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Zusammenfassung

Einleitung: Das ,Komplexe regionale Schmerzsyndrom® (englisch: Complex
Regional Pain Syndrom - CRPS) ist eine Schmerzerkrankung, die sich auch in
autonomen und sensomotorischen Funktionsstérungen aufiert. Ausloser sind meist
geringgradige Traumen oder kleinere Operationen, wobei die Auspragung der
Symptome nicht im Verhaltnis zu der Schwere der schadigenden Ursache steht. Die
Atiologie des Syndroms ist bisher nur teilweise geklart. Diskutiert werden einerseits
eine Dysfunktion des sympathischen Nervensystems und andererseits eine
neurogene Entzundungsreaktion. In den letzten Jahren wurde auch die Beteiligung
des Immunsystems bei der Pathogenese des CRPS diskutiert.

Zum einen kdnnten postinfektiose autoimmunologische Prozesse eine Rolle in der
Atiologie des CRPS spielen. Dabei wurde im Rahmen einer Studie eine erhdhte
Seropravalenz fur Parvovirus B19 bei CRPS-Patienten beschrieben. Zum anderen
konnten bei CRPS-Patienten Autoantikdrper gegen intrazellulare Epitope autonomer
Neurone nachgewiesen werden. Die Bedeutung der gegen intrazellulare Antigene
gerichteten Antikorper liegt jedoch hauptsachlich in der Diagnostik, eine
pathogenetische Relevanz ist meist nicht bewiesen. Daher wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht, ob Autoantikbrper gegen Oberflachenstrukturen von
sympathischen Nervenzellen im Serum von CRPS-Patienten nachweisbar sind.
Ferner soll die pathogentische Relevanz der Autoantikdrper untersucht werden.
Desweiteren stellt sich dies Frage, ob CRPS-Patienten eine erhdhte Seropravalenz
fur Parvovirus B19 haben und ob diese mit dem Auftreten antiendothelialer

Autoantikérpern bei CRPS-Patienten assoziiert ist.

Methoden: Zur Diagnostik der Oberflachenautoantikorper diente die
Durchflusszytometrie. Die Untersuchung moglicher zytotoxischer oder apoptotischer
Effekte der Antikérper wurde mikroskopisch durchgeflihrt. Bei den dabei
durchgefuihrten Anfarbungen der Zellen wurden Trypan-Blau und DAPI als Farbstoffe
verwendet.  Antikdrperinduzierte  Zellfunktionsstdorungen  wurden durch die
Bestimmung der Phosphorylierung der MAPKinasen ERK-1/2 (Differenzierung) sowie
p38 (Apoptose) uberpruft. Der Nachweis von Parvovirus-B19-IgG sowie von den

antiendothelialen Autoantikdrpern erfolgte mittels ELISA.



Resultate: Bei 12 von 40 CRPS-Patienten konnten spezifische Antikdrper gegen
Oberflachenstrukturen von sympathischen Nervenzellen nachgewiesen werden. In
den Kontrollgruppen hingegen wurden bei keinem der 30 gesunden Probanden und
lediglich bei 2 von 20 Probanden mit einer nicht CRPS-assoziierten Nervenlasion die
oben erwahnten Antikérper nachgewiesen (p<0.01). Bei der nichtneuronalen
Kontrollzelllinie HEK 293 (Nierenfibroblasten) konnten keine spezifischen Bindungen
der Antikorper in Seren von CRPS-Patienten nachgewiesen werden. In den
Apoptose- bzw. Zytotoxititatsassays zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den CRPS-Patienten und der Kontrollgruppe. Auf eine signifikante
Phosphorylierung von p38 und ERK-1/2 durch CRPS-IgG konnte ebenfalls kein
Hinweis gefunden werden. Jedoch zeigten die CRPS-Patienten (71.7%) im Vergleich
zur Kontrollgruppe (40.0%) eine hdohere Seropravalenz fur Parvovirus B19 (p<0.01).
Dabei fiel auf, dass alle CRPS-Typ-2-Patienten seropositiv fur Parvovirus B19 waren.
Hinsichtlich antiendothelialer Autoantikdrper wurde kein signifikanter Unterschied

zwischen CRPS-Patienten und Kontrollgruppe nachgewiesen.

Diskussion: Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Fragestellung, ob
autoimmunologische Prozesse an der Pathogenese des CRPS beteiligt sind. Es
konnte nachgewiesen werden, dass CRPS-Patienten spezifische Autoantikérper
gegen Strukturen sympathischer Nervenzellen besitzen, jedoch keine spezifischen
Antikorper gegen die nichtneuronale Zelllinie HEK 293. Hinsichtlich einer moglichen
Pathogenitat der Autoantikdrper konnten weder zytotoxische Effekte noch eine
Beeinflussung des MAPKinase-Pathway nachgewiesen werden. Dies allerdings
schliet funktionelle Effekte ahnlich wie bei anderen Antikdrper-mediierten
neuroimmunologischen Erkrankungen (z.B. Myasthenia gravis) nicht aus. In Zukunft
sollte die Identifikation von mdglichen Oberflachenantigenen sowie die Uberpriifung
ihrer funktionellen Relevanz Gegenstand der Forschung sein.

Die erhdohte Seropravalenz bei CRPS-Patienten fur Parvovirus B19 konnte in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden. Dieser Zusammenhang wurde bereits in einer
friheren Studie beschrieben, allerdings im Vergleich zu einem historischen
Kontrollkollektiv.

Sowohl die nachgewiesenen Autoantikorper, als auch die erhdhte Seropravalenz fur
Parvovirus B19 stutzen die Hypothese, dass postinfektiose autoimmunologische

Prozesse bei einem Teil der Patienten an der Pathogenese des CRPS beteiligt sind.



Summary

Introduction: Complex Regional Pain Syndrome (CRPS) causes pain as well as
autonomic and sensorimotor dysfunction. Usually it develops in the distal extremities
after minimal trauma or surgical intervention. The severity of symptoms is
disproportionate to the causative event. Though the syndrome was first described in
the 19™ century its etiology remains unclear. Studies on the pathophysiology of
CRPS revealed that there are two major mechanism responsible for the clinical signs
of acute CRPS: Exaggerated inflammation after trauma, in particular the neurogenic
inflammatory component, and dysfunction of the sympathetic nervous system. In
recent years, an involvement of the immune system has been discussed.

On the one hand, it has been hypothesized that some cases of CRPS might have a
postinfectious autoimmune etiology. Thus in one study it was found a significantly
higher seroprevalence of Parvovirus B19 in CRPS patients.

On the other hand, autoantibodies against autonomic nervous system structures in
some patients with CRPS were described. These autoantibodies were directed
against intracellular antigens of sympathetic ganglia neurons. The role of this
particular type of autoantibodies is still discussed controversially. They are generally
considered to have diagnostic relevance; their pathogenetic significance, however,
as not been verified. In the current study, therefore, the presence of autoantibodies
against surface epitopes was determined in serum samples from CRPS patients. In
addition, effects of IgG from CRPS patients on sympathetic neurons were analyzed.
Moreover the prevalence of parvovirus B19 IgG and antiendothelial autoantibodies

(AECA) in the sera of CRPS patients was investigated.

Methods: Antibodies against surface epitopes of autonomic neurons were detected
by using flow cytometry. For the investigation of cytotoxic and apoptotic effects of IgG
fractions, microscopy was used. Sympathetic neurons were counterstained with DAPI
and Trypan blue. To detect antibody-mediated effects on neuronal cells, we
measured the expression of immunological and neuronal-specific proteins and
phosphorylation of the MAP kinases ERK-1/2 and p38 using flow cytometry.
Parvovirus B19 IgG and the presence of antiendothelial autoantibodies were

determined with ELISA techniques.



Results: Autoantibodies against sympathetic neurons could be detected in 12 of 40
CRPS patients, but only in 2 of 20 trauma patients without CRPS and none of the
controls (p<0.01). The surface binding was restricted to sympathetic neurons and
could not be observed in the non-neuronal control cell line HEK 293. The
investigation of cytotoxic and apoptotic effects showed no significance difference
between CRPS patients and healthy controls. Incubation of sympathetic neurons with
IgG fractions from CRPS patients did not induce activation of p38 und ERK-1/2.
However,CRPS patients (71.7%) showed a higher seroprevalence of parvovirus B19
IgG than controls (40%, p<0.01). All CRPS-2 patients were positive. AECA were not

associated with parvovirus B19 seropositivity.

Conclusion: The purpose of the present study was to investigate whether the
pathogenesis of Complex Regional Pain Syndrome is associated with autoimmunity
against the autonomic nerve system. CRPS patients were shown to have
autoantibodies specifically directed against surface antigens of differentiated
sympathetic neurons, but not against the non-neuronal control cell line HEK 293.
Although functions of the autoantibodies were not identified, the results provide
strong evidence that autoimmunity against the autonomic nervous system may be
involved in the pathogenesis of CRPS. Future investigations should include
identification of possible autoantigens and functional characterization of the
autoantibodies.

In addition, an elevated seroprevalence of parvovirus B19 IgG was found in CRPS
patients. The results implicate that some cases of CRPS might have a postinfectious

autoimmune etiology.



1. Einleitung

1.1. Autoimmunitéat

Das Immunsystem des menschlichen Korpers schitzt diesen mit Hilfe von
Abwehrmechanismen vor potentiellen Krankheitserregern. Prinzipiell lassen sich
hierbei zwei Formen der Immunitat unterscheiden: Zum einen die angeborene
Immunitat, zum anderen die adaptive Immunitat. Unter der angeborenen Immunitat
versteht man unspezifische Abwehrmechanismen, entweder zellular (Phagozyten)
oder humoral vermittelt (Komplementsystem), die in den ersten Tagen nach
Eindringen eines Erregers diesen bekampfen. Die adaptive Immunitat hingegen
reagiert spezifisch auf Erreger, indem z.B. durch zellulare oder humorale
Mechanismen eine angepasste Erregerabwehr stattfindet. Die Basis der spezifischen
Immunabwehr bilden B-Lymphozyten und T-Lymphozyten. B-Lymphozyten sind fur
die Produktion von Antikorpern verantwortlich und stehen somit im Zentrum der
humoralen Immunantwort. T-Lymphozyten hingegen spielen vor allem bei der
zellvermittelten Immunantwort eine zentrale Rolle.

Nach der Aktivierung von adaptiven Immunabwehrmechanismen besteht die Gefahr,
dass unreife Lymphozyten nicht entsprechend ihrer eigentlichen Funktion
korperfremde Strukturen angreifen, sondern auch auf koérpereigene Strukturen
reagieren und somit autoreaktiv tatig sind. Wahrend des Reifungsprozesses der B-
Lymphozyten im Knochenmark bzw. der T-Lymphozyten im Thymus werden solche
autoreaktiven Immunzellen gewdhnlich vernichtet oder dauerhaft inaktiviert; hierbei
spricht man von einer natirlichen Selbst-Toleranz gegen koérpereigenes Gewebe.
Kommt es zum Ausfall dieser Selbst-Toleranz, resultiert daraus eine Immunantwort
gegen korpereigenes Gewebe. Dabei sind die Komponenten des Immunsystems in
der Regel nicht imstande, das koérpereigene Antigen vollstandig zu beseitigen. Die

Folge ist eine chronische entziindliche Gewebeschadigung (Janeway et al. 2002).

In den letzten Jahren konnte bei verschiedenen Erkrankungen eine
Autoimmunpathogenese als Entstehungsmechanismus nachgewiesen werden.
Dabei unterscheidet man zwischen organspezifischen und systemischen

Autoimmunkrankheiten. Beispiele flr organspezifische Autoimmunkrankheiten sind



die Hashimoto-Thyreoditis und die Basedow-Krankheit der Schilddrise sowie der
insulinabhangige Diabetes mellitus Typ |, bei dem die Langerhans-Inseln des
Pankreas betroffen sind. Systemisch verlaufende Autoimmunkrankheiten sind z.B.
der systemische Lupus erythematodes (SLE) und die Sklerodermie, bei denen
verschiedene Organsysteme befallen sind (Janeway et al. 2002).

Witebsky formulierte 1957 erstmals Kriterien zur Klassifikation und Einordnung von
Autoimmunkrankheiten (Witebsky et al. 1957). 1993 modifizierten Rose und Bona die
Kriterien (Rose & Bona et al. 1993). So gilt eine Erkrankung sicher als autoimmun,
wenn Autoantikdrper oder autoreaktive T-Zellen gegen ein definiertes Antigen im Blut
der Patienten nachweisbar sind und die Erkrankung durch Ubertragung von

Autoantikorpern oder T-Lymphozyten im Tiermodell ausgeldst werden kann.

Bei der Genese einer Autoimmunkrankheit wird ein multifaktorielles Geschehen
diskutiert. Grundsatzlich wird davon ausgegangen, dass bei der Entstehung zwei
Voraussetzungen notwendig seien: einerseits eine genetische Komponente und
anderseits Umwelteinflisse, die sogenannten Realisationseinflusse.

In Hinsicht auf die genetische Komponente spielt nach derzeitigem Kenntnisstand
das HLA-System eine entscheidende Rolle. Bei einigen Autoimmunkrankheiten
treten bestimmte HLA-Antigene gehauft auf. So haben HLA-B27-Trager ein erhdhtes
Risiko fur bestimmte rheumatische Erkrankungen. Die Ursache fur das erhohte
Risiko kann allerdings nur hypothetisch beantwortet werden. Man weil}, dass HLA-
Moleklle zusammen mit dem T-Zell-Rezeptor eine zentrale Rolle in der
Antigenerkennung spielen. In diesem Zusammenhang wird vermutet, bestimmte
HLA-Allele seien mehr oder weniger geeignet, antigene Strukturen bzw. exogene
Erreger und Noxen zu erkennen. Somit kdonnen HLA-Molekile einerseits eine
Schutzfunktion ausuben, andererseits aber auch fur Erkrankungen disponieren
(Classen et al. 2004).

Als letztendlich auslosende Faktoren einer Autoimmunreaktion werden die
sogenannten Realisationseinflisse bezeichnet.

Anhand der sogenannten ,Molecular-Mimikry“-Hypothese lasst sich einer dieser
Realisationsfaktoren erklaren. Bei der erwahnten Hypothese wird davon
ausgegangen, ein bestimmtes Antigen, z.B. ein Virus- oder Bakterienantigen, weise
groRe Ahnlichkeit mit kérpereigenen Strukturen auf. Im Sinne einer Kreuzreaktion

richtet sich die Immunantwort dann auch gegen diese korpereigenen Strukturen. Das



klassische Modell der ,Molecular-Mimicry“ wurde am Beispiel des rheumatischen
Fiebers entwickelt. Nach einer Infektion der oberen Atemwege mit einer bestimmten
Streptokokkenspezies kommt es zur Ausbildung von Antikdrpern, die insbesondere
mit Oberflachenantigenen des Endokards oder der Nierenglomerula kreuzreagieren
(Cunningham et al. 2000, Classen et al. 2004).

