkosetiefe erreicht. Die Maus
wurde bei Narkoseeinleitung auf dem Bauch gelagert. Zunachst wurde ein etwa 30
cm langer Leukoplaststreifen zusammengefaltet, sodass er nicht am Fell der Maus
festklebte. Dieses wurde zwei- bis dreimal um den Bauch oberhalb der Hinterlaufe
geschlungen. Anschlie3end wurde das Band noch einmal um die Tibia geschlungen
und dann am Bauch fixiert. Diese Vorbereitung erfolgte zur besseren Befestigung
des Gipses und als Schutz vor Hautlasionen durch den Gips. Nach Umlagerung des
Versuchstieres auf den Ricken erfolgte die Polsterung der rechten Tibia mit einem
Stuck Watte. Nach erneuter Prifung der Narkosetiefe wurde die mit Watte
gepolsterte rechte Tibia mit einer Klemme gefasst. Bei gleichzeitiger Fixierung von
Sprunggelenk und Hiifte wurde die Klemme um ca. 45° zur Seite gekippt, bis es zu
einer spirbaren Fraktur der rechten Tibia kam. Ein etwa 30 cm langes Stuck ,Cast
Tape® (Gips) wurde in der Mitte halbiert. AnschlieRend wurde ein weiteres, 1 cm
langes, schmales Stlick des Cast Tapes abgeschnitten. Eine Halfte des 30 cm
langen Tapes wurde der Maus um den Bauch geschlungen und an dem zuvor
befestigten Leukoplast fixiert. Das 1 cm lange Stlick wurde verwendet, um den
Vorderful} in leichter Flexionsstellung mit dem Gips zu fixieren. Zuletzt wurde das

zweite Stlck des Tapes um die Tibia gewickelt und oberhalb der Hufte fixiert. Zur
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Vermeidung eines Kompartment-Syndroms erfolgte im Bereich der rechten Tibia eine
moglichst lockere Stabilisierung mit dem Gips. Der Vorderfuld wurde frei gelassen.
Kurz vor dem Ende der Inhalationsnarkose erhielt das Versuchstier eine
gewichtsadaptierte Analgesie (Buprenorphin 0,05 ug/kg KG), isotonische
Kochsalzlésung zur ausreichenden Flissigkeitsversorgung postoperativ, sowie
Enrofloxacin als Antibiotika-Prophylaxe. Im Anschluss wurde die Inhalationsnarkose
beendet und die Maus wahrend der Aufwachphase im Kafig beobachtet hinsichtlich
maoglicher Komplikationen. Alle Hindernisse wurden aus dem Kafig entfernt, damit
ausreichende Bewegungsfreiheit fir das Versuchstier gewahrleistet war.

12 Stunden und 24 Stunden post-OP wurde der Zustand der Maus erneut kontrolliert
und das Analgetikum und die Kochsalzldsung wurden nochmals in der gleichen
Dosierung appliziert. Der Gips wurde zur konservativen Frakturheilung fur insgesamt
3 Wochen belassen. AnschlieRend erfolgte eine erneute Inhalationsnarkose und die
Entfernung des Gipses. Alle Versuchstiere wurden engmaschig in den 3 Wochen
nach Fraktur beobachtet auf Sitz des Gips und hinsichtlich des
Gesundheitszustands. Zur Entfernung des Gipses wurde mit einer Schere vorsichtig
zunachst der abdominelle Teil des Gipses aufgeschnitten und abgenommen. In der
Regel konnte der Gips am Bein der Maus leicht abgezogen werden. Falls dies nicht
gelang, wurde der Gips vorsichtig an der Seite aufgeschnitten, um die Maus nicht zu
verletzen. AnschlieRend wurde das Versuchstier in den Kafig gesetzt. Die
Temperatur und das Odem wurden nach dem Entfernen des Gipses gemessen. Alle

anderen Tests wurden mit etwas Abstand zur Narkose nach 1-2 Tagen durchgefihrt.

6.2.1 Verwendete Pharmaka

Antibiotikum:

Wir haben den Wirkstoff Enrofloxacin verwendet mit dem Handelsnamen Baytril.
Das Medikament wurde in verdinnter Losung subkutan appliziert. Die Konzentration
sollte 5 ug pro kg Maus betragen, sodass die Applikation gewichtsadaptiert erfolgte.

Die Entnahme erfolgte mit handelstblichen Pipetten des Herstellers Accumax.

Analgetikum:
Wir verwendeten zur Analgesie den Wirkstoff Buprenorphin mit dem Handelsnamen

Temgesic. Das Praparat wurde verdinnt subcutan appliziert. 1ml Temgesic enthalten
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0,3 mg des Wirkstoffes. Die Konzentration sollte 0,05 pg pro Kilogramm Maus

betragen, sodass eine gewichtsadaptierte Verabreichung erfolgte.

Inhalationsanasthetikum:

Einige der durchgefuhrten Experimente erfolgten unter Inhalationsnarkose.
Verwendet wurde hier der Wirkstoff Isofluran. Hersteller des Praparates mit dem
Handelsnamen Forena ist die Firma Abbvie Deutschland. Die Konzentration der
Losung betrug 100 %. Zur Verabreichung wurde ein speziell fur Isofluran geeigneter
Verdampfer (Vapor 19.3) der Marke Drager genutzt. Die Konzentration des Isoflurans

im Isofluran-Sauerstoffgemisch wurde auf 2 Vol.% eingestellt.

6.3 Mechanische Allodynie

Wir untersuchten die mechanische Allodynie unter Verwendung von Nylon-von-Frey-
Filamenten (Aesthesio; Ugo Basile, Monvalle, Italien) nach dem von Chaplan et al.
beschriebenen "up-down"-Algorithmus.(Chaplan et al., 1994). Dariber hinaus
verwendeten Clark et al. diese Methode zum Nachweis von Allodynie bei Mausen
(Clark et al., 2006). Die Tests wurden in durchsichtigen zylindrischen
Plastikbehaltern (10 cm Durchmesser und 40 cm Hohe) durchgefihrt. Die Mause
wurden in diese Kasten auf Drahtgitterboden platziert und erhielten vor dem
Testverfahren mindestens 30 Minuten Akklimatisierungszeit. Fasern mit sukzessiv
zunehmendem Druck (in mN wurden vorsichtig gegen die Hinterpfoten, etwa in der
Mitte der Sohle, gedrickt. Die Faser wurde nach oben gedriickt, bis sie leicht
gebogen war und 5 Sekunden an Ort und Stelle belassen. Das Zurlckziehen oder
Lecken der Hinterpfote nach der Faserapplikation wurde als Reaktion gewertet (Guo
et al., 2012). Falls keine Reaktion erfolgte, wurde die nachst starkere Faser in der
Testbatterie an der gleichen Pfote verwendet. Wenn eine Reaktion beobachtet
wurde, wurde eine weniger starke Faser appliziert. Das Testverfahren wurde bis zu 3
positiven Reaktionen fortgesetzt. Fur die Analyse wurde der Mittelwert in mN der 3

positiven Antworten verwendet.

28



6.4 Kéalteallodynie
Bei der Durchfuhrung des Tests wurden die Tiere auf ein Gitter gesetzt (Base
Platform 37000-003, UGO Basile). Dabei salR3en die Tiere einzeln in einer der 12
transparenten Kunststoffboxen mit den MalRen 10 cm x 10 cm. Den Tieren wurden
30 Minuten Habituationszeit gegeben, bevor mit der Testung begonnen wurde. Als
Kontrolle wurde initial ein Tropfen Wasser (temperiert entsprechend der
Korpertemperatur) dreimal abwechselnd auf jede plantare Oberflache der Hinterpfote
gegeben und die Reaktion der Maus dokumentiert. Dann wurde dasselbe Verfahren
mit einem Tropfen Aceton (0,5 - 1 ml) fur jede Pfote abwechselnd ebenfalls dreimal
pro Pfote wiederholt. Die Reaktion jeder Maus wurde 20 Sekunden lang
aufgezeichnet und dokumentiert.
Die Reaktionen auf Aceton wurden auf einer 4-Punkte-Skala eingestuft:

- 0, keine Reaktion

- 1, schnelles Zuriickziehen, Schitteln oder Aufstampfen der Pfote

- 2, langeres Zurickziehen oder wiederholtes Wegziehen der Pfote

- 3, wiederholtes Wegziehen der Pfote mit Lecken der ventralen Pfote

Die Reaktion jedes Tieres wurde entsprechend dokumentiert. Fur die Auswertung
wurde der Mittelwert aus allen Testungen der rechten Hinterpfote zum jeweiligen

Zeitpunkt verwendet.

