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1 Einleitung
1.1 Hintergrund

Eine pathologische Veranderung der kleinen somatosensorischen und autonomen Ner-
venfasern (engl.: ,small fiber“, SF) kann bei verschiedenen Grunderkrankungen, aber
auch idiopathisch auftreten und fiihrt haufig zu einer deutlichen Einschrankung der Le-
bensqualitat betroffener Personen vom Kindes- bis zum Erwachsenenalter (Bakkers et
al., 2014; Voortman et al., 2017; MacDonald et al., 2019). Bei vielen Patient*innen ist die
Diagnose oft schwierig und damit eine gute Therapie meist nicht moglich (Oaklander und
Nolano, 2019). Terminologisch wird bei Verlust, Schadigung oder Hyperaktivitat der SF
mit entsprechender klinischer Symptomatik (nheuropathische Schmerzen wie z.B. nacht-
liches Brennen in den Unterschenkeln, Hypo&sthesien) von einer Kleinfaserneuropathie
(engl.: ,small fiber neuropathy“, SFN) gesprochen. Eine Beteiligung der grol3en Nerven-
fasern schlief3t eine SFN aus. (Déring et al., 2012).

Insgesamt stellt sich ein heterogenes Bild an Ursachen einer SF-Schadigung im Kindes-
und Jugendalter, aber auch im Erwachsenenalter dar, welche primér hereditéar (z.B. Mu-
tationen in spannungsabhéngigen Natriumkanalen/anderen lonenkanélen), sekundar-
erworben (metabolisch, immunvermittelt, traumatisch oder toxisch nach Chemotherapie)

oder idiopathisch bedingt sein kénnen.

Bei der Diagnostik einer Beteiligung der SF im Krankheitsgeschehen spielen insbeson-
dere Symptome wie neuropathische Schmerzen (z.B. nachtliche brennende Schmer-
zen), die Erhebung klinischer Befunde (z.B. vermindertes Empfinden auf Nadelstiche),
autonome Storungen (z.B. anhaltender Durchfall) sowie apparative (Quantitativ-senso-
rische Testung, QST) und minimal-invasive (Hautstanzbiopsie) Methoden eine entschei-
dende Rolle (Doéring et al., 2012). Die Hautstanzbiopsie bietet dabei eine quantitativ-
morphometrische und kooperationsunabhangige Méglichkeit z.B. zur Bestimmung der
Innervation der Epidermis (epidermale Nervenfaserdichte, END) und der Schweil3drii-
seninnervation (sudomotorische Nervenfaserdichte, SND). Dies kann histopathologi-
sche Korrelate zu den klinischen Symptomen bzw. Zeichen Betroffener mit SF-Schadi-

gung liefern (Devigili et al., 2019).

In Abgrenzung zur SFN steht der Begriff Kleinfaserpathologie (engl.: ,small fiber patho-
logy*“, SFP) der zur Beschreibung von Befunden bei schmerzhaften und nicht-schmerz-
haften Erkrankungen genutzt wird. In diesen liegt eine Schadigung der SF vor, die aber

aufgrund fehlender Diagnosekriterien nicht als SFN einzuordnen sind (Ugeyler, 2016).
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In den letzten Jahren gab es vermehrt Publikationen, die eine SF-Beteiligung bei ver-
schiedenen Erkrankungen zeigen und damit Hinweise darauf geben, dass auch das pe-
riphere Nervensystem betroffen sein kann (Nolano et al., 2008; Weis et al., 2011; Hob-
son-Webb et al., 2015).

1.2 Stand der Forschung

Auch wenn in der Literatur chronische Schmerzen und autonome Symptomkomplexe bei
Kindern und Jugendlichen mit unterschiedlichen Erkrankungen beschrieben sind, liegen
nur wenige Berichte beziglich einer histopathologischen Analyse der epidermalen In-
nervation und insbesondere der Schweidriiseninnervation in Zusammenschau mit der
klinischen Symptomatik sowie einer moglichen Atiologie im Gegensatz zu Erwachsenen
vor. In Tabelle 1 sind die bisher veréffentlichten Studien an Kindern und Jugendlichen
mit Schmerzsyndrom und Hautstanzbiopsie zur Untersuchung der SF zusammenge-

fasst.