Die autoimmunologische Reaktion des Korpers kann sich in einer Vielzahl von
unterschiedlichen Mechanismen manifestieren. So kommt es bei Vvielen
Autoimmunkrankheiten zur Bildung von Autoantikdrpern. Beim Nachweis von
Autoantikdrpern muss jedoch differenziert werden, ob diese bei einer bestimmten
Erkrankung lediglich ein diagnostisch nutzbares Begleitphanomen sind oder
tatsachlich eine funktionelle Bedeutung haben. Funktionell wirksame Autoantikorper
finden sich beispielsweise beim M.Basedow oder der Myasthenia gravis. Hierbei
binden Autoantikérper an spezifische Rezeptoren und kbénnen so den
Funktionsablauf der betroffenen Zelle auf verschiedenste Art und Weise stéren. So
fuhren bei der Myasthenia gravis Antikdrper gegen den postsynaptischen
Acetylcholin-Rezeptor zu einer Blockierung und Internalisierung des Rezeptors. Die
Folge ist eine neuromuskuldre Ubertragungsstdrung, welche typischerweise im
Tagesverlauf zu einer zunehmenden Muskelschwache fihrt (De Baets et al. 2002).
Ebenfalls pathophysiologisch relevant sind Autoantikérper gegen zellulare
Oberflachenmolekule. Beispiele dafur sind die autoimmunhamolytische Anamie
sowie der Morbus Werlhof, bei denen sich Antikdrper gegen Oberflachenstrukturen
von Erythrozyzten bzw. Thrombozyten nachweisen lassen (Schroers et al. 2007,
Schreiber et al. 1972, Sokol et al 1984). Lediglich von diagnostischer Bedeutung sind
z.B. antinukleare Antikorper bei den Kollagenosen und Erkrankungen aus dem
rheumatischen Formenkreis (Ubersicht in Fritzler 1996).

Neben diesen beiden genannten Theorien und Mechanismen ist eine Vielzahl von
weiteren Vorgangen bekannt, die eine autoimmunologische Reaktion auslosen bzw.
unterhalten kdonnen. Keine dieser Theorien alleine kann bisher jedoch die meisten

autoimmunen Vorgange erklaren.



1.2. Das Komplexe Regionale Schmerzsyndrom

Der Begriff ,Komplexes Regionales Schmerzsyndrom® (englisch: Complex Regional
Pain Syndrom - CRPS), fruher auch Morbus Sudeck, sympathische Reflexdystrophie
oder Kausalgie genannt, beschreibt einen Symptomkomplex aus chronischen
Schmerzen, autonomen, sensomotorischen und im weiteren Krankheitsverlauf
auftretenden trophischen Stérungen. Die Symptome sind vorwiegend an der distalen
Extremitat lokalisiert. Sie entwickeln sich typischerweise als Folge einer
schmerzhaften Verletzung durch meist kleinere Traumen oder Operationen an
Knochen, Weichteilen oder Nervengewebe. Dabei muss der Symptomkomplex sich
nicht auf den Ort der primaren Schadigung beschranken und auch nicht mit dem

Ausmal der Schadigung korrelieren (Kock et al 2003).

Erstmals beschrieben wurde das Syndrom 1864 von dem amerikanischen Arzt Weir
Mitchell, der es bei Schussverletzten mit partieller Nervenlasion wahrend des
amerikanischen Burgerkrieges beobachtete (Mitchell et al. 1865). Er beobachtete
ausgepragte Brennschmerzen in der betroffenen Extremitat bei den Patienten und
nannte daher das Krankheitsbild ,Kausalgie“ (vom griechischen ,Kausis“: brennen).
Zu Beginn des 20. Jahrhunderts beschrieb der Hamburger Chirurg Paul Sudeck
ahnliche Symptome bei Patienten mit vorausgegangenen Frakturen oder
Weichteilverletzungen ohne Vorliegen einer Nervenlasion und pragte damit im
deutschsprachigen Raum den Begriff des ,Sudeck-Syndroms* (Sudeck et al.1902).
Evans verwendete 1946 erstmals den Begriff ,sympathische Reflexdystrophie®,
nachdem er durch Sympathektomie eine erhebliche Schmerzreduktion bei Patienten
beobachten konnte, und deshalb eine =zentrale Rolle des sympathischen
Nervensystems bei der Entstehung der Krankheit vermutete (Evans et al. 1946).

Im Jahr 1994 einigte sich die ,International Association for the Study of Pain“ vor dem
Hintergrund neuer wissenschaftlicher Erkenntnisse schliel3lich auf den Begriff
.,Komplexes Regionales Schmerzsyndrom® und formulierte auch dementsprechende
Diagnosekriterien. Hierbei unterteilte man das CRPS in zwei verschiedene Typen:
Der Typ | bezeichnet Patienten, die ein CRPS ohne eine Nervenlasion entwickeln
und der Typ Il, diejenigen mit einer traumatischen Nervenlasion (Bruhl et al. 1999;
Tabelle 1).



Der Haufigkeitsgipfel der Erkrankung liegt bei etwa 50 Jahren, wobei jedoch auch
sehr selten Kinder und altere Menschen am CRPS erkranken kdnnen. Frauen
erleiden haufiger ein CRPS als Manner. Die obere Extremitat ist doppelt so haufig
betroffen wie die untere. Epidemiologische Studien konnten beim CRPS-Typ | eine

Inzidenz von 0,5 pro 1000 Einwohner im Jahr ermitteln (Veldman et al. 1993).

Tabelle 1
Kriterien der komplexen regionalen Schmerzsyndrome (CRPS | und Il) nach der IASP-Klassifikation

chronischer Schmerzsyndrome aus dem Jahr 1994 (Brihl et al. 1999)

CRPS-Typ | 1. Das CRPS-TYP | entwickelt sich nach einem initialen, schadigenden Ereignis.

2. Der auftretende Spontanschmerz oder die Allodynie/Hyperalgesie ist nicht auf
das Gebiet eines einzelnen peripheren Nervs begrenzt und nicht proportional zur
Schwere der auslésenden Ereignisse.

3. Seit dem schadigenden Ereignis war oder ist ein Odem, eine gestorte
Hautdurchblutung oder eine abnormale sudomotorische Aktivitat in der vom
Schmerz betroffenen distalen Extremitatenregion aufgetreten.

4. Diese Diagnose kann beim Vorliegen anderer Erkrankungen/Umsténde, die das
Ausmall des Schmerzes und der Funktionsbehinderung erklaren, ausgeschlossen

werden.

CRPS-Typ Il 1. Das CRPS-Typ Il entwickelt sich nach einer peripheren Nervenverletzung.
2. Der Spontanschmerz oder die Allodynie/Hyperalgesie sind nicht unbedingt nur auf
das Versorgungsgebiet des betroffenen Nervs begrenzt.
3. Entsprechend dem CRPS-Typ |
4. Entsprechend dem CRPS-Typ |

1.3. Klinik des CRPS

Klassischerweise wird das klinische Bild von der Trias aus trophischer (autonomer),
motorischer und sensibler Storungen bestimmt, welche meist mit mehrtagiger Latenz
nach dem schadigenden Ereignis auftreten. Die Symptome breiten sich haufig
generalisiert an der distalen Extremitat aus.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten einen dreiphasigen Verlauf der Erkrankung

herausarbeiten (Veldman et al. 1993).



Das akute Stadium ist oft durch eine Steigerung der Stoffwechselvorgange in
Weichteilen und Knochen gekennzeichnet. Klinisch kann eine livide Verfarbung der
Haut mit teigigem Odem und Funktionsbehinderung der Gelenke vorliegen.
Leitsymptome sind der meist brennende und nicht unbedingt am Ort der primaren
Schadigung lokalisierte Spontanschmerz (Wasner et al 1998) sowie Stérungen der
Schweildproduktion und der Hautdurchblutung an der betroffenen Extremitat. Zumeist
ist auch eine Uberwarmung der betroffenen Extremitat festzustellen. Ferner gehéren
auch sensorische Stérungen wie Hypalgesie und Hypasthesie zum klinischen Bild
des CRPS. Durch mechanische und chemische Reize zu provozierende Schmerzen
(Allodynie/Hyperalgesie) sind ebenfalls beschrieben (Sieweke et al. 1999; Birklein et
al. 1997). Die Mitbeteiligung des motorischen Systems kann sich z.B. in einer
Einschrankung der Feinmotorik, im Auftreten eines Tremors oder Paresen der
distalen Extremitat bemerkbar machen (Veldman et al. 1993).

Im weiteren Verlauf kann es zur Atrophie der Gewebe mit Entkalkung der betroffenen
Knochenpartien und fibréser Verklebungen der Gelenke kommen. Klinisch liegt bei
einem Teil der Patienten eine Atrophie der betroffenen Extremitat mit trophischen
Hautstorungen in Form von Veranderungen des Haar- und Nagelwachstums und
Hyperkeratosen bzw. Fibrosierungen vor (Blumberg et al. 1988). An den Gelenken
bestehen ausgepragte Bewegungseinschrankungen, die bis zur Einsteifung der
Gelenke fuhren konnen. Im Rontgenbild ist teilweise eine fleckige oder diffuse
Knochenatrophie nachzuweisen (Niethard et al. 2005). Letztendlich kann sich eine
generalisierte Atrophie der Haut, Subkutis, Muskulatur sowie des Skeletts entwickeln.
Trotz Therapie kommt es oft zu einer Chronifizierung der Symptome, was die

Lebensqualitat der Patienten in einem erhohten Malde einschrankt.

Abbildung 1
Patient mit einem CRPS der
rechten Extremitat nach

Radiusfraktur.

In der akuten Phase der Erkrankung
findet sich eine deutliche
Schwellung und Uberwarmung der
Hand (Baron et al. 1999).




Allerdings besteht aber auch die seltene Moglichkeit einer spontanen Ruckbildung
aller Veranderungen. Die Schwere und der Verlauf der einzelnen Symptome sind

insgesamt sehr variabel in ihrer Auspragung.

Da das CRPS durch die IASP-Kriterien klinisch definiert ist und keine Untersuchung
mit einer ausreichenden Sensitivitdt das CRPS beweist, gilt das Augenmerk in der
Diagnostik des CRPS einer grundlichen Anamnese sowie einer sorgfaltigen
klinischen Untersuchung (Kock et al. 2003). Dabei steht die Untersuchung des
Symptomtrias aus motorischen, sensorischen und trophischen Stérungen im
Vordergrund.

Es stehen jedoch eine Vielzahl von Untersuchungsmethoden, welche die Diagnose
eines CRPS stutzen bzw. mogliche Differentialdiagnosen ausschliellen kénnen, zur
Verfugung.

Dazu gehdrt u.a. die Thermographie der Haut. Richtungsweisend ist dabei der
Nachweis eines Temperaturunterschieds von mehr als 1,5-2°C im Vergleich zur
gesunden Extremitat, was bei ca. 84% der CRPS-Patienten der Fall ist (Hoerster et
al. 1998). Eine andere Methode ist die Drei-Phasen-Skelettszintigraphie, bei der eine
erhdhte Knochenresorption bei CRPS-Patienten festgestellt werden konnte (Kozin et
al. 1981). Signifikante Veranderungen sind allerdings nur innerhalb des ersten
Jahres in der akuten und subakuten Krankheitsphase zu erwarten. Wahrend dieses
Zeitraums hat jedoch eine pathologische Traceranreicherung in der spaten Phase
eine Spezifitdt und Sensitivitdt von etwa 80% fur das CRPS (Zyluk et al. 1999).
Ebenfalls von Relevanz ist die quantitative Sudometrie, die mit Hilfe einer
quantitativen Feuchtigkeitsmessung erfolgt und mit deren Hilfe sich oftmals sowohl in
der akuten als auch in der chronischen Phase der Erkrankung eine erhohte
Schweildproduktion nachweisen lasst (Birklein et al. 1999), sowie die
Roéntgendiagnostik, mit der schon Sudeck 1902 fleckige Knochenentkalkungen als
charakteristisch fur das Syndrom beschrieb (Sudeck et al. 1902).

Schlielich ist noch die Mdglichkeit der diagnostischen Sympathikusblockaden zu
erwahnen. Diese ist in Hinblick auf die Therapiekonzeption wichtig und wird genutzt,
wenn klinisch nicht eindeutig unterschieden werden kann, ob die Symptomatik vom
sympathischen System unterhalten wird oder davon unabhangig vorhanden ist
(Treede et al. 1992).



Die Therapie des CRPS gestaltet sich als schwierig, da einerseits die
Pathophysiologie nicht ausreichend verstanden ist und andererseits objektive
Diagnosekriterien fehlen. Trotzdem exsistiert eine grol3e Anzahl verschiedener
Ansatze, die bei der Therapie des CRPS angewendet werden.

Vorrangiges Therapieziel ist die Wiederherstellung der vollen Funktion der
betroffenen Extremitat. Dieses Ziel kann nur erreicht werden, wenn nach der
Diagnosestellung so schnell wie moglich die Therapie begonnen wird. Dabei sollten
multimodale Behandlungskonzepte zum Einsatz kommen, welche so individuell wie
mdglich an das jeweilige Erkrankungsstadium angepasst sein sollten.

Im Rahmen der pharmakologischen Therapie kommen bei leichten bis moderaten
Schmerzen nicht-steroidale Antiphlogistika sowie bei schweren Schmerzzustanden
Opioide in Betracht (Maier et al. 1998). Dartberhinaus konnte die Wirksamkeit oraler
Glukokortikoide belegt werden (Christensen et al. 1982). Eine weitere Therapieoption
stellt die Gabe von Natrium-Kanal-Blockern wie Lidocain, Mexiletin oder
Carbamazepin dar (Wallace et al. 2000). Auch konnte mit der intravendsen Gabe von
Bisphosphonaten eine deutliche Reduktion der Schmerzen und des Odems
nachgewiesen werden (Varenna et al. 2000).

Ebenfalls positive Effekte zeigte die Verabreichung von Kalzitionin (Gobelet et al.
1986, Gobelet et al. 1992), dem Radikalfanger N-Acetylzystein sowie
Dimethylsulfoxid als lokale Therapie (Goris et al. 1987, Perez et al. 2003).

Kénnen die Schmerzen medikamentds nicht ausreichend gelindert werden, sollte
auch die Durchflhrung einer Sympathikusblockade in Betracht gezogen werden.

Bei dieser Therapieform wurde bei ca. 50-85% der CRPS-Patienten eine deutliche
Schmerzreduktion beschrieben (Blumberg et al. 1992).

Als weitere Therapieoption stehen u.a. die Applikation von Opioiden im Bereich des
Grenzstranges (Arias et al. 1990, Werner et al. 1999), der Einsatz von transkutaner
elektrischer Nervenstimulation (TENS) sowie die epidurale Rickenmarksstimulation
(Kemler et al. 2000) zur Verfugung.

Letztendlich sollte noch auf die Notwendigkeit einer konsequent durchgeflhrten
Physio- und Ergotherapie hingewiesen werden, welche eine zwingende
Voraussetzung fiur die Wiederherstellung der Funktion der betroffenen Extremitat
darstellt. Diese sollte jedoch erst nach Abklingen der Akutsymptomatik begonnen
werden, wenn der Patient in Ruhe schmerzfrei ist (Sherry et al. 1999, Oerlemans et
al. 1999).



1.4. Pathophysiologie des CRPS

Trotz zahlreicher Unklarheiten im Verstandnis der Pathophysiologie des CRPS
kristallisierten sich in Studien der vergangenen Jahre zwei wesentliche Mechanismen
heraus, die fur einen Groldteil der klinischen Symptome verantwortlich gemacht
werden. Das ist einerseits eine neurogene Entzindung, insbesondere wahrend der
Akutphase der Erkrankung, und andererseits eine Dysfunktion des sympathischen

Nervensystems.

Das Komplexe Regionale Schmerzsyndrom zeigt eine Vielzahl neurologischer
Symptome. Eine der fur die Symptomatik verantwortlichen Ursachen liegt nach
vorherrschender Auffassung in der Dysfunktion des sympathischen Nervensystems.
Schon 1946 pragte Evans den Begriff der sympathischen Reflexdystrophie.
Basierend auf der Beobachtung einer Schmerzreduktion bei CRPS-Patienten durch
Sympathektomien, vermutete er eine entscheidende Rolle des sympathischen
Nervensystems bei der Entstehung der Erkrankung (Evans et al. 1946). Mittlerweile
konnte jedoch gezeigt werden, dass bei nicht allen CRPS-Patienten der Schmerz
vom sympathischen Nervensystem unterhalten wird. Bei einem Teil der Patienten ist
nach Sympathikusblockade keine Schmerzreduktion festzustellen. Daraus lasst sich
folgern, dass bei dieser Gruppe andere pathophysiologischen Mechanismen fiur die
Schmerzsymptomatik verantwortlich sind. Diese Erkenntnis spiegelt sich in der
Tatsache wieder, dass flr die Diagnosestellung der sympathisch unterhaltene
Schmerz kein zwingendes Kriterium mehr ist (Stanton-Hicks et al. 1995).