6.5 Hinterpfoten-Gewichtsbelastung

Fur die Messung der bilateralen Hinterpfoten-Gewichtsbelastung als Malf3 fir den
Spontanschmerz wurde ein ,Incapacitance Device® (IITC Life Science, Woodland
Hills, CA) verwendet. Die Mause wurden manuell in vertikaler Position Uber das
Gerat gehalten, wobei die Hinterpfoten auf separaten Metallwaagenplatten ruhten
und das gesamte Gewicht der Maus auf den Hinterpfoten lag. Die Dauer jeder
Messung betrug 6 s, und es wurden 6 aufeinanderfolgende Messungen im Abstand
von 10 s durchgefihrt. Alle 6 Messwerte wurden gemittelt, um die bilaterale
Gewichtsbelastung der Hinterpfoten zu berechnen. Die Methode mit dem
entsprechenden Gerat wurde durch die Gruppe

von W. Kingery, Palo Alto im Tibia-Fraktur-Modell validiert (Guo et al., 2012, Li et al.,
2014). Nach jeder Maus wurde der Versuchsapparat grundlich mit einer
Ethanollésung (70%) gesaubert.
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6.6 Hinterpfoten-Volumen-Messung

Zur Bestimmung der dorsal-ventralen Dicke beider Hinterpfoten wurde ein
Lasersensorgerat (4381 Precicura, Limab, Goteborg, Schweden) mit einem
Messbereich von 200 mm und einer Auflésung von 0,01 mm verwendet. Jede Maus
wurde kurz mit Isofluran betaubt und dann vertikal gehalten, so dass jede Hinterpfote
auf einer Tischplatte unter dem Laser ruhte. Die Pfote wurde sanft flach auf dem
Tisch gehalten, wobei ein kleiner Metallstab an der Oberseite des Sprunggelenks
angebracht wurde. Durch optische Triangulation mit einem Abstandsmesssensor
wurde der Abstand zur Tischplatte und zur Oberseite der Hinterpfote bestimmit.

Die Differenz wurde zur Berechnung der dorsal-ventralen Pfotendicke verwendet.

Insgesamt wurden 2 Messungen pro Pfote durchgefuhrt.

6.7 Hinterpfoten-Temperaturmessung

Die Temperatur der Hinterpfote wurde mit einem feinen Draht-Thermoelement (OM-
CP; Omega, Norwalk, CT) gemessen, das auf die Pfotenhaut aufgebracht wurde.
Der Untersucher hielt die Temperatursonde mit einem isolierenden Styroporblock.
Drei Stellen wurden Gber dem Dorsum der Hinterpfote getestet: Zwischen dem
ersten und zweiten MittelfulRknochen (medial), dem zweiten und dritten
Mittelful3knochen (zentral) und dem vierten und flnften Mittelfu3knochen (lateral).
Nachdem eine Stelle bei einer Hinterpfote getestet wurde, wurde dieselbe Stelle
sofort bei der kontralateralen Hinterpfote getestet. Das Testprotokoll lautete: medial
dorsal rechts dann links, zentral dorsal rechts dann links, lateral dorsal rechts dann
links, medial dorsal links dann rechts, zentral dorsal links dann rechts und lateral
dorsal links dann rechts. Die sechs Messungen flr jede Hinterpfote wurden fir die
Bestimmung der mittleren Temperatur gemittelt. Nach der Messung wurde die Maus
alleine in einen Kafig gesetzt, um dort in Ruhe aufzuwachen. Nach der
Aufwachphase folgte eine etwa 15-minltige Beobachtungsphase, um sicher zu

stellen, dass es keine weiteren Komplikationen gab.

6.8 Catwalk-Ganganalyse
Wir haben fur diese Studie CatWalk XT Version 10.6 (Noldus) verwendet. Licht aus
einer Leuchtstoffrohre wurde durch eine Glasplatte emittiert und die Lichtstrahlen

wurden im Inneren vollstandig reflektiert. Wenn die Pfote einer Maus mit der
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Glasoberflache in Kontakt kam, wurde das Licht nach unten reflektiert und ergab ein
scharfes Bild eines hellen Pfotenabdrucks. Eine Kamera wurde unter der Glasplatte
befestigt und der gesamte Lauf wurde aufgezeichnet, so dass es méglich war, das
komplette Gangbild/Laufmuster zu aufzuzeichnen. Der glaserne Laufsteg wurde so
eingestellt, dass er etwas >8 cm breit war und die Kamera 75 cm darunter
positioniert wurde, sodass die Grof3e des virtuellen Laufstegs auf 70 cm Lange und 8
cm Breite eingestellt werden konnte. Vor Beginn des Experiments wurden die
Einstellungen fur die Kameraerkennung mit der Auto-Detect-Funktion des
Programms angepasst. Das System wurde bei jeder Einstellung der Kameraposition
mit Hilfe eines rechteckigen Kalibrierblatts von 10 x 5 cm kalibriert. Jedes Tier erhielt
2 Tage Gewohnungszeit an das Experiment mit entsprechenden Testlaufen. Um die
Tiere zum Laufen zu bewegen, wurde ein sanfter Luftzug eingesetzt. Alle Trainings-
und Testsitzungen wurden vom gleichen Forscher in einem dunklen Raum zu einer
einheitlichen Tageszeit (beginnend um 17 Uhr) durchgefiihrt. Vor jeder Sitzung
wurden die Tiere 30 Minuten lang an den Versuchsraum gewdhnt. Am ersten der 5
Trainingstage wurden die Mause in die Versuchsumgebung und den CatWalk-
Apparat eingefuihrt. Zuerst wurden sie in ihren Heimkafigen in den Versuchsraum
gebracht und 30 Minuten lang ungestort gelassen. Dann wurden sie einzeln auf den
CatWalk gesetzt und durften die Umgebung 10 Minuten lang frei erforschen. Es
wurde darauf geachtet, dass der Laufsteg vor und nach jedem Versuchstier grindlich
gereinigt wurde. Am Ende der Sitzung wurden die M&use in ihre Heimkafige
zurlickgebracht. An jedem der folgenden 4 Tage wurden die Mause darauf trainiert,
den Laufsteg zu tberqueren. Nach einer 30-minutigen Akklimatisierung an den
Raum wurden sie an einem Ende des Laufstegs platziert und ggf. durch einen
sanften Luftzug ermutigt, zum anderen Ende hintiberzulaufen. Die Trainingseinheit
wurde beendet, sobald das Tier erfolgreich drei vollstandige Laufe Gber den Laufsteg
absolviert, oder eine maximale Zeit von 10 Minuten auf dem Laufsteg erreicht hatte.
Die Daten des Baseline-Tests wurden am Tag unmittelbar nach der Trainingsperiode
(3 Tage vor Tibiafraktur) und dann am Tag 1 nach Gips-Entfernung (nach 3 Wochen
Heilungsphase mittels Gipses) erhoben. Wahrend jeder Versuchssitzung mussten
die Versuchstiere drei konforme L&ufe absolvieren, die fur diese Studie durch eine
kontinuierliche, ununterbrochene Fortbewegung definiert waren, die den gesamten
Laufsteg in beide Richtungen durchquerte. Die Mause wurden darauf trainiert, 3
Tage vor der Tibia-Fraktur den Gehweg zu tiberqueren. Dieses Trainingsverfahren

fuhrte dazu, ohne Zégern mit konstanter Geschwindigkeit zu gehen. Wir
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konzentrierten uns auf die Beurteilung der Symptome und des Gangbildes nach der

Fraktur.

Kriterien fUr einen giltigen Lauf:

Minimale Dauer eines Laufs: 0,5 Sekunden

Maximale Dauer eines Laufs: 5,0 Sekunden

Weitere Kriterien:

Minimale Anzahl gultiger Laufe fur Akquise: 3

Maximale Geschwindigkeitsdnderung: <90

Einstellungen:

Schwellenwert (threshold): 0.25 (wenig Hintergrundrauschen)

Gain: 37.5 (ausreichende Beleuchtung)
Max. range: 150-250
Min. intensity: 20

Definition der ausgewerteten Parameter bezilglich der Ganganalyse

Alle folgenden Variablen wurden fiir die rechte Hinterpfote ausgewertet zum
Zeitpunkt t=0 (Baseline) und t=3 (3 Wochen nach Fraktur).

Average speed: Durchschnittsgeschwindigkeit in mm/s.
Run duration: Dauer fur 1 Lauf in s.
Stride length: Die Schrittlange ist der Abstand zwischen den

aufeinanderfolgenden Platzierungen der gleichen Pfote,
also die Strecke, die eine Pfote wéhrend eines Schrittes
zurtcklegt im mm.

Swing speed: Geschwindigkeit der Bewegung einer Pfote wéahrend der
Schwungphase in mm/s.

Step Cycle: Zeit, um sowohl die Stand- als auch die Schwungphase zu
durchlaufen in s.

BOS (base of support):  Abstand zwischen den beiden Hinterpfoten in mm.
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6.9 Immunhistochemie

Es wurden Daten von 16 Patienten gesammelt, die von 2009 bis 2014 in der
Hautklinik und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz entweder mit der Diagnose
.=akutes CRPS*, ,chronisches CRPS* gelistet wurden.

Unter ihnen waren 9 Patienten weiblich und 7 ménnlich. Das Alter der Patienten lag
zwischen 28 und 73 Jahren. Im Mittel lag das Alter bei 50 Jahren. Diese Studie
wurde von der zustandigen Ethikkommission genehmigt, und alle Patienten gaben
ihre Zustimmung.

Die konventionelle IHC-Farbung fir das Antigen CD1a [Klon: 010; DAKOQO], das von
Langerhans-Zellen der Haut exprimiert wird, wurde nach einem Standardverfahren
durchgefuhrt. Nach dem Schneiden von 2,5um dicken Schnitten mit einem
Prazisionsmikrotom wurden die Proben eine Stunde lang bei 60°C inkubiert und in
einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert. Die Vorbehandlung fir die IHC
erfolgte mit Antigen-Demaskierungspuffern (fir CD1a: Citrat), die fir das
ausgewahlte Antigen spezifisch sind. Anschliel3end wurde die endogene Peroxidase
mit 3%iger H202-L6sung blockiert. Die Inkubation der Antikdrper erfolgte eine Stunde
lang bei 30°C. Der Nachweis der priméren Antikdrper erfolgte mit geeigneten
sekundaren Antikérpern (Peroxidase-markiertes Polymer oder IG-Detektionssystem
fur Kaninchen/Maus). Die Markierung erfolgte entweder mit 3,3"-Diaminobenzidin
(DAB) (falls IHC BRAUN) oder PermaRed/AP-Auto (falls IHC ROT)
(Substrat/Chromogensystem). Abschliel3end wurden alle Proben mit Hamatoxylin bei
einer Inkubationszeit von 2 min gegengefarbt. Nach dem Spulen mit Leitungswasser
wurden die Proben mit einer aufsteigenden Alkoholreihe behandelt und mit einem
Deckglas unter Verwendung von Eukitt-Montagemedium (Xylol) abgedeckt. Parallel
dazu wurden fur alle Gewebeproben Hamatoxylin- und Eosinfarbungen durchgefihrt.
Unter einem Lichtmikroskop (Olympus BX51) wurden Zellen mit braunen Dendriten
in der Zellmembran und/oder im Zytoplasma als positive Zellen betrachtet. Mit 200-
facher VergréRerung wurden aus jedem Abschnitt 5 zuféllige Felder ausgewabhlt, die
hauptsachlich Epidermis und Dermis enthielten.

Die Anzahl der positiven Zellen in der Epidermis und Dermis in jedem Gesichtsfeld
wurden gezahlt. Dabei wurde die Epidermis und Dermis jeweils separat beurteilt. Die
Anzahl der CD1a positiven Zellen pro Gesichtsfeld wurde im Anschluss gemittelt. Als

Software kam das Programm ,cellSens” von Olympus zum Einsatz.
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6.9.1 Statistische Methoden

Die wahrend der Versuchsdurchfiihrung erhobenen Daten wurden zunéchst in Excel
Tabellen eingepflegt (Microsoft Office Excel Version 16.46 fur Mac). Es wurden
Berechnungen, wie beispielsweise die Ermittlung von Differenzen, durchgefuhrt. Im
Anschluss wurden diese Datensatze in das Statistikprogramm SPSS (IBM SPSS
Statistics Version 23) ubertragen und weiter ausgewertet.

Fur die weiteren durchgefuhrten Tests in SPSS wurde ein Signifikanzniveau von 5 %
(p< 0,05) festgelegt. Neben der deskriptiven Datenbeschreibung durch Mittelwerte,
Minima und Maxima, wurden alle stetigen Variablen auf Normalverteilung geprtift.
Anschliel3end wurde mithilfe des Levene-Tests die Varianzhomogenitat getestet.
Bei p > 0,05 wurde die Nullhypothese beibehalten, die Varianzhomogenitat wurde
angenommen.

Im Falle einer Normalverteilung (gepruft mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests)
wurde anschliel3end untersucht, ob zwischen zwei Gruppen zu den jeweiligen
Zeitpunkten ein statistisch signifikanter Unterschied besteht.

Hierzu wurde der t-Test zum Vergleich der Mittelwerte bei nicht-verbundenen
Stichproben durchgefihrt.

Der p-Wert zur Definition der statistischen Signifikanz betrug hier 0,05 (5 %-
Signifikanzniveau).

Um den Gesamt-Gruppeneffekt der IL-4-Rezeptor-Knockout Tiere gegeniber den
Wildtyp-Tieren zu ermitteln und um die Gruppenunterschiede zu den verschiedenen
Messzeitpunkten zu ermitteln, wurde eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA)
mit anschlieRendem post-hoc Test durchgefihrt.

Fur die nicht-normalverteilten Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test als nicht-
parametrischer Test fur den Vergleich zweier Gruppen verwendet.

Daruber hinaus fuhrten wir den asymptotischen Wilcoxon-Test fur abhéangige
Stichproben durch, um zu tberprifen, ob die zentralen Tendenzen zweier
abhangiger Stichproben verschieden sind.

Das zweiseitige Signifikanzniveau lag bei p < 0,05. Der z-Wert wurde auf Signifikanz
gepruft. Lag der Betrag der z-Wertes tber 1,96 wurde er als signifikant
angenommen.

Zur graphischen Veranschaulichung der Ergebnisse und der Gruppenunterschiede
wurde das Programm Graph Pad Prism Version 9.2.0 verwendet. Uberwiegend
wurden Punktediagramme mit Verbindungslinien und Fehlerbalken (Standardfehler)

verwendet zur Darstellung der Ergebnisse beider Gruppen (Wildtyp vs. IL-4-
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Rezeptor-Knockout) im Vergleich zu den verschiedenen Untersuchungszeitpunkten
Uber die Zeit.

Zur Veranschaulichung der Ergebnisse der Quantifizierung CD1a-positiver Zellen in
der Haut von CRPS-Patienten wurde ebenfalls Graph Pad Prism Version 9.2.0
verwendet und Streudiagramme erstellt.

Die fehlenden Werte wurden mit dem Mittelwert der Zahlenreihe ersetzt.

Bei der Auswertung verzichteten wir auf das Ersetzen der Werte bei den
Ergebnissen der Untersuchung der Pfotentemperatur um falsche Schlussfolgerungen

Zu vermeiden.

7 Ergebnisse
7.1 Ergebnisse zu den Hauptfragestellungen

7.1.1 Ergebnisse zur Hinterpfoten-Volumenmessung

Die Gruppe der BALB/c-Wildtyp-Mause bestand aus n = 30 Tieren. Vor der
Untersuchung 3 Wochen nach Fraktur verstarben 3 Tiere, sodass n = 27 der Wildtyp-
Mause in die weiteren Untersuchungen einbezogen wurden.

Die Gruppe der BALB/c IL-4R-KO-Tiere bestand aus n = 30 Tieren.

Somit gingen insgesamt n = 57 Tiere in die Auswertung ein. Dies gilt fur alle
folgenden Punkte bis einschlief3lich Punkt 7.2.3.

Aufgrund eines Gerate-Defektes wurden die Messungen des Hinterpfoten-Volumens
zur Baseline-Untersuchung bei den Wildtyp-Tieren mittels Schieblehre durchgefihrt,
alle anderen Messungen erfolgten mittels Lasermessung (anterior-posterior-
Durchmesser).

Die Abbildung 1 veranschaulicht die Ergebnisse der Hinterpfoten-
Volumenmessungen zu den einzelnen Zeitpunkten tber die Zeit, jeweils
vergleichend zwischen der Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der IL-4-

Rezeptor-Knockout-Tiere.
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ABBILDUNG 1: HINTERPFOTEN-VOLUMENMESSUNG/ODEMBILDUNG; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-
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Nach Tibia-Fraktur der rechten Hinterpfote zeigte sich in beiden Gruppen eine
deutliche Odembildung mit einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur.

Diese Odembildung war bis 9 Wochen nach Fraktur durchgehend regredient.

Das Ausgangsniveau wurde in beiden Gruppen nicht erreicht.

12 Wochen nach Fraktur zeigte sich eine erneute diskrete Zunahme des Odems, hier
etwas deutlicher bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren im Vergleich mit den
Wildtyp-Mausen.

Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte einen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,004).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten eine signifikant starkere
Odembildung 3 Wochen nach Fraktur (p = 0,007), 9 Wochen nach Fraktur (p =
0,034), sowie 12 Wochen nach Fraktur (p = 0,004) bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-
Tieren.

Zur Baseline-Untersuchung (p = 0,344) und 6 Wochen nach Fraktur (p = 0,42)
konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

Somit werteten wir die Ergebnisse in beiden Gruppen als prolongierte
Entziindungsreaktion mit vermehrter Odembildung der rechten Hinterpfote nach

Tibia-Fraktur rechts mit maximaler Auspragung des Odems 3 Wochen nach Fraktur
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und signifikantem Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts 3 Wochen nach Fraktur, 9

Wochen nach Fraktur und 12 Wochen nach Fraktur.

7.1.2 Ergebnisse zur Hinterpfoten-Temperaturmessung
Beurteilt wurde der Mittelwert des Temperaturunterschiedes rechte Hinterpfote —

linke Hinterpfote in Grad Celsius zum jeweiligen Zeitpunkt.

Die Abbildung 2 gibt einen Uberblick tiber die Ergebnisse der Pfoten-
Temperaturmessungen zu den einzelnen Zeitpunkten tGber die Zeit, jeweils im

direkten Vergleich der Wildtyp-Tiere und der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere.

ABBILDUNG 2: HINTERPFOTEN-TEMPERATURMESSUNG; WILDTYP VS. |IL-4-REZEPTOR-KO
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Aufgrund zahlreicher fehlender Werte, insbesondere zu den Zeitpunkten 3 Wochen
nach Fraktur, 6 Wochen nach Fraktur und 12 Wochen nach Fraktur konnte keine
Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) berechnet werden und die Voraussetzungen
flr einen t-Test waren nicht erfullt.

Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests konnten wir allerdings signifikante Unterschiede
der zentralen Tendenzen zwischen den zwei Gruppen mit deutlich starkerer

Uberwarmung der rechten Hinterpfote bei den IL-4-Rezeptor-Knockout Tieren
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zeigen. Eine signifikant warmere Hinterpfote bei den Knockout Tieren lief3 sich 3
Wochen nach Fraktur (p = 0,005) und 6 Wochen nach Fraktur (p = 0,002)
objektivieren. 9 Wochen nach Fraktur (p = 0,46) und 12 Wochen nach Fraktur (p =

0,18) gab es keinen relevanten Gruppenunterschied.

Zusammenfassend war hier eine deutliche Uberwarmung der rechten Hinterpfote mit
einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur in beiden Gruppen festzustellen,
ausgepragter in der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout Tiere bis einschliel3lich 6
Wochen nach Fraktur. Ein statistisch signifikanter Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts konnte nicht gezeigt werden, jedoch eine signifikant starkere
Uberwarmung der rechten Hinterpfote bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren 3

Wochen nach Fraktur und 6 Wochen nach Fraktur.