Ca. 50-85% der CRPS-Patienten beschreiben jedoch eine Schmerzreduktion nach
Sympathikusblockade. Dabei konnte ebenfalls ein Riickgang von Odemen und eine

Reduktion des Tremors beobachtet werden (Blumberg et al. 1992).

Auf die Mechanismen des sympathisch unterhaltenen Schmerzes geben
verschiedene Tierexperimente Hinweise. So konnte nachgewiesen werden, dass
nach partieller Nervenlasion noch intakte Hautafferenzen Katecholaminrezeptoren an
ihrer Oberflache exprimieren. Folglich entwickeln die Afferenzen eine Sensitivitat fur
diesen Transmitter, die unter physiologischen Bedingungen nicht vorhanden ware
(Janig et al. 1996). Ferner konnte bei Ratten nach Verletzung des Nervus mentalis,

ein Sprouting sympathischer Fasern in die oberste Schicht der Epidermis



nachgewiesen werden (Ruocco et al. 2000). Neben diesen Veranderungen in der
Peripherie wurden auch im Bereich der Spinalganglien weitere pathologische
Prozesse festgestellt. So lieRen sich sympathisch-afferente Kopplungen zwischen
postganglionaren sympathischen Fasern und afferenten Neuronen nachweisen
(MacLachlan et al. 1993). Doch nicht nur nach Nervenlasion lieken sich diese
Veranderungen feststellen; auch nach thermisch oder chemisch ausgeldsten
entzundlichen Prozessen konnte eine verstarkte sympathisch-afferente Kopplung

beobachtet werden (Levine et al. 1986).

Mit Hilfe dieser tierexperimentellen Erkenntnisse lieRe sich auch die
Schmerzsymptomatik beim CRPS-Patienten erklaren: Durch Freisetzung von
Noradrenalin aus den sympathischen Nervenendigungen kommt es zur verstarkten
Erregung nozizeptiver Fasern. Diese sind nach einem auslosenden Ereignis durch
den Neurotransmitter erregbar; der zugrunde liegende Mechanismus ist allerdings
noch nicht geklart. Diese nervale Stimulation nimmt der Patient schliel3lich als
Schmerz wahr (Schattschneider et al. 2003). Untersuchungen am Menschen stutzen
diese Theorie: so konnte bei CRPS- Patienten vom Typ Il eine Schmerzverstarkung
nach intraoperativer Grenzstrangstimulation beobachtet werden (White et al. 1969).
Desweiteren berichteten CRPS-Patienten von einer starken Schmerzzunahme
infolge intradermaler Injektion von Noradrenalin in das betroffene Areal (Torebjork et
al. 1995; Ali et al. 2000).

Im Rahmen einer aktuelleren Studie von Oaklander wurden Hinweise auf einen
anderen Mechanismus gefunden. Zumindest bei CRPS-Patienten vom Typ | liegt
vermutlich eine persistierende, minimale Degeneration kleiner, distal gelegener
Axone sympathischer Neurone als Ursache bzw. Triggerfaktor fur die sympathisch

unterhaltenen Schmerzen vor (Oaklander et al. 2006).

Neben dem neuropathischen Schmerz sind weitere, autonome Stérungen des CRPS
auf eine Beteiligung des sympathischen Nervensystems zuruckzufuhren. In der
Akutphase der Erkrankung lasst sich haufig eine regionale Ubererwdrmung der Haut
bzw. eine Erweiterung der Hautgefalle sowie eine Hyperhidrose beobachten. In
diesem Zusammenhang konnte man in der akuten Phase der Erkrankung zwei
Prozesse nachweisen: Zum einen eine verminderte Aktivitat der sympathischen

Hautvasokonstriktorneuronen, zum anderen eine vermehrte  Aktivierung
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sympathischer Sudormotorneuronen (Wasner et al. 1999, Birklein et al. 1997). Mit
einem Thermoanzug bekleidete CRPS-Patienten zeigten konstant hdhere Messwerte
fur Hauttemperatur und Hautdurchblutung auf der betroffenen Korperseite, sowohl
nach Kihlung als auch nach Erwarmung. Im weiteren Verlauf der Erkrankung fanden
sich zusatzlich Hinweise flr eine fortbestehende Inhibition der sympathischen
Vasokonstriktorneuronen (Wasner et al. 2001). Schattschneider vermutete auf Grund
dieser entgegengesetzt wirkenden Reaktionen der beiden sympathischen Systeme

eine unilaterale Stérung der zentralen Thermoregulation.

Hinsichtlich der Annahme einer neurogenen Entzindung postulierte schon Paul
Sudeck 1902 eine Iokale Entzindung als einen entscheidenden
pathophysiologischen Mechanismus des CRPS, da die klinischen Symptome der
Akutphase wie Schmerzen, Odeme, eine erhdhte Hauttemperatur sowie eine
veranderte Durchblutung dafir sprechen. Er vermutete beim Sudeck-Syndrom einen
Prozess ,mit einem hypothetischen entziindlichen Agens* als Ursache (Sudeck et al.
1902). Die Ergebnisse mehrerer Studien unterstitzen diesen Ansatz, wobei in den
letzten Jahren auch grundsatzlich eine Mitbeteiligung des Immunsystems an der
Pathogenese des CRPS diskutiert wurde.

In einer prospektiven Studie von 1993 der Arbeitsgruppe Veldman wurden 829
CRPS-Patienten des Typ | auf klinische Symptome hin untersucht, die als frihe

klinische Anzeichen eines lokalen entzindlichen Prozesses gewertet wurden.

Tabelle 2
Klinische Symptomatik an von CRPS Typ | betroffenen Extremitaten innerhalb der ersten 2 Monate
nach Auftreten der Erkrankung (Veldman et al. 1993).

Entziindungssymptomatik (%) Neurologische Symptomatik (%)
Unterschiedliche Hauttemperatur 98 Paresen 98
Eingeschrankte Beweglichkeit 98 Hyperpathie 75
Unterschiedliche Hautfarbe 97 Hypasthesie 69
Schmerzen 92 Tremor 57
Odem 86 Koordinationsstérungen 53
Zunahme der Schmerzen nach Belastung 98 Unwillktrliche Bewegungen 19
Muskelspasmen 11

Hyperhidrose 57
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Die Ergebnisse der Studie unterstitzen die von Sudeck formulierte Theorie: Die
Patienten zeigten neben einer neurologischen Symptomatik eindeutige Zeichen einer
lokalen entzundlichen Reaktion (Tabelle 2). Man kam zu dem Schluss, die
entzundlichen Veranderungen in der Frihphase und die dystrophen Veranderungen
in der Spatphase des CRPS seien zurlckzufiuhren auf eine Ubermalig starke,
regionale Entziindungsreaktion in Folge von Verletzungen (Veldman et al. 1993).
Dafur spricht auch der Nachweis einer signifikanten Erhohung der
Entzindungsmediatoren Interleukin 6 und TNF-a im Blut der betroffenen Extremitat
von CRPS-Patienten des Typ |; systemisch ist diese Veranderung nicht festzustellen
(Huygen et al. 2002). Bestatigt wurden diese Ergebnisse in einer weiteren Studie, in
der ebenfalls ein signifikanter Anstieg von TNF-a nachgewiesen werden konnte
(Maihofner et al. 2005). Ebenfalls wurde die Konzentration des TNF-a-bindenden
Rezeptors 1 (sSTNF-R1) bestimmt. Diesem konnte bereits in der Vergangenheit eine
SchlUsselrolle in der Vermittlung von Allodynie und Hyperalgesie z.B. bei
Polyneuropathiepatienten zugeschrieben werden. Vor allem bei den Patienten, die
eine mechanische Hyperalgesie als klinisches Symptom aufwiesen, war eine
signifikante Erhohung von sTNF-R1 zu finden. Ferner bestand eine signifikante
Korrelation zwischen den Konzentrationen von sTNF-R1 und TNF-a.

Verantwortlich fur die Produktion dieser Zytokine kdnnen eine Vielzahl von Zellen
sein. Neben Monozyten, Makrophagen oder T-Lymphozyten gehoren dazu auch
Mastzellen. Diese konnten in der betroffenen Extremitat der CRPS-Patienten stark
erhoht nachgewiesen werden. Die Konzentration der Mastzellen korreliert aul3erdem
signifikant mit der Intensitat der Schmerzen (Huygen et al. 2004).

Darlberhinaus fanden sich Hinweise auf die Beteiligung neurogener
Entzindungsmechanismen.

So erklart man sich die Tatsache, dass CRPS-Patienten in der Akutphase der
Erkrankung eine erhodhte Plasmaextravasation und Vasodilatation aufweisen, als
Reaktion auf die Erregung nozizeptiver Fasern mit darauf folgender Freisetzung von
Neuropeptiden (Oyen et al. 1993).

Eines dieser Neuropeptide ist das Calcitonin-gene-related-peptide (CGRP). In einer
Studie wurde mittels Radioimmunassay die CGRP-Konzentration im Blut von CRPS-
Patienten gemessen (Birklein et al. 2001). Insbesondere bei Patienten mit deutlichen
klinischen Entzindungszeichen im akuten Krankheitsstadium konnte eine erhohte

Konzentration dieses Peptids festgestellt werden. AulRerdem korrelierte eine erhohte
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CGRP-Konzentration mit der Haufigkeit einer vorliegenden Nervenlasion sowie der
einer Hyperhydrosis. Nach Reduktion der Akutsymptomatik mit Hilfe therapeutischer
Malnahmen war im Vergleich zur Kontrollgruppe kein Unterschied in den CGRP-
Konzentrationen mehr festzustellen.

In diesem Zusammenhang wurde auch die Rolle des Neuropeptids Substanz P
untersucht. Dieses wurde sowohl den Patienten als auch einer Kontrollgruppe
appliziert, um die dadurch induzierte Plasmaproteinextravasation festzustellen.
Hierbei konnte bei Patienten ein deutlichen Anstieg der Plasmaextravasation in der
betroffenen und auch nicht betroffenen Extremitdt gemessen werden. In der
Kontrollgruppe induzierte Substanz P keine Proteinextravasation. Ursachlich wurde
eine Abschwachung der Substanz-P-Inaktivierung vermutet (Leis et al. 2003).

Unklar bleibt jedoch, ob die neurogenen Entzindungsmechanismen durch die
Freisetzung der genannten Entzindungsmediatoren angestof3en werden oder diese
lediglich unterhalten (Schattschneider et al. 2003).

Vor dem Hintergrund einer fraglichen entzindlichen Pathogenese des CRPS
diskutierte man in den letzten Jahren auch die Bedeutung von immunologischen
Faktoren. Wegweisend waren Studien, welche sich mit der Fragestellung einer
genetischen Pradisposition fir das CRPS auseinandersetzten. Dabei untersuchte
man die HLA-Region auf Kanditatengene, welche fur das CRPS pradisponieren
konnten, und fand tatsachlich Assoziationen mit den HLA-Allelen DQ1 (Kemler et al.
1999), DR13 (van Hilton et al. 2000) und der Zentromerregion der HLA-Klasse |
Antigene (van de Beek et al. 2003).

Neben der funktionellen Bedeutung des HLA-Systems fur das Immunsystem sind
Zusammenhange zwischen der Anfalligkeit fur bestimmte Krankheiten und
bestimmten Allelen von HLA-Genen bekannt. Von den meisten dieser vom HLA-
System beeinflussten Erkrankungen weil3 bzw. vermutet man, sie seien
immunologischer Genese.

Weitere Hinweise fur eine Beteiligung des Immunsystems in der Pathophysiologie
des CRPS geben die Ergebnisse von Hartrick. Dieser konnte bei CRPS-Patienten
eine gesteigerte Stickstoffmonoxid-Produktion bei Monozyten nach Stimulation mit
Interferon-y feststellen (Hartrick 2002). Diese veranderte Monozytenreaktivitat wird
als Teil einer Kaskade vermutet, welche fiur die Entstehung chronisch-

neuropathischer Schmerzen verantwortlich ist, und auch bei Patienten mit
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systemischer Sklerodermie und Multipler Sklerose nachgewiesen werden konnte
(Sarchielli et al.1992, Yamamoto et al. 1998).

Auch eine Therapieoption des CRPS weist auf eine entzindliche bzw.
immunologische Genese hin: So zeigte sich in kontrollierten Studien die Wirksamkeit

systemischer Glukokortikoidgaben (Christensen et al. 1982; Braus et al. 1994).

Obwonhl die dargestellten Daten die genaue Rolle immunologischer Faktoren fur die
Pathogenese des CRPS nicht erklaren, so belegen sie trotzdem eindeutig eine
Beteiligung des Immunsystems. Zum einen das klinische Bild in der Akutphase der
Erkrankung, und zum anderen die nachgewiesenen zellbiologischen Veranderungen
deuten auf einen lokalen inflammatorischen Prozess hin. Es bleibt jedoch zu klaren,
inwieweit diese entzundliche Genese fur die Dysfunktion des sympathischen
Nervensystems verantwortlich ist bzw. inwieweit diese die immunologischen

Mechanismen moduliert.

1.5. Fragestellung

Der dargestellte Wissensstand bezuglich der Pathophysiologie des CRPS macht
deutlich, dass insbesondere die zwei genannten Mechanismen (Entziindungsprozess
und Dysfunktion des sympathischen Nervensystems) fir einen groRen Teil der
klinischen Symptomatik verantwortlich sind. Unklarheit besteht jedoch Uber das
Zusammenspiel der beiden Mechanismen bzw. wodurch diese ausgelost und
unterhalten werden. Hinsichtlich dieser Frage diskutierten Goebel und van de Vusse
einen neuen Ansatz. Sie formulierten die Hypothese, postinfektiose
autoimmunologische Prozesse seien zumindest bei einem Teil der Patienten an der
Pathogenese des CRPS beteiligt. Van de Vusse konnte 2001 in einer Studie eine
erhdhte Seropravalenz fur Parvovirus B19 bei CRPS-Patienten im Vergleich zum
Kontrollkollektiv feststellen (van de Vusse et al. 2001). Bezlglich einer Parvovirus-
B19-Infektion konnte bereits in der Vergangenheit nachgewiesen werden, dass eine
Infektion mit dem Erreger die Bildung von Autoantikérpern induzieren kann.
Aulerdem sind Assoziationen zu autoimmunologisch-bedingten Vaskulitiden
(Kawasaki-Syndrom im Kleinkindesalter bzw. der mikroskopischen Polyarteriitis

nodosa bei Erwachsenen) beschrieben (Holm et al. 1995, Lhote et al. 1995).
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Den Ansatz einer autoimmunologischen Pathogenese griff Blaes 2004 auf, und zog
dabei insbesonders einen Autoantikorper-vermittelten Prozess in Betracht. Mittels
Immunfluoreszenz konnte gezeigt werden, dass bei einem Teil der CRPS-Patienten
Autoantikorper gegen Strukturen des autonomen Nervensystems vorhanden sind.
Diese waren gegen intrazellulare Antigene sympathischer Ganglienzellen gerichtet
(Blaes et al. 2004). Allerdings wird kontrovers diskutiert, welche genaue Funktion die
Antikorper, die gegen intrazellulare Antigene gerichtet sind, haben. Nach dem
heutigen Kenntnisstand sind bei vielen neuroimmunologischen Krankheiten
insbesondere Autoantikdrper gegen Oberflachenstrukturen flr die pathologischen
Prozesse verantwortlich (Lang et al. 2003).

Daher beschaftigt sich die vorliegende Arbeit mit dem Nachweis von
Oberflachenautoantikdrpern gegen differenzierte autonome Nervenzellen im Serum
von CRPS-Patienten. Aullerdem soll deren Funktion in Hinblick auf die
Pathophysiologie des CRPS hinterfragt werden.

Im Einzelnen sollen folgende Fragen beantwortet werden:

1. Lassen sich im Serum von CRPS-Patienten Autoantikbrper gegen
Oberflachenantigene von Nervenzellen nachweisen? Wenn ja, sind diese
ausschlieRlich gegen sympathische Nervenzellen gerichtet oder auch gegen die
nichtneuronale Zelllinie HEK 293 ?

2. Haben IgG-Fraktionen aus dem Serum von CRPS-Patienten einen zytotoxischen
bzw. apoptotischen Effekt auf sympathische Nervenzellen?

3. Fuhrt der Einfluss von IgG aus dem Serum der CRPS-Patienten zu einer
nachweisbaren Aktivitats- bzw. Funktionsanderung neuronaler Zellen?

4. Haben CRPS-Patienten eine erhOhte Seropravalenz fur Parvovirus B19-19G?
Wenn dies der Fall ist, konnen diese Viren die Bildung Vaskulitiden-

verursachender antiendothelialer Autoantikérper induzieren?
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten

Allen Patienten wurde nach entsprechender Aufklarung und mit deren Einverstandnis
Serum entnommen. Ein positives Votum der Ethikkommission des Fachbereichs
Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giessen fur diese Studie liegt vor.

Insgesamt standen flr die Studien die Seren von 41 klinisch dokumentierten CRPS-
Patienten zur Verfugung, die alle entsprechend der IASP Kriterien (Bruehl et al.
1999) diagnostisch gesichert waren. Davon waren 29 Patienten dem CRPS Typ 1
und 12 Patienten dem CRPS Typ 2 zuzuordnen. Das Alter der Patienten lag
zwischen 24 und 81 Jahren (Mittelwert + Standardabweichung: 53.1 + 13.8 Jahre; 25
weiblich/16 mannlich).

Als Kontrollen standen Seren von 30 gesunden Probanden und 20 Patienten mit
einer Nervenlasion, welche nicht mit einem CRPS assoziiert war, zur Verfugung. Das
Alter der Probanden lag zwischen 24 und 74 Jahren (gesunde Kontrollen: 52.0 + 12.4
Jahre; 18 weiblich/12 mannlich, Patienten mit Nervenlasion: 53.9 + 12.4; 10
weiblich/10 mannlich).

In der Diagnostik fur Oberflachenautoantikorper verwendeten wir die Seren von 40
CRPS-Patienten (28 CRPS Typ 1, 12 CRPS Typ 2; 52.1 + 13.8 Jahre; 25 weiblich/15
mannlich) sowie den 30 gesunden Probanden und den 20 Patienten mit einer
Nervenlasion. Die mittlere Dauer klinischer Symptome des CRPS lag in der
Patientengruppe bei 29.1 + 23.9 Wochen.

Zur Durchflhrung der ELISA-Verfahren standen 39 CRPS-Patienten (28 CRPS I, 11
CRPS Il; 54.6 + 11.7Jahre; 25 weiblich/11 mannlich) sowie die 30 gesunden
Probanden zur Verfugung. Die mittlere Dauer klinischer Symptome des CRPS lag in
der Patientengruppe bei 30.3 + 24.5 Wochen.

Bei den immunologischen Funktionsassays standen nur teilweise ausreichende
Mengen an Serum zur Aufreinigung der IgG-Fraktionen zur Verfugung. Hierbei wurde
eine Gruppe von sieben Patienten (3 CRPS-Typ-1-Patienten, 4 CRPS-Typ-2-
Patienten) untersucht. Das Alter der Patienten lag zwischen 23 und 81 Jahren (41.8
+ 17.9 Jahre; 5 weiblich/2 mannlich).
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Das Alter der acht Kontrollprobanden, deren IgG-Fraktionen fir die Funktionsassays
zur Verfugung standen, lag zwischen 24 und 74 Jahren (45.0 + 16.4 Jahre; 5
weiblich/3 mannlich).

Hinsichtlich Alter- und Geschlechtsverteilung zeigten sich zwischen den Gruppen

keine signifikanten Unterschiede.

2.2. Zellkultur

Neben Zellen des sympathischen Nervensystems wurde die Zelllinie HEK 293
(Nierenfibroblasten) verwendet. Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37°C und 5%
COy. Als Kulturmedium wurde RPMI 1640 (Sigma, Steinheim, Deutschland) mit 10%
fetalem Kalberserum (FCS: HyClone, PerbioScience, Bonn, Deutschland), L-
Glutamin (4 mmol/l, Sigma, Steinheim, Deutschland) sowie Streptomycin (20 mgl/l,
Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und Penicillin (20.000 IE/I, Biochrom AG, Berlin,
Deutschland) verwendet. Jeweils am 2. Tag nach Aussaat wurde das Medium
erneuert, am 4. Tag nach Aussaat wurden die Zellen im Verhaltnis 1/4 gesplittet. Das
Splitten erfolgte jeweils nach Inkubation mit Trypsin (2.5 g/l, Gibco-Invitrogen,
Carlsbad, USA) fur 5 Minuten bei 37°C. HUVEC-Lysat (Abklrzung vom englischen
Begriff ,human umbilical vein endothelial cell lysate®) wurde von der Abteilung flr
Labormedizin der Kerckhoff-Klinik in Bad Nauheim (Dr. Madlener) zur Verfugung
gestellt.

2.3. Praparation der sympathischen Nervenzellen

Fur die verschiedenen Versuchsreihen wurde sympathisches Nervengewebe von
ausgewachsenen Wistar Ratten verwendet. Diese wurden nach Narkotisierung mit
Halothan mittels Dekapitation getotet. Daraufhin wurde die gesamte Wirbelsaule mit
dem sympathischen Grenzstrang und allen Ganglien herausprapariert. Die Ganglien
wurden vom restlichen freigelegten Gewebe abgetrennt und in einen Behalter mit
calcium- und magnesiumfreien PBS (8.5 g NaCl; 1.42 g Na:HPO4; 0.29 g NaH:PO4; in
11 Aqua dest.) Uberfihrt. Schliel3lich folgte eine Inkubation Uber 40 Minuten in 6
mg/ml Kollagenase (CLS II: Worthington, Biochrom AG, Berlin, Deutschland) und 2
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mg/ml Trypsin (Typ IlI-S: Sigma, Steinheim, Deutschland) in einem warmen
Wasserbad. Daraufhin wurde das Gewebe dreimal in dem Kulturmedium gewaschen.
Schlief3lich wurden die Zellen durch Verwirbelung mit verschiedenen sterilen Pipetten
kleiner werdenden Durchmessers dissoziiert. Kultiviert wurden die Zellen in einem

Kulturmedium in einer 5% CO2-Atmosphare bei 37°C.

2.4. I1solierung der IgG-Fraktionen aus dem Serum

Aus den Gruppen der CRPS-Patienten und Kontrollprobanden wurden von sieben
bzw. acht Personen die IgG-Fraktionen aus Serum gewonnen.

FUr deren Isolierung wurde eine 5 ml Protein-G-Saule (Pharmacia, Hi-Trap, Uppsala,
Schweden) verwendet. Im ersten Schritt wurden jeweils 10 ml Serum mit Glycinpuffer
(0.1 mol/L, pH 9) 1/3 verdunnt und mit einer Geschwindigkeit von 1 ml/h durch die
Saule gegeben. Bei diesem Schritt banden ausschlieBlich die IgG-Antikdrper mit
ihrem Fc-Teil an der Protein-G-Beschichtung der Saule. Nach einem Waschvorgang
mit dem pH-9-Puffer wurde dann ein 0.1 molarer pH-3-Glycinpuffer auf die Saule
gegeben, so dass durch die pH-Wert-Anderung die Bindung des 1gG an das Protein
G aufgehoben wurde. Aus der Saule wurde die IgG-Fraktion dann in 1 ml-Fraktionen
eluiert. AnschlieRend wurde photometrisch die Absorption jeder Fraktion bei 480 nm
bestimmt. Verwendet wurden alle Fraktionen mit einer Absorption >2.9, welche dann
sieben mal fur jeweils 24 Stunden gegen die 1000 fache Menge PBS dialysiert
wurden.

Nach Beendigung dieser Prozedur wurde nephelometrisch der IgG-Gehalt (Behring
Nephelometer, Deerfield, USA) bestimmt. AbschlieRend wurden die IgG-Fraktionen
aliquotiert und bei —24°C aufbewahrt.

2.5. Durchflusszytometrie zur Diagnostik von Oberflachenautoantikérpern
Zum Nachweis von Autoantikérpern gegen Oberflachenstrukturen der verschiedenen
Zelllinien wurde die Durchflusszytometrie genutzt. Hierbei handelt es sich um eine

Methode, welche das Zahlen und die Analyse von physikalischen und molekularen

Eigenschaften von Zellen in einem Flussigkeitsstrom ermoglicht. Eine
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Hauptanwendung ist die quantitative Bestimmung von Oberflachenmolekilen und
intrazellularen Proteinen von Zellen oder Zellpopulationen mit Hilfe von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorpern auf der Grundlage einer Antigen-
Antikdrper-Reaktion. Hinsichtlich dem Nachweis von Oberflachenautoantikérpern
wird die jeweilige Zellsuspension mit entsprechenden Seren inkubiert. Sind in den
Seren Antikdrper vorhanden, die an Oberflachenstrukturen der Zellen binden, so
konnen diese nachgewiesen werden, indem ein FITC-markierter-anti-human-1gG-
Antikorper hinzugegeben wird. Dieser bindet dann an den ersten Antikdrper aus dem
Serum, welcher bereits an eine Oberflachenstruktur der Zelle gebunden hat. Somit
kann indirekt durch den Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikorper die Quantitat an

Bindungen des ersten Antikorpers bestimmt werden (Abb. 2).

Abbildung 2: Antikdrper im Serum von Patienten binden an Oberflachenantigene von Zellen. Zum
Nachweis wird ein FITC-markierter-anti-human-lgG-Antikdrper hinzugegeben. Der Fluoreszenzfarb-
stoff-markierte Antikorper bindet an den Autoantikérper, wodurch sich dieser nachweisen lasst. Mittels
Durchflusszytometrie lasst sich die Fluoreszenzstarke bestimmen, welche proportional zum
Antikérpergehalt des Serums ist (Kischel et al. 2002).

Dabei wurden im ersten Schritt die Zellen auf die 96-Well-Platten verteilt, zweimal mit
100 pyl PBS und einmal mit 100 pyl FACS-Puffer (PBS, 1% FCS, 0.1% NaNs)
gewaschen. Jeder Waschvorgang besteht nach Zugabe der jeweiligen Losung aus
einer vier Minuten andauernden Zentrifugation bei 1200 rpm, dem Abschitten des

Uberstandes und der anschlieRenden Resuspendierung der Zellen auf dem Vortexer.
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Danach folgte eine 30 minutige Inkubation bei 4°C mit je 50 ul Serumproben, welche
1/50 in FACS-Puffer verdinnt waren.

Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurden die Wells mit je 50 pyl FACS-Puffer
aufgefiillt, zentrifugiert und der Uberstand wieder abgeschittet. Es folgten zwei
Waschvorgange mit je 100 ul FACS-Puffer, und schlieRlich die Zugabe von je 50 ul
FITC-markiertem anti-human-lgG (DAKO, Hamburg, Deutschland; 1/75 in FACS-
Puffer). Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei 4°C wurden wieder zwei
Waschvorgange mit 100 ul FACS-Puffer durchgefuhrt, bevor dann die Zellen im
FACS-Calibur (BDBioscciences, Heidelberg, Deutschland) mit der CellQuest®-
Software untersucht wurden.

Um Bindungen an ubiquitare Antigene zu vermindern, wurden in einer modifizierten
Versuchsanordnung die jeweiligen verdinnten Seren auf HEK-293-Zellen
(Fibroblasten) prainkubiert. Erst danach wurde mit sympathischen Neuronen
inkubiert.

Dabei wurden die HEK-Zellsuspensionen auf die 96-Well-Platte verteilt, zwei
Waschvorgange mit PBS und FACS-Puffer durchgefuhrt und 24 Stunden lang bei
4°C mit den Seren, welche 1/50 in FACS-Puffer verdiinnt waren, inkubiert.

Nach Ablauf einer Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellsuspensionen
zentrifugiert und der Serumiberstand abpipettiert, bevor dann das oben

beschriebene Protokoll fortgefluhrt wurde.

2.6. Immunologische Funktionsassays

2.6.1. Zytotoxititatsassay

In den Versuchsreihen wurde mittels Trypanblau-Farbung die zytotoxische Wirkung
der CRPS-IgG-Fraktionen auf sympathische Neuronen untersucht. Das Prinzip der
Methode beruht darauf, dass Trypanblau (0.5% in 0.9% NaCl, Boehringer,
Mannheim, Deutschland) von vitalen Zellen nicht aufgenommen wird, geschadigte
oder avitale Zellen von diesem Farbstoff aber tiefblau gefarbt werden. So kann nach
Farbung mit Trypanblau mikroskopisch beurteilt werden, wie grol3 der Anteil

geschadigter oder toter Zellen von einer bestimmten Gesamtzellzahl ist.
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Nach Praparation der sympathischen Neuronen wurden die Wells der 96-Loch-
Platten mit je 125 ul dieser Zellsuspension gefullt. Diese wurden dann mit je 65 ul der
lgG-Fraktionen in einer Konzentration von 3 g/l im Brutschrank bei 37°C und 5%
CO: fur 72 Stunden inkubiert, sodass die IgG-Endkonzentration in jedem Well 1g/|
betrug.

Nach diesen 72 Stunden wurden die Mediumuberstande der Wells jeweils in Behalter
uberfuhrt, zu welchen dann noch, nach Abtrypsinisierung, das Zellpellet hinzugefugt
wurde. Danach wurden 10 pul der auszuzahlenden Zellsuspension mit 10 pl
Trypanblau gemischt und nach einer Minute in eine Neubauer Zahlkammer pipettiert.
In 1000-facher VergroRerung konnten dann alle Zellen unter dem Mikroskop
(Steinheim, Berlin, Deutschland) in den vier Groldquadraten ausgezahlt werden und
das Verhaltnis zwischen vitalen und avitalen Zellen berechnet werden. Die Zahlung
wurde je doppeltverblindet durchgefuhrt, und umfasste dabei stets mindestens 100
Zellen (Abb. 3).

Abbildung 3: Neubauer-Zahlkammer. Die Zellzahl/ml wird mit folgender Formel berechnet:

Zellzahl der vier Grof3iquadranten / (4 (Mittelwert aus den 4 GroRquadranten) x 2 (Verdinnung) x

10%)= Zellzahl/ml
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2.6.2. Apoptoseassay

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoffs 4,6-Diamidino-2-Phenylindolhydrochlorid (DAPI)
(Boehringer, Mannheim, Deutschland) wurde untersucht, ob durch Inkubation von
sympathischen Neuronen mit CRPS-lgG-Fraktionen Apoptoseprozesse in
neuronalen Zellen ausgeldst werden. DAPI interkaliert sich in die DNA, so dass die
Zellkernmorphologie begutachtet und die Kondensation der Zellkerne identifiziert
werden kann. Apoptotische Zellen sind durch ihre kondensierten Zellkerne und das
kondensierte Chromatin zu identifizieren.