7.2 Ergebnisse zu den Nebenfragestellungen

7.2.1 Ergebnisse hinsichtlich der Kélte-Allodynie

Die Abbildung 3 veranschaulicht die Ergebnisse beziglich der Untersuchungen zur
Kalte-Allodynie zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten Uber die Zeit, jeweils im
Vergleich der Gruppe der Wildtyp-Tiere mit der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-

Tiere.

38



ABBILDUNG 3: KALTE-ALLODYNIE; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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In beiden Gruppen war eine deutliche Kalte-Allodynie nach Tibia-Fraktur der rechten
Hinterpfote mit einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur zu objektivieren.

Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte keinen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,182).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten zu keinem Zeitpunkt eine
signifikant starkere Kalte-Allodynie bei den IL-4-Rezeptor Knockout-Tieren (Baseline:
p =0,27; 3 Wochen nach Fraktur: p =0,11; 6 Wochen nach Fraktur: p = 0,497; 9
Wochen nach Fraktur: p = 0,22; 12 Wochen nach Fraktur: p = 0,09).

In Zusammenschau der Daten konnte eine deutliche Kélte-Allodynie in beiden
Gruppen mit einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur objektiviert werden, sowie eine
prolongierte Kalte-Allodynie in beiden Gruppen Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum.

Ein statistisch signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts konnte nicht gezeigt
werden, wobei graphisch eine geringfugig starkere Kalte-Allodynie bei den Knockout-
Tieren auffiel (Abb. 3).

7.2.2 Ergebnisse zur mechanischen Hyperalgesie

Die Abbildung 4 zeigt die Untersuchungsergebnisse hinsichtlich der mechanischen

Hyperalgesie zu den einzelnen Untersuchungszeitpunkten bei mechanischem Reiz
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mit Von-Frey-Filamenten. Verglichen werden hier die Ergebnisse der Gruppe der

Wildtyp-Tiere mit der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout Tiere.

ABBILDUNG 4: MECHANISCHE HYPERALGESIE; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO

Von Frey
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Bereits graphisch fiel hier eine sehr ausgepragte mechanische Hyperalgesie mit
einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur auf.

Das Ausgangsniveau wurde in beiden Gruppen bis einschlie3lich 12 Wochen nach
Tibia-Fraktur rechts nicht erreicht, sodass wir eine prolongierte mechanische
Hyperalgesie annahmen.

Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte einen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p < 0,001).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten eine signifikant starkere
mechanische Hyperalgesie 3 Wochen nach Fraktur (p = 0,003), 6 Wochen nach
Fraktur (p < 0,001) und 12 Wochen nach Fraktur (p < 0,001). Zur Baseline-
Untersuchung (p = 0,88) und 9 Wochen nach Fraktur (p = 0,095) konnte kein

signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts gezeigt werden.

Zusammenfassend konnten wir deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen
hinsichtlich der mechanischen Hyperalgesie feststellen. Wahrend die Wildtyp-
Versuchstiere 6 Wochen nach Fraktur und auch zum letzten Untersuchungszeitpunkt
12 Wochen nach Fraktur nahezu das Ausgangsniveau erreichten, hielt die

mechanische Hyperalgesie bei den IL-4-Rezeptor-Knockout Tieren deutlich langer an
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und war ausgepragter. Somit konnten wir einen deutlichen Effekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts zeigen.

7.2.3 Ergebnisse hinsichtlich der Pfotenbelastung
Die Abbildung 5 veranschaulicht die Pfotenbelastung der Tiere zu den

Messzeitpunkten Uber die Zeit, jeweils im Vergleich der Wildtyp-Tiere mit den IL-4-
Rezeptor-Knockout-Tieren.

In der graphischen Darstellung (Abb. 5) konnte eine deutliche Abnahme der
Pfotenbelastung 3 Wochen nach Fraktur in beiden Gruppen, etwas deutlicher in der
Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere, gezeigt werden. Dartiber hinaus wurde

das Ausgangsniveau in beiden Gruppen wahrend des Untersuchungszeitraumes
nicht mehr erreicht.

ABBILDUNG 5: PFOTENBELASTUNG; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte keinen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,06).

41



Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten 3 Wochen nach Fraktur eine
signifikant starkere Abnahme der Pfotenbelastung der rechten Hinterpfote bei den IL-
4-Rezeptor-Knockout-Tieren (p = 0,01).

Zur Baseline-Untersuchung (p = 0,37), 6 Wochen nach Fraktur (p = 0,43), 9 Wochen
nach Fraktur (p = 0,57) und 12 Wochen nach Fraktur (p = 0,95) konnte kein

signifikanter Gruppenunterschied gezeigt werden.

Zusammenfassend konnte nur zum Zeitpunkt 3 Wochen nach Fraktur ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen objektiviert werden, sodass
die IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere die rechte Hinterpfote 3 Wochen nach Fraktur

deutlich weniger belasteten im Vergleich zu den Wildytp-Tieren.

7.2.4 Ergebnisse zur Ganganalyse mittels Catwalk XT

Die Ganganalyse mittels CatWalk XT wurde fir alle Parameter zum Zeitpunktt = 0
(Baseline-Untersuchung vor Tibia-Fraktur) und t = 3 Wochen (3 Wochen nach
konservativer Behandlung mit Gips nach Tibia-Fraktur der rechten Hinterpfote)

durchgefuhrt.

Insgesamt wurden n = 49 Tiere untersucht, davon n = 22 Wildtyp-BALB/c-Mause und
n = 27 IL-4-Rezeptor-Knockout-BALB/c-Mause.

Neben den anderen durchgefuhrten Untersuchungen wurde diese Gruppe von
Versuchstieren zur CatWalk-Ganganalyse herangezogen.

Dieses Procedere gilt fur alle untersuchten Parameter hinsichtlich der Ganganalyse
mittels CatWalk XT.

7.2.4.1 Laufdauer/Lauf

Die Abbildung 6 veranschaulicht die Verdnderungen der Dauer eines vollstandigen
Laufs im zeitlichen Verlauf fir die Gruppe der Wildtyp-Tiere vs. der Gruppe der IL-4-
Rezeptor-Knockout-Tiere tber die Zeit vor Tibia Fraktur (time point = 0) und nach

Fraktur (time point = 3).
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ABBILDUNG 6: CATWALK; LAUFDAUER JE LAUF; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Die Dauer, die fur einen Lauf benétigt wird, nahm nach stattgehabter Tibia-Fraktur in

beiden Gruppen deutlich zu.

Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte keinen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,168).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Laufdauer zwischen der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere
und der Wildtyp-Tiere zur Baseline-Untersuchung (p = 0,09) und 3 Wochen nach
Fraktur (p = 0,15).

In Zusammenschau der Untersuchungsergebnisse konnten wir 3 Wochen nach
Tibia-Fraktur der rechten Hinterpfote eine deutliche, persistierende
Funktionseinschrankung mit Zunahme der Dauer, die fur einen vollstandigen Lauf
bendotigt wurde, in beiden Gruppen nachweisen. Ein statistisch signifikanter Effekt

des IL-4-Rezeptor-Knockouts konnte nicht gezeigt werden.

7.2.4.2 Durchschnittsgeschwindigkeit
Die Abbildung 7 zeigt die Durchschnittsgeschwindigkeit beim Absolvieren eines
Laufs in der CatWalk-Untersuchung der Wildytp-Tiere und der IL-4-Rezeptor-

Knockout-Tiere.

43



ABBILDUNG 7: CATWALK; DURCHSCHNITTSGESCHWINDIGKEIT; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Es fiel auf, dass die Durchschnittsgeschwindigkeit in beiden Gruppen nach
stattgehabter Tibiafraktur rechts und konservativer Versorgung deutlich abnahm.
Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte keinen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,15).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten keinen signifikanten Unterschied
hinsichtlich der Durchschnittsgeschwindigkeit pro Lauf zwischen der Gruppe der IL-4-
Rezeptor-Knockout-Tiere und der Wildtyp-Tiere zur Baseline-Untersuchung (p =
0,15) und 3 Wochen nach Fraktur (p = 0,08).

Zusammenfassend war kein statistisch signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts 3 Wochen nach Fraktur nachweisbar.

Die deutliche Abnahme der Laufgeschwindigkeit 3 Wochen nach Fraktur im
Vergleich zur Baseline-Untersuchung werteten wir als Hinweis auf eine

persistierende Funktionseinschrankung und Spontanschmerzen.

7.2.4.3 Schrittlange
Die Abbildung 8 zeigt die Schrittlange beim Uberqueren der definierten Laufstrecke
des CatWalk XT-Systems fur die Gruppe der Wildtyp-Mause und die Gruppe der IL-

4-Rezeptor-Knockout-Mause.
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Graphisch fiel auf, dass die Schritttange 3 Wochen nach Fraktur in der Gruppe der
Wildtyp-Tiere diskret zunahm, wohingegen sie in der Gruppe der IL-4-Rezeptor-
Knockout-Tiere abnahm.

Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte keinen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,84).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten keinen signifikanten Unterschied
zwischen der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere und der Wildtyp-Tiere
hinsichtlich der Schrittlange zur Baseline-Untersuchung (p = 0,64) und 3 Wochen
nach Fraktur (p = 0,72).