Im ersten Schritt wurden Permanox-8-well-chamber-slides (Nunc, Wiesbaden,
Deutschland) mit Fibronektin (20 ug/ml) in PBS bei 4°C uber Nacht beschichtet. Am
Folgetag wurde der Uberstand abgeschiittet und die Wells mit 200 pl Medium
gewaschen. Dann bestickte man jedes Well mit sympathischen Neuronen in 200 pl
Medium und inkubierte die Platten wieder Uber Nacht bei 37°C und 5%CO-, damit die
Zellen auf den Fibronektin-beschichteten Slides adharent wurden. Daraufhin wurden
die Wells mit 100 pl Medium aufgefullt und mit je 13.5 yl der IgG-Fraktionen in einer
Konzentration von 3 g/l inkubiert, sodass die IgG-Endkonzentration bei jedem
Patienten 40ug betrug.

Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden wurden die Wells des Chamber Slides
mit 200 pyl PBS gewaschen und fur 30 Minuten mit 4% Paraformaldehyd in PBS
fixiert. Im nachsten Schritt wurden die Zellen flr 15 Minuten bei Raumtemperatur mit
0.1% Triton X-100 in PBS permeabilisiert. Daraufhin folgten wieder zwei
Waschvorgange mit 200 pl PBS. Schliellich farbte man die Zellen mit DAPI und
befestigte sie mit Vectashild (Vector Laboratories, Burlingame, England).

Die Auswertung und Dokumentation erfolgte verblindet wunter einem
Fluoreszenzmikroskop (Leica Microsystems, Heidelberg, Deutschland). In vier
zufallig ausgewahlten Gesichtsfeldern bestimmte man die Anzahl der Neuronen mit
kondensiertem Chromatin bzw. die zum Teil stattfindende Fragmentation der

Zellkerne.
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2.6.3. Expressionsanderungen im MAPKinase-Pathway (phospho-ERK-1/2,
phospho —p38)

Um mogliche, durch Autoantikdrper induzierte Anderungen der Zellfunktion zu
erfassen, wurde der Anteil an phosphorylietem ERK-1/2 und phosphoryliertem p38,

welche beide Schlisselenzyme im MAPKinase-Pathway darstellen, bestimmt.

Bei der Bestimmung des phosphorylierten-ERK-1/2 erfolgten Messungen nach 10,
30, 60 und 120 Minuten Inkubationszeit.

Auch hierbei wurden die sympathischen Neuronen aus der Wistar Ratte verwendet.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (bis zum Schritt der Zellfixierung immer mit
10% FCS versetzt) wurden die Zellen auf die 96-Well-Platten verteilt und mit je 100ul
IgG-Fraktion (1g/l) inkubiert. Danach folgten zwei Waschvorgange mit 100 pyl PBS
und die Fixierung der Zellen mit 1% Paraformaldehyd (PFA) in PBS (15 Minuten bei
4°C) sowie ein erneutes zweimaliges Waschen in PBS. Schliel3lich wurden die Zellen
10 Minuten in Permeabilisationspuffer (FACS-Puffer mit 0.1% Saponin) gewaschen
und 20 Minuten mit PE-markiertem anti-phospho-ERK (BDBiosciences, Heidelberg,
Deutschland: 1/5 in Permeabilisationspuffer) bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliel3end erfolgte wieder ein Waschvorgang mit Permeabilisationspuffer und mit
PBS, bevor die Fluoreszenz im FACS-Calibur (BDBiosciences, Heidelberg,
Deutschland) gemessen wurde. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Cell-Quest®-
Software.

Die Bestimmung des phosphorylierten p38 verlief nach ahnlichem Protokoll: Die 1gG-
Fraktionen wurden ebenfalls zu je 100 pl in einer Konzentration von 1 g/l zu den
Zellen hinzugegeben. Nach Ablauf einer 48-stundigen Inkubationszeit wurden die
Zellen abtrypsinisiert und zweimalig mit 100 pl PBS gewaschen. Danach wurden die
Zellen fixiert (15 Minuten, 1% PFA, bei 4°C). Darauf folgten Waschvorgange mit 100
pl PBS und 100 pl Permeabilisationspuffer. Schliellich wurden 100 ul PE-markierter
anti-phospho-p38 (BDBiosciences, Heidelberg, Deutschland; 1/5 in
Permeabilisationspuffer) fir 20 Minuten bei Raumtemperatur hinzugegeben. Bevor
die Bestimmung der Fluoreszenz mit dem FACSCalibur durchgefihrt wurde, folgten

noch Waschvorgange jeweils mit Permeabilisationspuffer und FACS-Puffer.
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2.7. Parvovirus-B19-1gG-ELISA

Mit Hilfe eines kommerziell erhaltlichen ELISA (Immuno Biological Laboratories,
Hamburg, Deutschland) wurden die Seren der CRPS-Patienten auf IgG-Antikorper
gegen Parvovirus B19 untersucht. Das Prinzip des Tests basiert darauf,
Patientenserum auf Wells einer Mikrotiterplatte zu geben, die mit Parvovirus-B19-
spezifischem Antigen beschichtet sind. Wenn im zugefugten Serum spezifische
Antikorper gegen dieses Antigen vorhanden sind, kann man diese mit einem
Enzymkonjugat nachweisen und mit Hilfe eines Photometers quantifizieren.

Im ersten Schritt wurden je 100 ul der verdlinnten Seren, Positivkontrolle und den
Standards A-D (IgG-Antikdrper gegen Parvovirus B19 in ansteigender Konzentration)
in die einzelnen Wells der Mikrotiterplatte pipettiert und 60 Minuten bei 37°C
inkubiert. Die Seren waren 1/101 und die Positivkontrolle sowie die Standards 1/10 in
Verdiinnungspuffer geldst. Danach wurde der Uberstand verworfen und die Wells
dreimal mit je 250 ul Waschpuffer (Phosphatpuffer, Stabilisatoren, 1/10 in Aqua dest.
verdunnt) gereinigt. Schliel3lich wurden je 100 pl des IgM-Konjugats hinzugegeben
und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit folgten
wieder drei Reinigungsschritte mit Waschpuffer und der Zugabe von je 100 yl TMB-
Substratlosung. Danach erfolgte erneut eine Inkubation Uber 10 Minuten bei
Raumtemperatur im Dunkeln. Daraufhin wurde in jedes Well 100 pl TMB-
Stopplosung (1 M H:SO.) gegeben. Innerhalb von 15 Minuten nach Zugabe der
Stoppldsung erfolgte die Messung der Extinktion mit einem Spectra Max-Microplate-
Reader (Molecular Devices, Munchen, Deutschland) bei 450 nm. Anschlielend
wurde an Hand der Standards A-D eine Eichkurve angefertigt, mit deren Hilfe dann
die Konzentrationen der Seren an Parvovirus B19-1gG bestimmt werden konnten. Die
Versuche wurden in Doppelansatzen durchgefuhrt. Eine Konzentration gréf3er als 3.5

U/mL wurde als positiver Befund gewertet.
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2.8. Antiendotheliale Autoantikérper

Mittels ELISA-Verfahren wurden die Seren der CRPS-Patienten auf Autoantikdrper
gegen endotheliale Strukturen untersucht. Die Antigenfunktion Ubernahm die
Proteinfraktion menschlicher Nabelvenenendothelzellen (HUVEC-Lysat: Abkirzung
vom englischen Begriff ,hnuman umbilical vein endothelial cell lysate®).

Im ersten Schritt wurden die ELISA-Platten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) fur 12
Stunden bei 4°C mit 0.5 uyg/well HUVEC-Lysat beschichtet. Daraufhin wurden sie
gewaschen (2% Pulver entrahmter Milch in PBS/0.1% Tween 20), und fur 2 Stunden
bei Raumtemperatur mit den CRPS-Seren (1/500 in PBS mit 0.1% Tween 20, 0.1%
Pulver entrahmter Milch und 10% Maltose) inkubiert. Nach Ablauf dieser
Inkubationszeit und zweimaligem Waschen wurden die Wells zuerst mit Peroxidase-
markiertem anti-human-IgG fir eine Stunde bei Raumtemperatur, und schliefdlich mit
Phenylendiamin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieRend folgte die Messung der Extinktion bei 492 nm mit dem
Spectra Max-Microplate-Reader (Molecular Devices, Munchen, Deutschland).

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie wurde im nachsten Schritt die Fragestellung
untersucht, ob diese Autoantikdrper direkt an Oberflachenantigene der endothelialen
Zellen binden.

Dazu wurden wiederum HUVEC-Zellen verwendet, welche in Medium (RPMI 1640,
10% FCS, 1% Glutamin) kultiviert wurden.

Zu Beginn wurden die Zellen abtrypsinisiert, mit FACS-Puffer gewaschen, und
schliel3lich auf 96-Well-Platten ausplatiert.

Danach inkubierte man die Wells fur 30 Minuten bei 4°C mit je 1/50 verdunnten
Seren der CRPS-Patienten. Nach Ablauf dieser Inkubationszeit wurden die Wells mit
je 50 ul FACS-Puffer aufgefiillt, zentrifugiert und der Uberstand wieder abgeschiittet.
Es folgten zwei Waschvorgange mit je 100 ul FACS-Puffer, und schliel3lich die
Zugabe von je 50 pl FITC-markiertem anti-human-lgG (DAKO, Hamburg,
Deutschland; 1/75 in FACS-Puffer). Nach 30 Minuten Inkubationszeit bei 4°C wurden
wieder zwei Waschvorgange mit 100 pl FACS-Puffer durchgeflhrt, bevor schlieRlich
die Zellen im FACS-Calibur (BDBioscciences, Heidelberg, Deutschland) mit der Cell-
Quest®-Software auf gebundene Autoantikorper untersucht wurden.
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2.9. Statistik

Die Ergebnisse der laborchemischen Untersuchungen wurden mit Hilfe des t-Tests
bzw. bei Vergleichen von mehr als zwei Gruppen mit dem ANOVA-Test auf ihre
Signifikanz Uberpruft. Ein p < 0.05 wurde als signifikant angesehen. Bei den
jeweiligen Versuchen der Durchflusszytometrie wurde der Mittelwert der
Kontrollgruppe errechnet und gleich 100% gesetzt. Davon ausgehend wurde die
prozentuale Abweichung der jeweiligen Probanden von diesem Mittelwert bestimmt.
Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche groller als die 3-
fache Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren. Bei den ELISA-
Testverfahren wurden direkt die unterschiedlichen Titer mit Hilfe des t-Tests
verglichen, bei den Apoptose- und Zytotoxititatsassays direkt die prozentualen
Absolutwerte. Zusammenhange zwischen den klinisch-epidemiologischen Daten der
einzelnen CRPS-Patienten und deren laborchemischen Befunde in den jeweiligen
Untersuchungen wurde mit Hilfe des ,Fisher’s exact test tGiberprift. Alle statistischen
Analysen erfolgten mit der Prism© 4.02 Software (Graph Pad, Inc. , San Diego, USA,
2004).
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3. Resultate

3.1. Nachweis von Autoantikérpern gegen Oberflachenepitope

Hierbei wurden die Seren der CRPS-Patienten auf Antikdrper gegen
Oberflachenstrukturen  von  sympathischen Nervenzellen und von der
nichtneuronalen Zelllinie HEK 293 mittels Durchflusszytometrie getestet (Abb. 4).
Autoantikdrper gegen Oberflachenstrukturen des sympathischen Nervensystems
konnten bei 25% (10 von 40) der CRPS-Patienten (n=40, Mittelwert der Bindungen +
Standardabweichung: 190.0% + 167.2%) nachgewiesen werden, jedoch nur bei 10%
(2 von 20) der Patienten mit einer Nervenlasion (n=20, 106.2% * 60.0%) und bei
keinem der gesunden Probanden (n=30, 100.3 + 36.5, p<0.01, Abb. 5 A). Bei der
HEK-293-Zelllinie konnten lediglich bei einem CRPS-Patienten, zwei Patienten mit
Nervenlasion und einem gesunden Probanden Oberflachenbindungen festgestellt
werden (Kontrollgruppe: n=30, 100.8% * 56.8%; Patienten mit Nervenlasion: n=20,
149.1% + 84.3%; CRPS-Patienten: n=40, 119.8% + 55.4%, Abb. 6). Der CRPS-
Patient war ebenfalls auf Zellen des sympathischen Nervensystems positiv getestet
worden. Auf Grund der Reaktion sowohl mit Fibroblasten und Neuronen, wurde eine
Bindung an ubiquitar vorkommende Antigene angenommen.

Um diese Bindungen herauszufiltern, wurde alle Seren auf der nichtneuronalen
Kontrollzelllinie HEK 293 fur 24 Stunden vorinkubiert. AnschlieBend wurden die
Seren nochmals auf Autoantikdrper gegen Strukturen des autonomen
Nervensystems Uberpruft. Letztlich waren hier sogar 12 CRPS-Patienten (n=40,
176.9% =+ 129.1%) positiv, jedoch nur noch ein Neuropathiepatient (n=20, 96.6% +
35.6%) und kein gesunder Proband (n=30, 98.3% + 35.6%, p<0.01, Abb. 5 B). Ferner
wurden die Patienten bezuglich ihrer klinisch-epidemiologischen Daten Uberprift. Es
konnte jedoch zwischen positiv und negativ getesteten Patienten kein Unterschied

festgestellt werden (Tabelle 3).
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Abbildung 4: Oberflachenbindungen eines CRPS-Patienten (roter Graph) im Vergleich mit einem

Kontrollprobanden (transparenter Graph) an sympathischen Neuronen.
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Abbildung 5: (A,B) Oberflachenbindungen an sympathischen Neuronen (dargestellt als prozentuale
Abweichung vom Mittelwert der Bindungen in der Kontrollgruppe) vor (A) und nach (B) Vorinkubation
der Seren mit HEK-293-Zellen. Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche
gréRer als die 3-fache Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren (hier markiert als
durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
Die CRPS-Patienten zeigten sowohl positive als auch hdhere Bindungen an sympathischen Neuronen

im Vergleich zu den Kontrollprobanden und den Patienten mit Nervenlasion (A: p<0.01; B: p<0.01).
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Abbildung 6: Oberflachenbindungen an HEK-293-Zellen (dargestellt als prozentuale Abweichung vom

Mittelwert der Bindungen in der Kontrollgruppe). Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse

eingeordnet, welche grofler als die 3-fache Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe

waren (hier markiert als durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als

gestrichelte Linien dargestellt.

Tabelle 3: Klinische Daten der CRPS-Patienten, welche auf Oberflachenautoantikdrper getestet

wurden. 'motorische bzw. sensorische Beeintrachtigung unabhangig von einer Nervenlasion; 2erhoht

oder vermindert; *Informationen nicht von allen Patienten vorhanden, 3Zeit von Symptombeginn bis

zur Blutentnahme

Oberflachenbindung (+) Oberflachenbindung (-) p
(n=12) (n=28)
Alter 51.4+17.3 53.4+12.2 n.s.
Geschlecht 7w/5m 18w/10m n.s.
CRPS-Typ 8 CRPS Typ 1 21 CRPS Typ 1 n.s.
4 CRPS Typ 2 7 CRPS Typ 2
betroffene 10 oben/2 unten 22 oben/6 unten n.s.
Extremitat
Operation 8/12 15/28 n.s.
Motorik’ 712 16/28 n.s.
Sensorik’ 8/12 21/28 n.s.
Hauttemperatur? 9/12 14/21* n.s.
Haarwuchs? 3/10* 6/18* n.s.
Schwitzen? 4/11* 8/15* n.s.
Zeit bis zur 40.1+43.3 23.8+23.9 n.s.

Serumanalyse3
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3.2. Immunologische Funktionsassays

3.2.1. Zytotoxititatsassay:

In diesem immunologischen Funktionsassay wurde untersucht, ob die IgG-Fraktionen
der CRPS-Patienten eine zytotoxische Wirkung auf die Zellen des sympathischen
Nervensystems haben. Es lie} sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen
CRPS-Patienten (n=7; 11.1% + 3.3%) und der Kontrollgruppe (n=7; 10.4% + 4.1%)
feststellen. Der prozentuale Anteil toter Zellen lag nach 72 Stunden bei
Kontrollprobanden und Patienten zwischen 3.6-16.0% (Abb. 7).
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Abbildung 7: Mit Hilfe der Typan-Blau-Farbung ermittelter prozentuale Anteil toter neuronaler Zellen
nach Inkubation der Neuronen mit IgG-Fraktionen der CRPS-Patienten und Kontrollprobanden. Es
konnte kein zytotoxischer Effekt der CRPS-IgG-Fraktionen auf die Neuronen nachgewiesen werden.
Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche groRer als die 3-fache
Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren (hier markiert als durchgezogene

Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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3.2.2. Apoptoseassay

Mit Hilfe des Fluoreszenzfarbstoff 4,6-Diamidino-2-Phenylindolhydrochlorid (DAPI)
wurde untersucht, ob die IgG-Fraktionen der CRPS-Patienten proapoptotisch auf
sympathische Neuronen wirken. Insgesamt liel3 sich zwischen der Kontrollgruppe
(n=6; 1.37% + 0.16%) und den Patienten (n=7; 2.33% + 1.68%) kein signifikanter
Unterschied nachweisen (Abb. 8 und 9). Jedoch konnte man bei zwei Patienten eine
deutlich erhéhte Anzahl apoptotischer Zellkerne beobachten (Patient 1: 4.3%, Patient
2: 5.2%). Diese beiden Patienten waren ebenfalls positiv auf AutoantikOrper gegen
Oberflachenstrukturen differenzierter autonomer Neurone getestet worden. Bei den

Kontrollprobanden fanden sich keine Anzeichen vermehrter Apoptoseprozesse.

Bar=30um

Abbildung 8: DAPI-Farbung sympathischer Neuronen nach Inkubation mit einem Kontrollprobanden
(links) und einem der beiden Patienten mit apoptotischem Effekt auf die Nervenzellen (rechts).
Apoptotische Neuronen werden durch ihre kondensierten Zellkerne und das kondensierte Chromatin

charakterisiert.
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Abbildung 9: Prozentualer Anteil apoptotischer neuronaler Zellkerne nach Inkubation der
sympathischen Neuronen mit IgG-Fraktionen der CRPS-Patienten und Kontrollprobanden. Als positive
Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche grofler als die 3-fache Standardabweichung
vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren (hier markiert als durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der
einzelnen Gruppen sind als gestrichelte Linien dargestellt. Zwar lie® sich insgesamt kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen feststellen, so zeigten zwei Patienten nach 1gG-Inkubation

jedoch eine deutlich erhéhte Anzahl apoptotischer Sympathikusneuronen-Zellkerne.

3.2.3. Aktivierung des MAPKinaseweges

Um Funktionsanderungen der Zelle durch Autoantikorpereffekte zu untersuchen,
wurden in der vorliegenden Arbeit die Phosphorylierung von Enzymen des MAP
(mitogen activated protein) Kinase-Pathway verwendet. Diese sind zwar ein
unspezifischer, allerdings auch sehr sensitiver Screeningparameter der Zelle auf
externe Noxen.

Die Phosphorylierung des jeweiligen Schlisselenzyms (ERK-1/2, p38) wurde
durchflusszytometrisch nach Inkubation von sympathischen Neuronen mit den
isolierten IgG-Fraktionen gemessen.
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3.2.3.1. Expressionsanderung von phosphoryliertem ERK-1/2

Untersucht wurde die Wirkung der IgG-Fraktionen von CRPS-Patienten auf die
Expression der phosphorylierten Form von ERK-1/2 im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen. Nach 10 Minuten lie® sich kein signifikanter Unterschied bezuglich der
ERK-Phosphorylierung zwischen Kontrollgruppe (n=7; 99.3% + 11.8% ) und CRPS-
Patienten (n=7; 94.6% + 23.7%) feststellen (Abb.10 A) Nach 30 Minuten zeigte sich
im Vergleich der beiden Gruppen das gleiche Ergebnis (Kontrollgruppe: 99.5% +
2.9%; CRPS-Patienten: 96.8% * 6.7%, nicht signifikant, Abb.10 B).

Auf Grund der Ergebnisse des Apoptoseassays, in welchem zwei der sieben CRPS-
IgG-Fraktionen positiv getestet wurden, untersuchte man diese auch nach 60 und
120 Minuten auf Veranderungen der ERK-1/2-Phosphorylierung. Hier fanden sich
ebenso wie nach 10 und 30 Minuten keine Unterschiede zu den Kontrollprobanden.
Bei den IgG-Fraktionen der Kontrollprobanden zeigte keine Messung einen

gesteigerte oder verminderte ERK-1/2-Phosphorylierung.

3.2.3.2. Expressionsénderung von phosphoryliertem p38

Untersucht wurde die Wirkung der 1IgG-Fraktionen von den CRPS-Patienten auf die
Expression der phosphorylierten Form von p38 im Vergleich zu den gesunden
Kontrollen.

Nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den CRPS-Patienten (n=7; 142.3% + 120.8%) und der Kontrollgruppe (n=6;
99.9% + 5.5%, Abb.11). Nur einer der beiden CRPS-Patienten, welche sowohl
Oberflachenautoantikdrper gegen das autonome Nervensystem aufwiesen wie auch
im Apoptoseassay positiv getestet wurden, zeigte eine signifikante Steigerung der
p38-Phosphorylierung (Patient 1: 316%).
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Abbildung 10: Expression der phosphorylierten Form von ERK-1/2 nach einer Inkubationszeit der
Neuronen von 10 Minuten (A) und 30 Minuten (B) mit den IgG-Fraktionen. Dargestellt als prozentuale
Abweichung vom Mittelwert der Expression in der Kontrollgruppe, konnte keine signifikante
Veranderung der ERK-1/2-Phosphorylierung zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden.
Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche groRer als die 3-fache
Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren (hier markiert als durchgezogene

Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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Abbildung 11:  Expression der phosphorylierten Form von p38 (dargestellt als prozentuale
Abweichung vom Mittelwert der Kontroligruppe der Expression in der Kontrollgruppe) nach einer
Inkubationszeit der sympathischen Neurone von 48 Stunden. Als positive Befunde wurden alle
Ergebnisse eingeordnet, welche gréRer als die 3-fache Standardabweichung vom Mittelwert der
Kontrollgruppe waren (hier markiert als durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen
sind als gestrichelte Linien dargestellt. Lediglich ein CRPS-Patient wies eine deutlich gesteigerte p38-

Phosphorylierung auf.

3.3. Parvovirus-B19-1gG-ELISA

Mit Hilfe der ELISA-Diagnostik wurden die Seren der CRPS-Patienten auf IgG-
Antikérper gegen Parvovirus B19 untersucht. Insgesamt fand man bei den CRPS-
Patienten eine Seropravalenz von 71.7%. In der Kontrollgruppe konnten dagegen im
Vergleich nur 40% der Probanden positiv auf Parvovirus-B19-IgG getestet werden
(p<0.01, Abb. 12).

Die Parvovirus-IgG-Titer von CRPS-Patienten (n=39; 133 + 18.6) und
Kontrollprobanden (n=30; 14.6 + 35.1) zeigten keinen signifikanten Unterschied.
Ferner war auffallig, dass alle CRPS Typ IlI-Patienten (11/11) positiv getestet wurden,
jedoch nur 60.7% (17/28) der CRPS Typ I-Patienten (p<0.05). Zwischen
seropositiven und seronegativen Patienten lie sich in Bezug auf die klinisch-

epidemiologischen Daten kein signifikanter Unterschied feststellen (Tabelle 4).
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Abbildung 12: Parvovirus-B19-1gG-Titer von CRPS-Patienten und Kontrollprobanden. Zwar liel3en sich
in Bezug auf die Mittelwerte der Titer keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
feststellen, so wurden doch mehr CRPS-Patienten als Kontrollprobanden positiv auf Parvovirus-B19-
IgG getestet (p<0.01). Eine Konzentration groRer als 3.5 U/mL wurde als positiver Befund gewertet
(hier markiert als durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als gestrichelte

Linien dargestellt.

Tabelle 4
Klinisch-epidemiologische Daten von Parvovirus-B19-seropositiver und -seronegativer CRPS-
Patienten
Parvovirus B19 (+)/n=28 Parvovirus B19 (-)/n=11 p
Alter 50.0 £ 13.1 58.9+14.2 n.s.
Geschlecht 16 w/12m 9w/2m n.s.
CRPS-Typ 17 CRPS Typ 1 11 CRPS Typ 1 <0.05
11 CRPS typ 2 0 CRPS Typ 2
betroffene 24 oben/4 unten 7 oben/4unten n.s.
Extremitat
Zeit bis zur 33.6 £38.3 28.3+26.7 n.s.

Serumanalyse
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3.4. Antiendotheliale Autoantikdrper

Mittels ELISA-Verfahren und der Durchflusszytometrie wurden die CRPS-Patienten
auf Autoantikdrper gegen endotheliale Strukturen untersucht.

Es liel3 sich jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen
feststellen. Lediglich zwei der 39 CRPS-Patienten (n=39, 488.1 + 872.6) und einer
der 30 Kontrollprobanden (n=30, 316.8 + 448.1) konnten positiv auf endotheliale
Autoantikdrper getestet werden (Abb.13).

In der Durchflusszytometrie zeigte sich auch, dass bei keinem der Patienten, welche
auf antiendotheliale Autoantikorper positiv getestet wurden, die Bindungen direkt
gegen Oberflachenepitope der Endothelzellen gerichtet waren.

Ferner konnte keine Korrelation zwischen seropositivem Parvovirus- B19-Befund und

dem Vorhandensein von endothelialen Autoantikdrpern nachgewiesen werden.
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Abbildung 13: Untersuchung der CRPS-Patienten und Kontrollprobanden auf antiendotheliale
Autoantikorper mittels ELISA. Als positive Befunde wurden alle Ergebnisse eingeordnet, welche
gréRer als die 3-fache Standardabweichung vom Mittelwert der Kontrollgruppe waren (hier markiert als

durchgezogene Linie). Die Mittelwerte der einzelnen Gruppen sind als gestrichelte Linien dargestellt.
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4. Diskussion

4.1. Relevante Mechanismen in der Pathophysiologie des CRPS

Der Begriff des ,Komplexen Regionalen Schmerzsyndroms® umschreibt eine
Schmerzerkrankung, welche sich in neuropathischen Spontanschmerzen, sowie
Berihrungs- und Belastungsschmerzen aullert. Zudem treten autonome
Funktionsstérungen und motorischen Beeintrachtigungen auf. Ausléser sind meist
geringgradige Traumen oder kleinere Operationen, wobei die Auspragung der
Symptome nicht im Verhaltnis zu der Schwere der schadigenden Ursache steht.

Die Atiologie des Syndroms ist seit den Erstbeschreibungen im 19. und 20.
Jahrhundert jedoch nur ansatzweise geklart. Diskutiert werden einerseits eine
Dysfunktion des sympathischen Nervensystems und andererseits eine Ubermaliig
starke Entzindungsreaktion durch ein ausldésendes Trauma. Unklarheiten bestehen
dabei insbesondere Uber das Zusammenspiel dieser beiden Komponenten in der
Pathopyhsiologie des CRPS bzw. durch welche Mechanismen diese wiederum
induziert werden.

FUr die Hypothese eines sympathisch unterhaltenen Geschehens sprechen u.a. die
Beobachtungen von Evans, welcher nach Sympathektomie eine deutliche
Schmerzreduktion bei CRPS-Patienten feststellen konnte (Evans et al. 1946), sowie
die klinischen Anzeichen einer vasomotorischen Instabilitat und einer Hyperhidrose
v.a. in der Akutphase der Erkrankung (Birklein et al. 1997, Wasner et al. 1999).

FUr eine unverhaltnismalig stark ausgepragte Entziindungsreaktion auf das Trauma
spricht ein Grofteil der klinischen Symptome des CRPS wie Schmerzen,
Odembildung, eine erhohte Hauttemperatur und veranderte
Durchblutungsverhaltnisse (Veldman et al. 1993).

Zwar sind beim CRPS keine typischen Entzindungsmarker im klassischen Sinn
nachweisbar, SO konnten  jedoch im Serum signifikant  erhdhte
Entzindungsmediatoren wie Interleukin 6 und TNF-a in den betroffenen Extremitaten
der Patienten festgestellt werden (Huygen et al. 2002).

Weiterhin  fanden  sich  Hinweise auf eine Beteiligung neurogener
Entzindungsmechanismen wie einer erhohten Freisetzung der Neuropeptide

Substanz P oder CRGP, deren chronisch gesteigerte Produktion fur die klinischen
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Symptome einer Entzindungsreaktion beim CRPS verantwortlich sein kdnnten
(Birklein et al. 2001, Leis et al. 2003). Diese werden durch Erregung nozizeptiver
Fasern freigesetzt und fuhren unter anderem zu einer Histaminfreisetzung aus
Mastzellen und konsekutiv zu Vasodilatation und vermehrter Plasmaextravasation.
Neben dieser Entziindungstheorie wurde in den letzten Jahren grundsatzlich Gber
eine mdgliche Beteiligung des Immunsystems an der Pathogenese des CRPS
diskutiert.

In diesem Zusammenhang fanden sich bei CRPS-Patienten Hinweise auf
Assoziationen mit dem HLA-Allel DQ1 (Kemler et al. 1999), der Zentromerregion der
HLA-Klasse-1-Antigene (van de Beek et al. 2003) sowie dem HLA-Allel DR13 (van
Hilton et al. 2000). Insbesondere bei Patienten, welche im Verlauf ihrer Erkrankung
eine multifokale oder generalisierte tonische Dystonie als klinische Symptomatik
entwickelten, zeigte sich eine Assoziation mit dem HLA-Allel DR13.

Obwohl nicht jede HLA-Assoziation zwingend eine immunologische Atiologie einer
Krankheit impliziert, konnte in der Vergangenheit doch bei vielen — insbesondere
autoimmunologisch-bedingten — Krankheiten dieser Zusammenhang nachgewiesen
werden. Beispiele dafur sind der Diabetes mellitus Typ 1, bei dem ein gehauftes
Auftreten der HLA-Allele DR3 und DR4 gefunden wurde (Schober et al. 1981), sowie
die Myasthenia gravis, die mit dem HLA-Allel DR3 assoziiert ist (Garlepp et al. 1983).
Schlief3lich lassen sich auch in Bezug auf die Therapiemoglichkeiten Hinweise fur
eine Mitbeteiligung immunologischer Faktoren beim CRPS nachweisen. Neben der
erwiesenen Wirksamkeit von Glukokortikoiden (Christensen et al. 1982, Braus et al.
1994) wurde in jungster Zeit auch die Gabe von Immunglobulinen diskutiert (Goebel
et al. 2005).

4.2. Autoantikdrper gegen das autonome Nervensystem

In Hinblick auf den dargestellten Wissensstand untersuchte die Arbeitsgruppe Blaes
in einer vorausgegangenen Studie 12 CRPS-Seren auf Antikérper gegen Strukturen
des autonomen Nervensystems (Blaes et al. 2004). Dabei konnten mittels indirekter
Immunfluoreszenz bei 5 von 12 CRPS-Patienten (1/6 CRPS Typ 1; 4/6 CRPS Typ 2)

Antikdrper gegen Strukturen des autonomen Nervensystems nachgewiesen werden.
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Im Western Blot, bei welchem die Neuroblastomazelllinie SKN-SH als Antigen
genutzt wurde, zeigten sich bei 91,6% (11 von 12) der Patienten Antikdrper gegen
verschiede Proteine. Gegen ein 22kD Protein konnten bei Uber 50% der Patienten
Reaktivitaten festgestellt werden; vier Patienten hatten eine 38kD-Reaktivitat und vier
Patienten eine 50kD-Reaktivitat. Bis auf die 22kD-Bande, welche in der nicht-
neuronalen Zelllinie HEK 293 gefunden wurde, waren alle anderen Reaktivitaten
neuronal-spezifisch. Zusatzlich fanden sich bei einem CRPS-Patienten Antikorper
gegen glatte Muskulatur (anti-smooth-muscel-antibodies (ASMA)) und bei drei
weiteren CRPS-Patienten niedrig-titrige antinukleare Antikdrper (ANA).