ABBILDUNG 8; CATWALK; SCHRITTLANGE; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Die reduzierte SchritttAnge 3 Wochen nach Fraktur in der Gruppe der Knockout-
Versuchstiere werteten wir im Rahmen eines verdnderten Gangbildes nach Trauma
und vorsichtigerer Schrittfolge.

Zusammenfassend konnte allerdings keine signifikante Veranderung zur Baseline-

Untersuchung und kein Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts gezeigt werden.
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7.2.4.4 Geschwindigkeit rechte Hinterpfote wahrend der Schwungphase
Die Abbildung 9 veranschaulicht die Geschwindigkeit der rechten Hinterpfote
wahrend der Schwungphase fir die Gruppe der Wildtyp-Tiere und der Gruppe der IL-

4-Rezeptor-Knockout-Tiere.

Bereits graphisch fiel auf, dass sich die Pfotengeschwindigkeit 3 Wochen nach Tibia-
Fraktur in beiden Gruppen deutlich reduziert war, ausgepréagter in der Gruppe der

Knockout-Mause.

ABBILDUNG 9: CATWALK; GESCHWINDIGKEIT RECHTE HINTERPFOTE WAHREND SCHWUNGPHASE;
WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte einen statistisch signifikanten
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts (p = 0,001).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten eine signifikant stérkere Abnahme
der Geschwindigkeit der rechten Hinterpfote wahrend der Schwungphase 3 Wochen
nach Fraktur bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren (p < 0,001), nicht aber zur
Baseline-Untersuchung (p = 0,24).

Zusammenfassend konnte ein signifikanter Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts nachgewiesen werden. Wir konnten 3 Wochen nach Tibia-Fraktur einen

signifikanten Unterschied der Mittelwerte zeigen mit starkerer Reduktion der
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Geschwindigkeit der rechten Hinterpfote wahrend der Schwungphase bei den
Knockout-Tieren. Diese Entwicklung werteten wir als Zeichen der persistierenden

Schmerzen mit Funktionseinschrankung und somit Veranderung des Gangbildes.

7.2.4.5 Schrittzyklus

Die Abbildung 10 zeigt die Veranderung des Schittzyklus (Dauer des Schrittzyklus =
Standphase + Schwungphase) fur die Gruppe der Wildtyp-Tiere und die Gruppe der
IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere.

In der graphischen Darstellung fiel eine deutliche Zunahme der Zeit, die zum
Durchlaufen der Stand- und Schwungphase benétigt wird, auf.

In beiden Gruppen war diese Veranderung 3 Wochen nach Fraktur festzustellen.

ABBILDUNG 10; CATWALK; SCHRITTZYKLUS; WILDTYP VS. IL-4-REZEPTOR-KO
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Eine Multivariate Varianzanalyse (MANOVA) zeigte einen statistisch signifikanten
Gruppenunterschied zu Gunsten der Wildtyp-Tiere (p = 0,001).

Die Bonferroni-korrigierten post-hoc Tests zeigten einen signifikanten
Gruppenunterschied sowohl bei der Baseline-Untersuchung (p = 0,02), als auch 3
Wochen nach Fraktur (p = 0,01).
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Zusammenfassend konnte ein statistisch signifikanter Gruppenunterschied
nachgewiesen werden hinsichtlich der Dauer, die fur die Stand- und Schwungphase
bendtigt wurde.

In beiden Gruppen war eine deutliche Zunahme der Dauer eines Schrittzyklus im
Vergleich zur Baseline-Untersuchung objektivierbar.

Das diesbezigliche Ergebnis werteten wir im Rahmen persistierender Schmerzen
und Funktionseinschrankung in beiden Gruppen, mit signifikant starkerer

Auspragung bei den Wildtyp-Tieren.

7.3 Ergebnisse der Quantifizierung von Langerhans-Riesenzellen in humanen
Hautbiopsaten

Die Abbildung 11 zeigt den Mittelwert der Anzahl der CD1a-positiven Zellen
(Langerhans-Riesenzellen) pro Gesichtsfeld in der Epidermis der nicht betroffenen

Extremitat im Vergleich mit der betroffenen Extremitat bei CRPS-Patientinnen.

ABBILDUNG 11; HUMANE HAUTBIOPSIEPROBEN; QUANTIFIZIERUNG CD1A POSITIVER ZELLEN;
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Graphisch fiel ein geringflgiger Unterschied zwischen der nicht betroffenen und
betroffenen Extremitat auf mit einer leicht erhéhten Anzahl der Langerhans-

Riesenzellen in der Epidermis der betroffenen Extremitat.

Zusammenfassend liel sich kein signifikanter Unterschied zwischen der betroffenen
und nicht betroffenen Extremitat von CRPS-Patienten hinsichtlich der Anzahl der

Langerhans-Riesenzellen in der Epidermis feststellen (p = 0,25).

Die Abbildung 12 veranschaulicht den Mittelwert der Anzahl der CD1a-positiven
Zellen (Langerhans-Riesenzellen) pro Gesichtsfeld in der Dermis der nicht
betroffenen Extremitat im Vergleich mit der betroffenen Extremitat bei CRPS-

Patientlnnen.
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In der Dermis (Abbildung12) fiel der Unterschied etwas deutlicher aus mit

vermehrtem Vorkommen der Langerhans-Riesenzellen in der betroffenen Extremitat.

Zusammenfassend liefl sich kein signifikanter Unterschied zwischen der betroffenen
und nicht betroffenen Extremitat von CRPS-Patienten hinsichtlich der Anzahl der

Langerhans-Riesenzellen in der Dermis feststellen (p = 0,34).

8 Wissenschaftliche Diskussion

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Untersuchung des Effekts eines IL-4-Rezeptor-
Knockouts bei méannlichen BALB/c-Mausen im Vergleich zu mannlichen Wildtyp-
BALB/c-Mausen auf die posttraumatische Entziindung im Tibia-Fraktur-Modell des
komplex-regionalen Schmerzsyndroms (CRPS).

Daruber hinaus war ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit die Untersuchung der

verstarkten kutanen Immunreaktion in Hautbiopsieproben von CRPS-Patienten.

8.1 Diskussion Tibiafrakturmodell (TFM)

Das Nagetier-CRPS-Tibiafrakturmodell imitiert die haufigste Atiologie des CRPS, die
distale Extremitaten-Fraktur. Es handelt sich hierbei um ein etabliertes Modell an
Ratten oder Mausen zur Untersuchung der Mechanismen hinsichtlich des
Uberganges von akuten zu chronischen Schmerzen (Birklein et al., 2018, Wei et al.,
2016). Die meisten bisherigen Untersuchungen wurden an C57BI/6 Mausen (meist
mannlich) und Ratten durchgefihrt (Li et al., 2018, Shi et al., 2011, Guo et al., 2014,
Guo et al., 2018). In anderen Studien wurden auch mannliche und weibliche
C57BL/6J-Méause hinsichtlich geschlechtsspezifischer Unterschiede untersucht
(Tajerian et al., 2015).

Wir hingegen verwendeten mannliche BALB/c-Mause.

BALB/c- und C57BL/6-Mause sind zwei gangige Inzuchtstamme, die haufig in der
Forschung verwendet werden.

Mehrere Studien heben die Unterschiede in der immunologischen Reaktion dieser
beiden Stamme hervor, was dazu fuhrte, dass BALB/c-Mause als Th2-Typ (z. B. IL-
4, 1L-6, IL-10 und IL-13) Responder und C57BL/6-Mause als Th1-Typ (TNF- und
IFN-y) Responder bezeichnet wurden, basierend auf ihren jeweiligen Zytokinprofilen
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und Reaktionen auf Infektionen (Busch et al., 2016, Reiner and Locksley, 1995,
Karupiah, 1998, Autenrieth et al., 1995).

BALB/c-Mause neigen dazu, eine starkere humorale Antwort zu produzieren als
C57BL/6-Méause (Busch et al., 2016).

Aufgrund dieser immunologischen Unterschiede verwendeten wir flr unsere
Fragestellungen BALB/c-Mause, um den Effekt von IL-4-Rezeptor-Knockout-Mausen

auf die Entwicklung und Persistenz CRPS-typischer Symptome zu untersuchen.

8.2 Ergebnisdiskussion und Einordnung in den wissenschaftlichen Kontext
Unsere vergleichenden Untersuchungen der BALB/c-Wildtyp-M&ause und der BALB/c
IL-4-Rezeptor-Knockout-Mause hinsichtlich der Odembildung im Bereich der rechten
Hinterpfote nach distaler Tibia-Fraktur ergab eine deutliche Odembildung der
betroffenen Pfote mit einem Maximum 3 Wochen nach Fraktur. Zu diesem Zeitpunkt
konnte auch eine signifikant starker ausgepragte Odembildung bei den IL-4-
Rezeptor-Knockout-Tieren gezeigt werden. Mittels MANOVA konnten wir einen
signifikanten Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts zeigen und mit Hilfe der post-hoc
Tests eine signifikant starkere Odembildung bei den IL-4-Rezeptor-Knockout Tieren
3 Wochen nach Fraktur, 9 Wochen nach Fraktur und 12 Wochen nach Fraktur.

In der Literatur wurden bereits zahlreiche Untersuchungen der Odembildung im
Bereich der ipsilateralen Hinterpfote im Tibia-Frakturmodell durchgeftihrt und eine
maximale Odembildung 3 bzw. 4 Wochen nach Fraktur beschrieben (Birklein et al.,
2018, Wei et al., 2016, Guo et al., 2012).

Diese Entwicklung der Odembildung in den ersten 3-4 Wochen in der akuten Phase
entsprach unseren Ergebnissen, allerdings konnten wir bei unseren Versuchstieren
in beiden Gruppen objektivieren, dass das Ausgangsniveau des Hinterpfoten-
Volumens nach 12 Wochen nicht erreicht wurde und weiterhin eine Odembildung
imponierte, zu diesem Zeitpunkt signifikant mehr bei den Knockout-Tieren.
Einschrankend muss hier die geringe GruppengrofRe (n=57) erwahnt werden und ein
Gerate-Defekt, sodass die Baseline-Messungen bei den Wildtyp-Tieren mittels
Schieblehre erfolgten und fiir alle anderen Tiere und Zeitpunkte mit Hilfe der obig
beschriebenen Lasermessung. Dieser technische Unterschied erklart die geringere
Streuung der Werte bei der Baseline-Messung bei den Wildtyp-Tieren, da mittels
Lasermessung, im Gegensatz zu den Messungen mit Schieblehre, kleinere

Unterschiede detektiert werden konnten.
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Trotz der geringen Gruppengrol3e legen unsere Daten nahe, dass in beiden Gruppen
eine prolongierte Odembildung im Bereich der rechten Hinterpfote mit maximaler
Auspragung 3 Wochen nach Fraktur als Symptom einer prolongierten
Entziindungsreaktion vorlag und dass die Odembildung bei den IL-4-Rezeptor-
Knockout Tieren signifikant starker ausfiel. Unsere Annahme einer starkeren und
langer bestehenden Odembildung durch den IL-4-Rezeptor-Knockout wurde durch
die erhobenen Daten gestiitzt, die diskrete Zunahme des Odems 12 Wochen nach
Fraktur bei den Knockout-Tieren ist allerdings am ehesten im Rahmen mdglicher
Messfehler zu werten. Bezuglich der Untersuchung der Pfotentemperatur muss
einschrankend ein Geratedefekt des verwendeten Thermometers berticksichtigt
werden, der mehrere Untersuchungszeitpunkte betraf. 3 Wochen nach Fraktur
ergaben sich so 25% fehlende Werte, 6 Wochen nach Fraktur 41,7% fehlende Werte
und 12 Wochen nach Fraktur 48,3% fehlende Werte. Aufgrund der hohen Anzahl
fehlender Werte wurden diese fir die Analyse nicht ersetzt, um falsche
Schlussfolgerungen zu vermeiden.

Somit konnte keine MANOVA berechnet werden mit der Frage nach dem
Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts. Allerdings konnten wir trotz der o0.g.
Einschrankungen eine deutliche Uberwarmung der rechten Hinterpfote mit einem
Maximum 3 Wochen nach Fraktur nachweisen, die bis einschliel3lich 6 Wochen nach
Fraktur anhielt, mit deutlich starkerer Uberwarmung bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-
Tieren. Statistisch konnten wir dies mittels Mann-Whitney-U-Test fur die Zeitpunkte 3
Wochen nach Fraktur und 6 Wochen nach Fraktur belegen.

In der Literatur konnte gezeigt werden, dass die maximale Erh6hung der ipsilateralen
Pfotentemperatur 3 Wochen nach Fraktur, bzw. 4 Wochen nach Fraktur auftritt und
sich langsam dem Ausgangsniveau néhert (Birklein et al., 2018, Sabsovich et al.,
2008). Dies entsprach auch der Temperaturentwicklung bei unseren
Untersuchungen. Eine Studie untersuchte Ratten mit Tibia-Fraktur 4 Wochen nach
Fraktur und 16 Wochen nach Fraktur. Hier wurde bei 90 % der Ratten mit Fraktur
Allodynie, Gewichtsverlust, Warmegefiihl, Odeme und/oder Epidermisverdickung
beobachtet, wahrend nach 16 Wochen (chronische Phase) nur noch die nozizeptiven
Veranderungen bestanden (Wei et al., 2016). Wir untersuchten die Versuchstiere
engmaschiger und konnten somit eine persistierende Uberwarmung der Hinterpfote
bis einschlieRlich 6 Wochen nach Fraktur nachweisen. Analog zu Ergebnissen der
Literatur wurde das Ausgangshiveau der Temperatur 9 Wochen nach Fraktur nahezu

erreicht.
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Als weiteren wichtigen Aspekt der CRPS-Symptomatik konnten wir bei der
Untersuchung der mechanischen Hyperalgesie mittels Von-Frey-Filamenten zeigen,
dass die Versuchstiere beider Gruppen zu allen Untersuchungszeitpunkten nach
Tibia-Fraktur deutlich sensibler auf die Von-Frey-Filamente reagierten.

Wir konnten einen signifikanten Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts mittels
MANOVA nachweisen mit deutlich starkerer mechanischer Hyperalgesie der
Knockout-Tiere im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren. Daruber hinaus fand sich eine
signifikant starkere mechanische Hyperalgesie bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-
Tieren 3 Wochen nach Fraktur, 6 Wochen nach Fraktur, sowie 12 Wochen nach
Fraktur. In der Literatur konnte auch in anderen Arbeiten, die jeweils den Zeitpunkt 4
Wochen nach Fraktur untersuchten, eine signifikant niedrigere Reizschwelle als
Zeichen der mechanischen Hyperalgesie objektiviert werden (Li et al., 2018, Li et al.,
2009), wo wir hingegen auch einen anhaltenden Effekt bis 12 Wochen nach Fraktur
zeigen konnten. In einer anderen Untersuchung bei Ratten, 4 Wochen und 16
Wochen nach Tibia-Fraktur, konnten Wei et al. tbereinstimmend mit unseren
Ergebnissen zeigen, dass 4 Wochen nach Fraktur eine deutliche mechanische
Hyperalgesie bestand, die sich 16 Wochen nach Fraktur nicht mehr objektivieren liel3
(Wei et al., 2016).

Das Auftreten einer Kalte-Allodynie an der betroffenen Pfote konnte in unseren
Untersuchungen sowohl bei den Wildtyp-Tieren als auch bei den IL-4-Rezeptor-
Knockout-Tieren objektiviert werden. Ein signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts konnte nicht nachgewiesen werden, allerdings eine prolongierte Kélte-
Allodynie bis 12 Wochen nach Fraktur in beiden Gruppen.

Ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte konnte zu keinem Zeitpunkt objektiviert
werden. In einer vorangegangenen Arbeit von De Pra et al. wird eine verstarkte
Kalte-Allodynie 1 Tag und 17 Tage nach Durchfihrung eines CPIP-Mausmodells
beschrieben (De Pra et al., 2019).

Hinsichtlich der Pfotenbelastung bei unseren Versuchstieren fand sich kein
signifikanter Gesamteffekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts. Allerdings konnten wir
zeigen, dass die IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere die rechte Hinterpfote 3 Wochen
nach Fraktur signifikant weniger belasteten im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren.
Somit bestatigten unsere erhobenen Daten die Hypothese einer reduzierten
Pfotenbelastung nach Tibia-Fraktur und die Annahme einer starkeren Auspragung in
der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere. Wir nahmen persistierende

Schmerzen und eine Funktionseinschrankung als Grund der Veranderungen an.
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Die reduzierte Belastung der ipsilateralen Hinterpfote im Maus-Tibiafrakturmodell
wurde bereits in diversen Arbeiten beschrieben (Guo et al., 2012, Li et al., 2021).
Gallagher et al. zeigten beispielsweise, dass die deutliche Minderbelastung der Pfote

nach Fraktur bis 7 Wochen nach Fraktur angehalten hat (Gallagher et al., 2013).

Im Rahmen der posttraumatischen Entziindung bei CRPS gingen wir von
persistierenden Schmerzen und Funktionseinschrankungen mit Veranderungen des
Gangbildes aus. Dartiber hinaus erwarteten wir ausgepragtere Veranderungen durch
den Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts.

Unsere Ganganalysen mittels Catwalk-Untersuchungen zeigten eine Zunahme der
bendtigten Laufdauer und eine Abnahme der Durchschnittsgeschwindigkeit in beiden
Gruppen ohne signifikanten Unterschied zwischen Wildtyp und Knockout-Tieren 3
Wochen nach Tibia-Fraktur der rechten Hinterpfote.

Es kam zu einer Zunahme der Laufdauer/Lauf und Reduktion der
Durchschnittsgeschwindigkeit im Vergleich zu den Baseline-Untersuchungen.
Hinsichtlich der Untersuchung der Schrittlange konnten wir eine Abnahme der
SchrittlAnge in der Gruppe der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere zeigen und eine leichte
Zunahme der Schrittlange bei den Wildtyp-Tieren 3 Wochen nach Fraktur. Eine
MANOVA und anschliel3ende Bonferroni-korrigierte post-hoc Tests ergaben
allerdings keinen signifikanten Effekt des Knockouts und keinen signifikanten
Unterschied zu den Baseline-Untersuchungen. Die Abnahme der SchrittlAnge nach
Fraktur impliziert laut Literatur eine geringere Rumpfstabilitat und eine geringere
Grobmuskelkraft (Garcia-Ovejero et al., 2014, lwasaki et al., 2014).
Caballero-Garrido et al. untersuchten C57BL/6-Méause nach kunstlich erzeugtem
Schlaganfall und stellten fest, dass sich diverse Parameter 7 Tage nach Schlaganfall
signifikant anderten. Beispielsweise war die Durchschnittsgeschwindigkeit und die
Geschwindigkeit der betroffenen Pfoten in der Schwungphase verringert und die
Schrittlange nahm ab (Caballero-Garrido et al., 2017).