Die pathogenetische Relevanz dieser direkt gegen nicht organspezifische,
intrazellulare Antigene gerichteten Antikorper ist dabei fraglich. So liegt deren
Bedeutung bei den Kollagenosen und Erkrankungen aus dem rheumatischen
Formenkreis, wie dem Lupus erythematodes (LE) oder dem Sjérgen-Syndrom,
hauptséchlich in der Diagnostik (Ubersicht in Fritzler 1996). Beim LE lassen sich bei
fast allen Patienten und bei der Sklerodermie bei 40-70% der Patienten ANA
nachweisen, die gegen ubiquitar vorkommende Zellkernbestandteile gerichtet sind.
Auf der anderen Seite finden sich jedoch auch bei 2-6% aller gesunden Probanden
Uber 65 und manchmal auch bei jungeren Gesunden ANA im Serum (Azizah et al.
1996).

Kontrovers diskutiert wird dagegen die Rolle dieser Antikorper in der Pathogenese
paraneoplastischer neurologischer Syndrome (PNS) bzw. als Begleiterscheinung von
Tumorerkrankungen. Antikdrper gegen neuronale Strukturen lassen sich bei etwa 50-
60% der PNS-Patienten nachweisen (Wilkinson 1965, Moll et al. 1995, Antoine et al.
1999). Sie richten sich gegen Proteine, die sowohl im Nervensystem, wie auch im
Tumor exprimiert werden, weswegen man als entscheidenden Mechanismus eine
tumor-induzierte, kreuzreagierende Autoimmunreaktion vermutet (Dalmau et al.
1999, Darnell 1996). AuRerdem ist in vielen Fallen das Vorkommen von organ-
unspezifischen Autoantikdrpern, wie z.B. antinukledre Antikorper, bei Patienten mit
PNS beschrieben (Moll et al. 1996).

In Bezug auf die pathogenen Effekte der antineuronalen und antinuklearen
Antikorper, welche beide an intrazellular gelegene Proteine binden, bestehen in der
Literatur aber widerspruchliche Aussagen. Zwar konnten in einigen Studien
zytotoxische und Apoptose-induzierende Effekte nachgewiesen werden (Greenlee et
al. 1993, Schafer et al. 2000, DeGiorgio et al 2003), dessen ungeachtet ist weiterhin
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im Grundsatz umstritten, ob diese Antikorper in vivo uberhaupt in eine lebende Zelle
eindringen kénnen, um dort eine Wirkung zu erzielen (Verschuuren et al. 1997,
Vincent et al. 1998).

Erwiesen sind jedoch pathologische Effekte von Autoantikbrpern gegen
Oberflachenstrukturen von Zellen (Watermann et al. 2001, Goldblatt et al. 2002).
Beim Nervensystem ist die Myasthenia gravis eine der prominentesten Beispiele. Bei
dieser Erkrankung fuhren Antikorper gegen den postsynaptischen Acetylcholin-
Rezeptor zu einer Blockierung und Internalisierung des Rezeptors. Die Folge ist eine
neuromuskulére Ubertragungsstérung, welche typischerweise im Tagesverlauf zu
einer zunehmenden Muskelschwache flhrt ( De Beats et al. 2002). Eine ahnliche
klinische Symptomatik hat das Lambert-Eaton-Myasthenie-Syndrom (LEMS). Hierbei
kommt es zu einer Antikorper-vermittelten Immunreaktion gegen die aola-
Unterheinheit prasynaptischer, spannungsabhangiger P/Q-Typ-Kalziumkanale.
Neben der direkten Blockierung von Kandlen werden auf’erdem Proteine nach
Quervernetzung durch die Antikdrper internalisiert und finden sich somit in
verminderter Anzahl an der Synapse. Es kommt zu einer Funktionsstérung an
neuromuskularen Synapsen und Synapsen des autonomen Nervensystems, wodurch
sich schlieRlich die klinische Symptomatik der LEMS-Patienten erklaren I|asst
(Newsom-Davis et al. 1982, Pinto et al. 1998, Lang et al. 2003).

Hinsichtlich des autonomen Nervensystems konnte bei der autonomen Neuropathie
eine pathogenetische Relevanz von Autoantikdrpern nachgewiesen werden. Die
klinische Symptomatik in Form einer autonomen Dysfunktion manifestiert sich bei
dieser Erkrankung unter anderem in einer Stérung der Schweildsekretion, einer
orthostatischen Hypotonie sowie einer reduzierten Speichel- und Tranensekretion.
Vernino konnte bei Uber 50% der Patienten Autoantikorper gegen Acetylcholin-
Rezeptoren von neuronalen Ganglienzellen nachweisen (Vernino et al. 2000). Die
Auspragung der klinischen Symptomatik korrelierte dabei mit der Konzentration der
Autoantikdrper. Ferner zeigte sich, dass die Autoantikérper bei einem Grofdteil der
Patienten an die alpha-3-Untereinheit des Acetylcholin-Rezeptors binden (Vernino et
al. 2008).

Ausgehend von diesem aktuellen Wissensstand wurde in der vorliegenden Arbeit die

Hypothese Uberprift, das CRPS sei bei einem Teil der Patienten mit dem Auftreten

von Oberflachenautoantikorpern gegen das autonome Nervensystem assoziiert. Es
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zeigte sich, da® CRPS-Patienten Autoantikorper direkt gegen Oberflachenstrukturen
sympathischer Neuronen besitzen, nicht aber gegen die nicht-neuronale Zelllinie
HEK 293. Diese Ergebnisse legen nahe, dass bei einem Teil der Patienten
autoimmunologische Prozesse gegen differenzierte autonome Nervenzellen an der
Pathogenese des CRPS beteiligt sind.

Aulerdem wurde die klinische Symptomatik zwischen Patienten mit negativen oder
positiven Oberflachenautoantikorperbefunden verglichen. In der Vergangenheit
konnten in einem Open-field-Experiment abnorme Verhaltensweisen bei Mausen
festgestellt werden, welche IgG-Fraktionen aus CRPS-Seren injiziert bekommen
hatten (Goebel et al. 2005). Kurz nach den Injektionen wurde beobachtet, dass die
Mause zu zittern begannen, sich kruimmten und in ihren Bewegungen reduziert
waren. Koordinationsstérungen oder motorische Defizite konnten nicht festgestellt
werden. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Patientengruppen.

Insgesamt ist die Rolle der Autoantikérper in der Pathophysiologie des CRPS als
noch vollkommen unklar zu bezeichnen. Auf Grund des Nachweises von
Autoantikorpern, die spezifisch gegen das autonome Nervensystem gerichtet sind
und nicht gegen nicht-neuronale Zelllinien, lasst sich aber bei einem Teil der CRPS-
Patienten eine pathogenetische Relevanz von Autoantikdrpern gegen autonomes
Nervensystem vermuten. Fur die Zukunft bleibt die Aufgabe, die verantwortlichen

Autoantigene zu identifizieren.

4.3. Zytotoxische und Apoptose-induzierende Effekte von Autoantikdérpern

Basierend auf dem Nachweis von Autoantikérpern sowohl gegen Oberflachenepitope
als auch intrazellulare Strukturen, wurde im Folgenden untersucht, welche
pathogenen Effekte CRPS-IgG-Fraktionen auf autonome Nervenzellen haben.

Die Rolle von Autoantikdrpern ist bei vielen Autoimmunerkrankungen kontrovers
diskutiert. So sind lediglich in einigen Fallen die Funktion wund die
Wirkungsmechanismen geklart. Wie bereits in vorherigen Abschnitten beschrieben
binden zum Beispiel bei der Myasthenia gravis oder dem Lambert-Eaton-Syndrom
die Antikdrper an spezifische Rezeptoren und rufen dadurch Veranderungen der

Zellfunktion hervor, zerstoren diese aber nicht. Bei anderen Krankheiten stellen
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Autoantikdrper dagegen oftmals lediglich nur ein diagnostisches Hilfsmittel dar, die
eigentlichen pathogenen Effekte werden durch zytotoxische T-Zellen vermittelt.
SchlieRBlich werden bei vielen Autoimmunerkrankungen auch unmittelbare
zytotoxische Effekte auf die Zielzellen durch Antikorper vermutet. Der direkte
Nachweis fehlt jedoch oft bzw. ist schwer durchzufihren. Besonderes Augenmerk
galt dabei in den letzten Jahren dem Stellenwert Apoptose-induzierender Effekte in
der Pathogenese von Autoimmunerkrankungen. Apoptose oder programmierter
Zelltod ist in allen Geweben ein relativ konstant ablaufender Prozess; der Korper
reguliert dadurch die Anzahl der Zellen oder erleichtert sich damit die Umorganisation
von Gewebe. Die Apoptose ist zum Beispiel verantwortlich fur das Absterben der
altesten Zellen im Darmepithel, aber auch fur die Vernichtung autoreaktiver
Immunzellen wahrend der Reifung im Knochenmark und Thymus. Aullerdem wird
der Apoptose eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie vieler
Autoimmunerkrankungen zugeschrieben, was jedoch in den meisten Fallen nicht
belegt ist (Janeway et al. 2002).

Zumindest ansatzweise untersucht sind, trotz vieler widerspruchlicher Aussagen,
zytotoxische bzw. apoptotische Effekte durch Autoantikdrper bei den
paraneoplastischen Syndromen.

So konnte gezeigt werden, dass sowohl antineuronal-positive Patientenseren als
auch die IgG-Fraktionen von Patienten mit paraneoplastischen neurologischen
Syndromen einen zytotoxischen Effekt auf Primarkulturen von Plexus myentericus-
Neuronen haben. Dieser Effekt war sowohl dosisabhangig, als auch komplement-
unabhangig, sodass von einem direkten Effekt der Autoantikdérper auszugehen ist
(Schafer et al. 2000). Schon in friheren Studien war ein zytotoxischer Effekt
antineuronaler Autoantikorper auf primarkultivierte Granularisneurone des Kleinhirns
nachweisbar (Greenlee et al. 1993). Bestatigt wurden diese Ergebnisse durch eine
Studie, welche eine Apoptose-Induktion durch anti-Hu-positive Seren an
primarkultivierten Neuronen des Plexus myentericus und der Neuroblastomazellinie
SY5Y nachweisen konnten (DeGiorgio et al. 2003). Ferner konnte eine Apoptose-
Induktion retinaler Neurone durch Autoantikdrper gegen das intrazellulare Protein
Recoverin bei der paraneoplastischen Retinadegeneration aufgezeigt werden
(Adamus et al. 1994, Adamus et al. 1997).

Im Gegensatz dazu konnte ein pathogener Effekt von antineuronalen Antikdrpern auf

Tumorzellen nicht nachgewiesen werden. So konnte die Arbeitsgruppe Verschuuren
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keine Effekte ant-Hu-positiver IgG-Fraktionen auf verschiedene kleinzellige
Bronchialkarzinom-Zelllinien nachweisen (Verschuuren et al. 1997). Ein
methodisches Problem dieser Arbeit bestand jedoch darin, dass die |gG-Fraktionen
nicht mit Protein G sondern mit Protein A aufgereinigt wurden, wodurch die
Subklasse IgGs fehlte. Antineuronale Antikdrper gehoéren hauptsachlich dieser
Subklasse an, sodass der fehlende Nachweis zytotoxischer Effekte hauptsachlich

durch den Verlust dieser IgGs bedingt sein konnte (Jean et al. 1994).

In der vorliegenden Arbeit konnten mittels Trypan-Blau-Farbung keine zytotoxischen
Effekte der CRPS-IgG-Fraktionen auf Zellen des sympathischen Nervensystems
nachgewiesen werden. Auch zeigten sich mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI, mit
dem die Zellkernmorphologie und die Kondensation der Zellkerne dargestellt werden
kann, keine signifikanten Unterschiede zwischen CRPS-Patienten- und
Kontrollprobanden-IgG in Bezug auf neuronale Apoptoseprozesse.

Es war jedoch auffallig, dass bei den beiden IgG-Fraktionen der Seren, bei welchen
zwischen Auftreten des CRPS und Entnahme des Serums die geringste Zeitdauer
vergangen war, nach 72 Stunden eine deutlich gesteigerte proapoptotische Aktivitat
festzustellen war. Diese erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen widerspricht den
Ergebnissen der Trypan-Blau-Farbung. Da mit dieser zweiten Methode im Prinzip
ausschlieRlich tote Zellen gezahlt werden, hatte deren Anzahl theoretisch bei den
beiden genannten Patienten erhoht sein mussen. Als Ursache fur diese Diskrepanz
kann die hdhere Sensitivitat der DAPI-Farbung vermutet werden.

Da die beiden Patienten mit erhdhten Apoptoseraten ebenfalls positiv auf
Oberflachenautoantikdrper gegen das autonome Nervensystem getestet wurden,
lassen sich unter Beachtung des genannten Faktors eines geringeren Zeitabstandes
zum Erkrankungsbeginn, Assoziationen von Antikdrper-mediierten Effekten mit einer
erhdhten Zahl apoptotischer Zellen bei einem Teil der CRPS-Patienten vermuten.
Zumindest musste die Fragestellung in Bezug auf die vorhandenen Ergebnisse mit
Proben von insgesamt wesentlich geringerem Zeitabstand zum Erkrankungsbeginn
sowie einer sensitiveren MelRmethode Uberprift werden, um eindeutig belegen zu
kdnnen, dass Patienten in der Akutphase der Erkrankung mehr funktionell wirksame

Autoantikorper haben.
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4.4. Effekte von Autoantikdrpern auf zellbiologische Funktionen

In Hinblick auf den dargestellten Wissenstand wird deutlich, wie schwierig es ist,
Autoantikdrper-mediierte Effekte zu erfassen. Ferner scheint die im letzten Abschnitt
bearbeitete Fragestellung, ob Autoantikdrper zytotoxisch auf bestimmte Zellen wirken
oder nicht, zu ungenau. So konnten in den letzten Jahren eine Vielzahl von
Autoimmunreaktionen gegen spezifische Rezeptorproteine nachgewiesen werden,
welche zu erheblichen Stérungen der Zellfunktion, aber nicht zum Tod der Zelle
fuhren. Beispiele dafur sind die Myasthenia gravis und das Lambert-Eaton-Syndrom,
an welchen gezeigt werden konnte, dass Autoantikorper pathogen wirksam sein
konnen, ohne die Zelle einer erhdhten Zytotoxizitat auszusetzen. Zwar blockieren die
anti-AchR-Antikdrper den Acetylcholin-Rezeptor und fuhren zu einer Internalisierung
quervernetzter Rezeptoren, allerdings wirken sie nicht zytotoxisch auf die
quergestreiften Muskelzellen (Ubersicht in Vincent et al. 1998). Da ein zytotoxischer
bzw. Apoptose-induzierender Effekt von IgG-Fraktionen aus CRPS-Seren auf
differenzierten Zellen des sympathischen Nervensystems nur bei einzelnen Patienten
nachgewiesen werden konnte, wurden in dieser Arbeit auch die Effekte von CRPS-
IgG auf zellbiologische Funktionen untersucht.