Aceves et al. zeigten bereits auf, dass viele CatWalk-Ergebnisse miteinander
korreliert sind, vor allem durch eine gegenseitige Abhangigkeit von der Laufdauer
oder der Laufgeschwindigkeit, obwohl dies kein Problem ist, wenn eine dieser
Variablen alleine verwendet wird und nicht als Teileiner Testbatterie (Aceves et al.,
2020).

Aceves et al. empfahlen beispielsweise, die Schrittlange oder die Schwungdauer und

den Hinterpfotenabstand als geeignete Messgré3en fur den Einsatz der
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Hintergliedmal3en nach einer Verletzung des thorakalen Rickenmarks zu verwenden
(Aceves et al., 2020).

Die Geschwindigkeit der rechten Hinterpfote wahrend der Schwungphase nahm 3
Wochen nach Tibia-Fraktur in beiden Gruppen deutlich ab, mit signifikantem Effekt
des IL-4-Rezeptor-Knockouts 3 Wochen nach Fraktur in der MANOVA.

Es zeigte sicheine deutlich starkere Reduktion der Pfotengeschwindigkeit bei den
Knockout-Tieren als Hinweis auf persistierende Schmerzen und
Funktionseinschrankung. Der Bonferroni-korrigierte post-hoc-Test ergab einen
signifikanten Unterschied 3 Wochen nach Fraktur im Vergleich zur Baseline-
Untersuchung.

Ein weiterer wichtiger Parameter im Rahmen der CatWalk-Ganganalyse ist die
Untersuchung der Dauer des Schrittzyklus (Dauer der Standphase und
Schwungphase). Wir konnten hier einen signifikanten Unterschied zwischen der
Gruppe der Wildtyp-Tiere und der IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren 3 Wochen nach
Fraktur mit einer deutlicheren Zunahme der Dauer eines Schrittzyklus in der Gruppe

der Wildtyp-Tiere als Ausdruck von andauernden Schmerzen zeigen.

In Zusammenschau der Ergebnisse der Ganganalyse mittels Catwalk-Untersuchung
fanden sich signifikante Unterschiede nur hinsichtlich der Geschwindigkeit der
rechten Hinterpfote wahrend der Schwungphase mit starkerer Abnahme der
Geschwindigkeit bei den Knockout-Tieren und einer starkeren Zunahme der Dauer

eines Schrittzyklus bei den Wildtyp-Tieren.

Abgesehen von diesen gegenlaufigen Ergebnissen ergaben die Untersuchungen
aller anderen Parameter der Ganganalyse keine belastbaren Ergebnisse hinsichtlich
eines moglichen Effekts des IL-4-Rezeptor-Knockouts.

Zusammenfassend war insgesamt somit kein Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts

anzunehmen.

8.3 Einfluss des IL4-Rezeptor-Knockouts auf die posttraumatische Entziindung
In unserer Arbeit haben wir den Effekt eines IL-4-Rezeptor-Knockouts auf die

posttraumatische Entzindung im Maus-Tibiafrakturmodell untersucht.
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Wir konnten zeigen, dass die Versuchstiere in beiden Gruppen nach Tibia-Fraktur
der rechten Hinterpfote und konservativer Behandlung mittels Gips typische
Symptome eines CRPS entwickelten.

Die Untersuchungen hinsichtlich der Hauptsymptome der posttraumatischen
Entziindung (Odembildung und Uberwarmung) zeigten, dass es beziiglich dieser
Parameter einen statistisch signifikanten Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts gab.
Die Odembildung war 3 Wochen nach Fraktur, 9 Wochen nach Fraktur und 12
Wochen nach Fraktur signifikant starker bei den Knockout-Tieren.

Somit konnten wir einen Effekt sowohl auf die Symptomauspragung als auch auf die
Symptomdauer nachweisen.

Kein signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts konnte bei der Untersuchung
der Kalte-Allodynie objektiviert werden.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Untersuchung der mechanischen Hyperalgesie
ergaben einen deutlichen Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts mit signifikant
starkerer Hyperalgesie der Knockout-Tiere 3 Wochen nach Fraktur, 6 Wochen nach
Fraktur und 12 Wochen nach Fraktur.

Hinsichtlich der Untersuchungen zur Beurteilung der Schmerzen und der
Funktionseinschrankung konnten wir ebenfalls eine deutliche Reduktion der
Pfotenbelastung der rechten Hinterpfote in beiden Gruppen objektivieren. Ein
signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-Knockouts konnte mittels MANOVA
nachgewiesen werden, sowie eine signifikant starkere Reduktion der

Pfotenbelastung der Knockout-Tiere 3 Wochen nach Fraktur.

Zur genaueren Analyse des Effekts des IL-4-Rezeptor-Knockouts fiihrten wir
detaillierte Ganganalysen zum besseren Verstandnis der Veranderungen des
Gangbildes bei CRPS durch.

Hier konnten wir, neben der Reduktion der Durchschnittsgeschwindigkeit und
Zunahme der Laufdauer in beiden Gruppen zeigen, dass das Absolvieren eines
Schrittzyklus (Schwung- und Standphase) deutlich langer dauerte, hier mit signifikant
mehr Effekt bei den Wildtyp-Tieren 3 Wochen nach Fraktur.

Zudem konnte ein signifikanter Effekt des Knockouts bezlglich der Reduktion der
Geschwindigkeit der rechten Hinterpfote wahrend der Schwungphase 3 Wochen
nach Fraktur gezeigt werden.

Bei Betrachtung der Schrittlange zeigten die Wildtyp-Tiere eine leichte Zunahme der

Schrittlange, wohingegen bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren eine Abnahme der
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Schrittlange beobachtet werden konnte. Ein signifikanter Effekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts konnte hier nicht objektiviert werden.
Beziglich der Catwalk-Ganganalyse konnte in Zusammenschau der verschiedenen

Parameter kein statistisch belastbarer Effekt des Knockouts nachgewiesen werden.

8.4 Immunhistochemie

Wir untersuchten bilaterale Hautbiopsieproben von CRPS-Patientinnen mit
unterschiedlicher Krankheitsdauer hinsichtlich der Anzahl CD1a-positiven
Langerhans-Zellen jeweils in der Epidermis und in der Dermis.

Bei der Quantifizierung der CD1a-positiven Zellen in den einzelnen Proben fiel ein
geringfugiger Unterschied zwischen der nicht betroffenen und betroffenen Extremitat
mit einer leicht erh6hten Anzahl der Langerhans-Riesenzellen in der Epidermis der
betroffenen Extremitat auf.

In der Dermis fiel der Unterschied etwas deutlicher aus, mit vermehrtem Vorkommen
der Langerhans-Riesenzellen in der betroffenen Extremitat.

Ein signifikanter Unterschied zwischen der betroffenen und nicht betroffenen
Extremitat konnte nicht nachgewiesen werden.

Li et al. konnten im Tibia-Frakturmodell zeigen, dass die Anzahl der epidermalen
Langerhans-Zellen im Bereich der ipsilateralen Pfote 3 Wochen nach Tibiafraktur
deutlich erhéht war, im Vergleich zu den Kontrollen ohne Tibiafraktur.

Daruber hinaus war die Morphologie der epidermalen Langerhans-Zellen verandert,
wobei die Zellen groRer wurden und eine verstarkte dendritische Verzweigung
aufwiesen (Li et al., 2018). Li et al. untersuchten auch bilaterale Hautbiopsieproben
von frihen CRPS-Patienten. Hier stellten sie eine Zunahme der epidermalen
Langerhans-Zellen im Bereich der betroffenen Seite im Vergleich zur kontralateralen
Seite fest und eine vermehrte Verzweigung als Hinweis auf eine zellulare Aktivierung
und Differenzierung (Li et al., 2018). Osborne et al. untersuchten Hautbiopsieproben
von CRPS Patienten mit langer Krankheitsdauer und chronischem CRPS. Hier war
die CD1la+ Langerhans-Zelldichte in der epidermalen Schicht in betroffenen im
Vergleich zu nicht betroffenen CRPS-Gliedmalien signifikant verringert, als Hinweis
auf weiterhin bestehende Immunzellanomalien im chronischen Stadium der
Erkrankung (Osborne et al., 2015).
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Unserer Ergebnisse zeigten ebenfalls eine geringfiigige Zunahme der Langerhans-
Riesenzellen in den Hautbiopsieproben der betroffenen Extremitat.

Allerdings waren die Unterschiede nur bei einem Teil der Patienten objektivierbar,
sehr gering ausgepragt und statistisch nicht signifikant.

Ein moglicher Grund fur die sehr eingeschrankte Aussagekraft unserer Ergebnisse
war die geringe Anzahl der Probanden mit n = 16, sowie die geringe Anzahl an

Praparaten pro Seite.

8.5 Limitationen der Studie

Im Rahmen unserer Studie sind diverse Limitationen und Kritikpunkte zu nennen.

Es verstarben insgesamt 3 IL-4-Rezeptor-Knockout-Tiere und 6 Wildtyp-
Versuchstiere (insgesamt n = 9 Tiere), was zu einer Dezimierung der ohnehin
geringen Fallzahl fuhrte und somit die Aussagekraft reduzierte. Die meisten
Versuchstiere (n = 4 Tiere) verstarben im Rahmen der Inhalationsnarkose bei der
Frakturdurchfiihrung aufgrund eines Atemstillstandes. Dartiber hinaus wurden einige
Mause (n = 3 Tiere) am Tag nach der Frakturdurchfiihrung tot im Kafig aufgefunden,
wobei die Ursache hier nicht sicher festgestellt werden konnte. 2 Tiere wiesen bei

Entfernung des Gipses keine Frakturheilung auf und mussten getttet werden.