Als Screeningparameter flr Funktionsanderungen der Zelle wurde in der
vorliegenden Arbeit die Phosphorylierung von Enzymen des MAP (mitogen activated
protein) - Kinase-Pathway genutzt. Dieser gehort zu einer Reihe von Proteinkinase-
Kaskaden, Uber deren Aktivierung die Veranderung zellbiologischer Parameter, wie
Wachstum und Differenzierungsgrad, durch &auRere Reize vermittelt wird. Da
Reaktionen auf aulRere Reize schnell erfolgen mussen, wird deren Aktivitat nicht Gber
eine Anderung des Expressionslevels gesteuert, sondern durch Phosphorylierung
und Dephosphorylierung der entsprechenden Schiisselenzyme (Ubersicht in Su et
al. 1996). Durch Aktivierung dieser second-messenger-pathways werden die
Informationen schlielllich von au3en an den Zellkern Ubermittelt, wodurch dann die
Zelle mit vermehrter oder verminderter Translation bestimmter Gene auf diesen
extrazellularen Stimulus reagieren kann. Trotz der geringen Spezifitat stellen diese
Proteinkinase-Kaskaden auf Grund ihrer hohen Sensitivitat auf aul3ere Stimuli einen
wichtigen Marker bei der Beurteilung von Funktionsanderungen der Zelle durch

aullere Reize dar.
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Eine der wichtigsten Gruppen von Proteinkinasewegen sind die Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK), welche sowohl in neuronalen als auch nicht-neuronalen
Zellen vorkommen. Innerhalb dieser Gruppe gibt es funf wichtige Pathways, die nach
ihren Schlusselenzymen benannt wurden (Abbildung 14).

Der MAP-Kinase-Pathway ist in allen
eukaryontischen Zellen konserviert

Multiple Ma p-Kinase-Wege werden
in Antwort auf extrazellulare Reize ausgelbst

in Hefe:
Osmotischear Hypotoner Mangel an
Signal [Preremon]  [Hunger | Strass Schock M und C
Map-Kinase Fus 3 Kss 1 Hog 1 Mpk 1 smk 1
Res ponse Mating Filamentises| |Synthess van Umbau dar Sporulatian
YWachstum Cemoylen Zellwamnd
beim Mensch.
(1Y Osmotischar Stress

Sianal Wiachstums- Hitzeschock Endotoxine

a faktoren Entzindung Entziindung

g Junk/ 328
Map-Kinase Erk SAPK P
Response Wachstum Stress-Antwort
Differenzierung Apopioss

Abbildung 14: Der MAPKinase-Pathway Ubermittelt Informationen von auRerhalb der Zelle nach
intrazellular. Vorhanden ist er in allen eukaryontischen Zellen. Unterschiede bestehen jedoch
hinsichtlich der ausfihrenden Endstrecke und der Antwort auf die Aktivierung. Beim Menschen gibt es
drei wichtige Effektoren der MAPKinase: p38 und JunK/SAPK sind zumeist mit apoptotischen
Prozessen assoziiert, wahrend ERK-1/2 unspezifisch auf verschiedene Reize reagiert und eine
Differenzierung der Zelle induziert (Widmann et al. 1999).
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Dazu gehéren ERK-1/2, ERK-3/4, ERK-5, p38 und SAP/JNK, welche auf
verschiedene extrazellulare Reize wie Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Neurotransmitter oder Hormone reagieren. Dabei ist die Aktivierung von p38 oder
SAP/UNK zumeist mit einer proapoptotischen Wirkung assoziiert, wahrend die
Stimulation von ERK-1/2 eher zu Wachstum und Differenzierung der Zelle fuhrt
(Cross et al. 2000). In neuronalen Zellen konnte jedoch auch eine erhdhte
Vulnerabilitat nach Aktivierung von ERK-1/2 nachgewiesen werden (Runden et al.
1998, Murray et al. 1998).

Die p38-Kaskade wird ebenso wie die JNK-Kaskade hauptsachlich durch pro-
inflammatorische Zytokine, wie TNF-a, IL-1 und Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert
(Tibbles et al. 1999, Han et al. 1994), die ERK-1/2 Kaskade zumeist durch Mitogene
und Wachstumsfaktoren (Su et al. 1996).

Schlief3lich wurde in jungerer Zeit auch untersucht, in welchem Malle Autoantikorper
diese Proteinkinase-Kaskaden beeinflussen. So konnte bei entzundlichen
Systemerkrankungen eine Beeinflussung des Phosphorylierungzustandes und damit
der Aktivitdt einzelner Schlisselenzyme des MAP-Kinase-Pathway durch
Autoantikorper nachgewiesen werden (Vega-Ostertag et al. 2004). Beim Morbus
Behcet konnte eine endotheliale Phosphorylierung von ERK-1/2 durch
Autoantikdrper nachgewiesen werden (Lee et al. 2002). Auffallend war in diesem Fall
insbesondere die sehr kurze Zeitspanne von lediglich 10 Minuten bis zur Aktivierung
von ERK-1/2. Trotz anschlieliend wiederum schneller Deaktivierung der ERK-1/2-
Kaskade, =zeigten sich im weiteren Verlauf jedoch langerdauernde
Expressionsanderungen von Oberflachenproteinen. Ebenfalls nachgewiesen wurde
die Zunahme der Phosphorylierung von ERK-1/2 bei Kindern mit einem Opsoklonus-
Myoklonus-Syndrom (Fuhlhuber et al., personliche Mitteilung).

Uber die Aktivierung von p38 durch Autoantikdrper wurde ebenso berichtet. So
konnte in Thrombozyten nach 60 Minuten einer Steigerung der p38-
Phosphorylierung durch Antiphospholipid-Antikérper nachgewiesen werden. (Vega-
Ostertag et al. 2004). Ferner zeigte sich auch nach Inkubation mit anti-Hu-positiven
IgG-Fraktionen von PNP-Patienten einen deutliche Steigerung der p38-
Phosphorylierung bei  Plexus-myentericus-Neuronen (Tschernatsch et al.,
unpublizierte Daten).

In der vorliegenden Arbeit konnte kein Antikérper-mediierter Effekt auf die

Phosphorylierung von p38 und ERK-1/2 nachgewiesen werden. Lediglich einer der
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beiden CRPS-Patienten, bei welchen mittels DAPI-Farbemethode eine erhdhte
Anzahl apoptotischer Zellen nachgewiesen werden konnte, zeigte eine erhohte
Aktivierung der p38-Phosphorylierung. Letztendlich ist also ebenso wie bei den
Zytotoxizitats-/Apoptoseassays darauf zu verweisen, dies mit Proben von akuten
CRPS-Erkrankungen zu untersuchen. Ferner sollte beachtet werden, dass trotz der
hohen Sensitivitat dieser genannten Marker, stattgefundene Veranderungen sehr
schwierig nachweisbar sind, da deren Aktivierungsdauer und somit auch

Nachweisbarkeit oftmals nur von sehr kurzer Zeit ist.

4.5. Die Rolle von Viren in der Pathogenese des CRPS

Zumindest bei einem Teil der Patienten ist, in Hinblick auf den dargestellten
Wissensstand, Autoimmunitat in Form Antikorper-vermittelter Prozesse an der
Pathogenese des CRPS beteiligt. Ungeklart ist jedoch die Funktion der Antikérper
und auf Grund welcher Ursache deren Produktion induziert wird.

Hinweise darauf geben Studien, welche eine durchlittene bzw. in der Akutphase der
Erkrankung erworbene Infektion als pradisponierenden Faktor fir das CRPS
vermuten. Im Sinne der ,Molecular-Mimikry“-Hypothese, die von einem
kreuzreagierenden Antigen zwischen Infektionserreger und Korperzelle ausgeht,
konnte durch eine vorausgehende Infektion in Kombination mit anderen Faktoren die
Bildung von Autoantikoérpern induziert werden.

Prominente Belege fir diesen Mechanismus sind das rheumatische Fieber
(Cunningham et al. 2000) und das Guillian-Barre-Syndrom. Letzteres ist eine
monophasische, demyelinisierende Erkrankung des peripheren Nervensystems,
welche mit aufsteigenden Lahmungen, Areflexie und Sensibilitatsstérungen
einhergeht. Ursache ist die Zerstorung der Myelinscheiden der peripheren Nerven. In
den Myelinscheiden sind Ganglioside eingelagert, die zur Proteinfamilie der
Sialinsaure-substituierten Glycospingolipiden gehdren. Oligosaccharide in der
Oberflache von Campylobacter spp. sind ebenfalls Sialinsaure-substituiert und somit
der Struktur der Ganglioside sehr ahnlich. Kommt es zur Antikérperbildung gegen die
Oberflachenstrukturen des Campylobacters, so konnen diese ebenfalls die
Ganglioside der Myelinscheiden angreifen (Nachamkin et al. 2000, Hughes et al.
2000, Kist et al. 2002).
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Bei CRPS-Patienten wies Goebel bei einer Vielzahl von Patienten, welche kiirzer als
18 Monate unter der Krankheit litten, erhohte IgA-Antikorpertiter gegen
Campylobacter nach. Ferner zeigten sich in der indirekten Immunfluoreszenz bei
diesen Patienten im erhohten MalRe Antikérper gegen verschiedene Gewebe der
Maus (Goebel et al. 2005).

Eine andere Arbeit konnte dagegen bei CRPS-Seren eine erhohte Pravalenz fir
Parvovirus B19 feststellen (van de Vusse et al. 2001). In dieser Studie wurde jedoch
ein historischen Patientenkollektiv verwendet. Trotzdem wurde der Ansatz in der
vorliegenden Arbeit aufgegriffen, indem die Seren der CRPS-Patienten auf IgG-
Antikorper gegen Parvovirus B19 untersucht wurden. Dabei konnten die Ergebnisse
von van de Vusse bestatigt werden. Insbesondere bei CRPS-Typ-2-Patienten (11/11)
konnte eine erhdhte Seropravalenz fur Parvovirus B19 festgestellt werden.

Letzteres konnte Hinweis flr einen pradisponierenden Faktor sein. So ist zu
vermuten, dass hauptsachlich CRPS-Typ-2-Patienten zu der Teilgruppe von CRPS-
Patienten gehoren, deren klinische Symptomatik durch einen postinfektiosen

autoimmunologischen Prozess unterhalten wird.

Der Parvovirus B19 ist hauptsachlich Verursacher des Eyrthema infectiosum,
welches mit  grippeahnlichen  Symptomen,  Arthropathien und einem
girlandenforimigen Erythem verbunden sein kann. Komplikationen der Erkrankung
sind aplastische Krisen sowie der Hydrops fetalis wahrend einer Schwangerschaft. In
seltenen Fallen ist auch die Beteiligung des zentralen Nervensystems sowohl bei
Kindern als auch Erwachsenen beschrieben (Isumi et al. 1999). Es konnten
Assoziationen zu Enzephalitiden (Balfour et al. 1970), Enzephalopathien (Hall et al.
1977, Walsh et al. 1988, Umene et al. 1995), aseptischen Meningitiden (Cassinotti et
al. 1993, Okumura et al. 1993) und okularen Neuropathien (Corridan et al. 1991)
nachgewiesen werden.

AuRerdem wird auch uber Neuropathien des Plexus brachialis (Denning et al. 1987,
Pellas et al. 1993, Puechal et al. 1998), rezidivierende Parasthesien (Faden et al.
1992) und Taubheits- bzw. Kribbelgefihle in den Fingern (Faden et al. 1990)
berichtet. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass der Parvovirus B19 die Produktion
von Autoantikérpern induzieren kann (Kerr et al. 1996, Lunardi et al. 1998). In

diesem Zusammenhang sind Assoziationen mit der Rheumatoiden Arthritis

50



(Goldstein et al. 1996), Lupus-ahnlichen Symptomen (Tanaka et al. 1998) und
Vaskulitiden beschrieben worden (Holm et al. 1995, Lhote et al. 1995).

In Bezug auf letztere wurde bei Patienten mit systemischer Sklerodermie eine
erhohte Seropavalenz fur Parvovirus B19 sowie dessen DNA in Endothelzellen
nachgewiesen. Im Sinne der ,Molecular-Mimikry“-Hypothese wurde als Ursache ein
kreuzreagierendes Antigen zwischen Virus und Endothelzelle vermutet (Magro et al.
2004). Durch Viren induzierte Autoimmunitat gegen Endothelzellen konnte in der
Vergangenheit ebenfalls schon bei Hepatits C und Zytomegalievirus-Infektionen
beschrieben werden (Toyoda et al. 1999; Cacoub et al. 1999).

Auf Grund dieser Tatsachen sowie Hinweisen flir eine endotheliale Dysfunktion in der
betroffenen Extremitat von CRPS-Patienten (Dayan et al. 2008, Schattschneider et
al. 2006) wurden die Seren der CRPS-Patienten in der vorliegenden Arbeit auf
Antikorper gegen endotheliale Strukturen untersucht. Es liel3 sich jedoch im Vergleich
zur Kontrollgruppe keine erhdhte Pravalenz fir antiendotheliale Antikdrper bei den
CRPS-Patienten nachweisen. Daraus ist zu schlieRen, dass Autoimmunitat gegen
endotheliale Strukturen im Falle des CRPS nicht mit einer positiven Serologie fur
Parvovirus B19 assoziiert ist bzw. eine endotheliale Dysfunktion in der betroffenen
Extremitat nicht durch antiendotheliale Antikdrper verursacht zu sein scheint.
Zusammenfassend lasst sich trotzdem der Verdacht auf3ern, das CRPS ist assoziiert
mit einer erhdhten Seropravalenz fur Parvovirus B19. Dies konnte Hinweis sein fur
eine mogliche atiologische Relevanz viral-induzierter autoimmunologischer
Phanomene bei einem bestimmten Teil der CRPS-Patienten. So kdnnte sich eine
subklinisch-verlaufende Parvovirusinfektion mehrere Monate oder Jahre spater in
Kombination mit anderen ebenso unklaren Faktoren im CRPS manifestieren,
moglicherweise durch eine Kreuzreaktivitat mit dem autonomen Nervensystem. Dies
ist jedoch ebenso wenig untersucht, wie die Rolle anderer Infektionserreger. So
konnte neben dem Parvovirus B19 auch einer erhdohte Seropravalenz fir
Campylobacter in einer Studie nachgewiesen werden (Goebel et al. 2005).

Ferner ware interessant, die Seropravalenzen fur Parvovirus B19 und Campylobacter
bei den untersuchten Patienten- bzw. Kontrollgruppen mit den weltweiten
Seropravalenzen fur diese Infektionserreger zu vergleichen, um madgliche
epidemiologische oder geographische Zusammenhange offen legen zu konnen.
SchlieBlich ist zu Uberprifen, ob bestimmte Faktoren mit einem positiven Parvovirus-

B19-Nachweis assoziiert sind. In der vorliegenden Studie konnte diesbezlglich
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gezeigt werden, dass hauptsachlich CRPS Typ 2-Patienten positiv auf Parvovirus
B19 getestet wurden. Eine Infektion mit Parvovirus B19 koénnte folglich ein

pradisponierender Faktor fur die Erkrankung an einem CRPS vom Typ 2 sein.

In Zusammenschau mit den anderen Ergebnissen der vorliegenden Arbeit liegt die
Vermutung nahe, dass bei einem Teil der Patienten autoimmunologische Prozesse
an der Pathogenese des CRPS beteiligt sind. So konnte gezeigt werden, dass
CRPS-Patienten Autoantikorper direkt gegen Oberflachenstrukturen differenzierter
sympathischer Neuronen besitzen, jedoch keine spezifischen Antikdrper gegen die
nicht-neuronale Kontrollzelllinie HEK 293. Hinsichtlich der funktionellen Effekte der
Antikorper konnten keine sicheren Schlisse gezogen werden. In Zukunft sollte
neben der Untersuchung einer maoglichen viral-induzierten Genese des CRPS die
Identifikation von mdglichen Oberflachenantigenen sowie die Uberpriifung ihrer

funktionellen Relevanz Gegenstand der Forschung sein.
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