Weitere Probleme ergaben sich aus einem Geratedefekt des Thermometers zur
Prifung der Pfotentemperatur der Hinterpfoten im Seitenvergleich. Dadurch konnten
die diesbeztiglichen Daten zu den korrekten Untersuchungszeitpunkten nicht
erhoben werden, sodass nicht alle Daten wie geplant vorlagen.

Bei der Baseline-Messung des Pfotenvolumens musste, aufgrund eines Defektes der
Lasermessung, eine Messung mittels Schieblehre erfolgen, was zu einer

schlechteren Vergleichbarkeit der Ergebnisse fuhrte.

Daruber hinaus erfolgten die Untersuchungen ausschlieZlich an mannlichen BALB/c-
Méausen. Somit war weder ein Vergleich mit weiblichen Versuchstieren mdglich, noch
kénnen die Ergebnisse auf andere Stamme (z.B. C57BI/6 Mause) Ubertragen
werden.

Hinsichtlich der immunhistochemischen Untersuchungen ist ebenfalls einschrankend
die geringe Anzahl von 16 Patienten zu nennen, sowie die geringe Anzahl an

Praparaten pro Seite (4-5 Stiick), sodass hier nur eine kleine Fallzahl vorlag.

58



9 Zusammenfassung und Ausblick

Wir verwendeten fur unser Projekt das etablierte Tibiafrakturmodell der Maus zur
Untersuchung der posttraumatischen Entziindung. Mit Hilfe dieses Modells konnten
bereits wesentliche Erkenntnisse hinsichtlich der Erforschung der Pathophysiologie
des CRPS bei Ratten und Mausen gewonnen werden.

Die Forschungsfrage dieser Arbeit zielte darauf ab, den Effekt eines IL-4-Rezeptor-
Knockouts bei mannlichen BALB/c-Mausen im Vergleich zu ménnlichen Wildtyp-
BALB/c-Mausen auf die Auspragung der posttraumatischen Entziindung nach
Tibiafraktur zu untersuchen und die damit assoziierten Veranderungen des
Gangbildes.

Diese Studie liefert Hinweise auf einen signifikanten Effekt des IL-4-Rezeptor-
Knockouts.

Hinsichtlich der Hauptfragestellungen konnten wir mit Hilfe unserer Untersuchungen
sowohl eine signifikant starkere Odembildung bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren
3 Wochen nach Fraktur, 9 Wochen nach Fraktur und 12 Wochen nach Fraktur zeigen
als auch eine deutlich starkere Uberwarmung der rechten Hinterpfote der Knockout-
Tiere nach Tibia-Fraktur 3 Wochen nach Fraktur und 6 Wochen nach Fraktur.

Bei den Nebenfragestellungen fiel insbesondere ein deutlicher Effekt des IL-4-
Rezeptor-Knockouts bei der Untersuchung der mechanischen Hyperalgesie auf mit
deutlich verringerter Reizschwelle der Knockout-Tieren im Vergleich mit den Wildtyp-
Tieren. DarUber hinaus hielt die ausgepragte mechanische Hyperalgesie bei den
Knockout-Tieren tUber den Untersuchungszeitraum von 12 Wochen an.

Die rechte Hinterpfote bei den IL-4-Rezeptor-Knockout-Tieren wurde 3 Wochen nach
Fraktur deutlich weniger belastet im Vergleich mit den Wildtyp-Tieren, sodass wir hier
starke persistierende Schmerzen und Funktionseinschrankungen annahmen.

Die Ganganalyse zeigte Unterschiede bezuglich der Schrittlange als Hinweis auf eine
geringere Rumpfstabilitdt und Grobmuskelkraft der Knockout-Tiere. Insgesamt ergab
die Ganganalyse allerdings keinen Nachweis eines statistisch signifikanten Effekts

des IL-4-Rezeptor-Knockouts.

In Zusammenschau unserer Ergebnisse konnten wir eine deutliche Zunahme der
Symptome der posttraumatischen Entziindung (Odembildung, Uberwarmung,
mechanische Hyperalgesie, reduzierte Pfotenbelastung) durch den Knockout des
Rezeptors fur das antiinflammatorisch und analgetisch wirksame Zytokin IL-4

nachweisen.
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Neben der Regulierung des B-Zell-Wachstums und der Immunglobulinsekretion
beeinflusst IL-4 auch die T-Zellen. IL-4 induziert die Differenzierung von naiven CD4+
T-Zellen in TH2-Zellen (Stephen T. Smiley, 1998) und fuhrt zum Klassenwechsel von
IgG bzw. IgM zu IgE.

IL-4 induziert spezifische biologische Funktionen auf einer Vielzahl von Zellen,
einschlief3lich dendritischer Zellen und T-Zellen, die entscheidend an der adaptiven
Immunantwort beteiligt sind (Kariyawasam et al., 2020). So reguliert IL-4 auch die
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten und T-Zellen in entziindetes Gewebe
durch die Induktion der Expression von VCAM-1 auf vaskularen Endothelzellen
(Thornhill et al., 1991) und durch die verminderte Expression von E-Selektin (Bennett
etal., 1997).

Im Kontext des CRPS und der damit einhergehenden prolongierten, ausgepragten
Entzindung, ist eine wichtige Rolle von IL-4 als antiinflammatorisches Zytokin
anzunehmen.Insbesondere auch hinsichtlich eines Einsatzes fir kiinftige Therapien.
In der Literatur werden verschiedene Arten von Fehlfunktionen des Immunsystems
fur ihren Beitrag zur Entwicklung eines CRPS beschrieben, zum Beispiel
Autoinflammation und Autoimmunitat.

Bei der Autoinflammation ist das angeborene Immunsystem direkt fiir die
Entziindung des Gewebes verantwortlich; bei der Autoimmunitat aktiviert das
angeborene Immunsystem das adaptive Immunsystem gegen sich selbst.

Beide Prozessgruppen wirken sich potenziell auf die Physiologie mehrerer Systeme
aus, einschlief3lich des neurologischen, muskuloskelettalen, vaskuléaren und
integumentaren Systems, wobei alle Systeme am CRPS beteiligt sind (David Clark et
al., 2018, Li et al., 2014).

Clark et al. beschrieben bereits den méglichen Einsatz von therapeutischen
Interventionen, die auf Autoinflammation bzw. Autoimmunitat abzielen, wie
beispielsweise biologische Antizytokinwirkstoffe (TNFa, IL-13, IL-6 usw.) oder
Medikamente, die auf Komponenten des adaptiven Immunsystems abzielen, wie
Rituximab (Anti-CD20) oder Calcineurin-Inhibitoren (David Clark et al., 2018).

Allerdings sollten hier auch die potenziellen Vorteile dieser immunologischen
Wirkstoffe gegen die Anfalligkeit fur Infektionen und bestimmte Krebsarten
abgewogen werden (David Clark et al., 2018).

Bezuglich der Rolle von IL-4 untersuchten Volpin et al. in einer prospektiven Studie

gesunde Kontrollpersonen, sowie traumatisierte orthopédische Patienten und
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bestimmten die Serumspiegel pro-inflammatorischer, regulatorischer und anti-
inflammatorischer Zytokine. Hier konnte ein signifikanter Anstieg der Spiegel der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-6, TGF und IL-8, mit den héchsten Spiegeln in der
schwer verletzten Gruppe gezeigt werden in Kombination mit signifikant niedrigen

Spiegeln von IL-4 bei allen verletzten Patienten (Volpin et al., 2014).

Die gezielte Entwicklung von Medikamenten, die zu einer Hochregulation von IL-4
und somit zu einem starken anti-inflammatorischen Effekt fiihren kénnten wird durch
verschiedene Problemstellungen verkompliziert. Durch alternatives Splicing von IL-4,
unterschiedliche Rezeptorbindung durch IL-4 und unterschiedliche Regulierung der
Makrophagenaktivierung durch IL-4 ist anzunehmen, dass es Schwierigkeiten beim
Erzielen eines gezielten gewinschten Effekts der Therapie geben kann (Luzina et
al., 2012).

Weitere Studien zu den spezifischen Aspekten der IL-4-gesteuerten Regulierung von
Entztindungen sind notwendig, um die Grundlage fur die Entwicklung besserer
Therapien zu schaffen.

Bei der Behandlung der Psoriasis als Autoimmunerkrankung wurde beispielsweise
bereits im Rahmen einer Studie die systemische Therapie mit rekombinantem
humanem (rhu) IL-4 bei 20 Patienten durchgefihrt mit deutlichem Rickgang der

Hautlasionen bei Psoriasis vulgaris (Homey, 2003).

Bezuglich der immunhistochemischen Untersuchungen konnte kein signifikanter
Unterschied zwischen betroffener und kontralateraler Seite nachgewiesen werden.
Allerdings fiel auf, dass die Anzahl der CD1a+ Langerhans-Zellen in der Epidermis
und Dermis bei mehreren Patienten auf der betroffenen Seite erhoht war.

Fur zukinftige Studien ist es empfehlenswert, alle Untersuchungen mit einer deutlich
groReren Fallzahl und deutlich mehr Praparaten pro Seite zu wiederholen, um die
Aussagekraft zu erhéhen.

Bei der Untersuchung der histologischen Praparate sollte auch die dermoepidermale
Junktionszone separat ausgewertet werden.

Trotz der beschriebenen Einschrankungen leistet diese Arbeit einen weiteren Beitrag

zum Verstandnis der Pathophysiologie des CRPS.
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