Tabelle 1: Fallstudien zur histopathologischen Untersuchung der kleinen Nervenfasern bei Kindern
und Jugendlichen mit Schmerzsymptomatik

n .
(Alter bei B Spezifische Klinik Ergebnis der
er bei Bi- : R .
' (wichtigste Ergebnisse) Hautstanzbi- Atiologie
opsie) opsie
- Distal brennende
Schmerzen
Wakamoto 1 - Hypoasthesie auf Nadel- END vermin- . .
et al., 1999 stichreize dert ‘diopathisch
" (12 Jahre) .
- Postprandiales Erbre-
chen
Fehlende In-
Nol . 1 - Stark verminderte nervation von
olano e
| 2000 Schmerz- und Tempera- Epider- HSAN Typ IV
al.,
(10 Jahre) turwahrnehmung mis/SchweiR-
driisen
- Seit Kindheit bestehende
Symptomatik Sjogren-Syn-
Oaklander 41 - Distal-symmetrische END vermin- drom (0,8%)
dert, patholo-
und Klein, (20,8 +9,1 Schmerzen (76%) i P . Diabetes mel-
2013 N - Fatigue (83%) gischveran- | s Typ |
Jahre) dertes autono- us P
- Autonome Symptome (0,4%)
(98%)
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mes Nerven-
- Erythromelalgie (23%) system in Autoimmun
Funktionstests (33%)
_ Schmerzen Idiopathisch
- Kribbeln und Jucken der Zusammen-
Hoeijmakers 2 UEX END vermin- hang mit Dia-
etal., 2016 (14-16 Jahre) | - Autonome Dysfunktionen dert betes/rascher
- Fatigue, Erythromelalgie BZ-Senkung
wird diskutiert
IgM-Antikor-
] 8 - Distale, stechende/bren- ) pertiter gegen
Kafaie et al., END vermin-
2017 nende und z.T. diffus ver- dert das neuronale
11-16 Jahre alt teilte Schmerzen Antigen TS-
HDS
- Initial brennende/ste-
chende Schmerzen im un- Nach anti-
Breton et 1 teren Riicken, dann bis END vermin- | TNF-a Thera-
al., 2018 (17 Jahre) UEX dert pie bei Colitis
- Taubheit Zehen Ulcerosa
Oaklander 1 Axondegene-
und Nolano, - Nicht angegeben ration, -rege- | Morbus Fabry
2019 (13 Jahre) neration
Mutation im
Shinka- - Erythromelalgie MEFV-Gen
revsky Fleit- 4 - Brennen/Paréasthesien END vermin- (66%)
man et al., (0-17 Jahre) Uberwie.genolll in UEX, z.T. dert
2020 im Rucken Morbus Beh-
cet (33%)

Erklarung: BZ = Blutzucker, END = epidermale Nervenfaserdichte, HSAN Typ IV = Hereditare sensorische
und autonome Neuropathie Typ IV, MEFV = Mutationsspektrum bei familiarem Mittelmeerfieber, n = Stich-
probengréfRe, UEX = untere Extremitat, TS-HDS = Trisulfatiertes Disaccharid 1do-A2S-GIcNS-6S

Zur diagnostischen Einschatzung, ob eine pathologische Verminderung der END vor-

liegt, sind anhand von Studien mit gro3en Gruppen gesunder Individuen Referenzwerte

publiziert worden, welche ein physiologische Verminderung der END im Laufe des Le-

bens - allerdings nur fir Erwachsene - beschreiben (Lauria et al., 2010a; Provitera et al.,

2016; Collongues et al., 2018). Nur zwei Studien mit geringer Proband*innenzahl unter-
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suchten die epidermale Innervation bei gesunden Kindern und Jugendlichen unter-
schiedlichen Alters, welche ebenfalls auf eine Abnahme der END mit zunehmendem
Alter hindeuten (McArthur et al., 1998; Panoutsopoulou et al., 2015).

Far die Schweil3driseninnervation liegen weder etablierten Referenzwerte fir Erwach-
sene noch fir Proband*innen jinger als 18 Jahre vor. Dartber hinaus sind bislang nur
zwei histopathologische/funktionelle Untersuchungen der Schweil3driiseninnervation
bzw. der -funktion bei Kindern- und Jugendlichen publiziert (Nolano et al., 2000; Cook-
Norris et al., 2012) .

Die diagnostischen Méglichkeiten der Hautstanzbiopsie mit Analyse der epidermalen so-
wie der sudomotorischen Innervation in Zusammenschau mit der klinischen Symptoma-
tik und Atiologie ist bei Kindern- und Jugendlichen mit unklaren Schmerzen noch nicht
ausreichend geklart. AuRerdem ist aufgrund fehlender Referenzwerte und einer Studien-
lage mit nur geringen Fallzahlen die Diagnose einer SFN fur die Alterskohorte der Kinder

und Jugendlichen nicht vollends etabliert.
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2 Aufgabenstellung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die somatosensorischen und autono-
men kleinen Nervenfasern (SF) mittels Hautbiopsie bei Kindern- und Jugendlichen mit
ungeklarter Schmerzsymptomatik pathologisch verandert sind. Die Befunde der Hautbi-
opsien wurden mit den klinischen Daten und Laborparametern der Probanden korreliert.
Darlber hinaus wurden Hautbiospien von Kindern ohne Schmerzsymptomatik verschie-
denen Alters analysiert. Zusatzlich wurden bei einem Kind mit der Diagnose einen juve-
nilen Morbus Pompe (IOPD) die SF untersucht, mit der Fragestellung, ob das periphere

Nervensystem bei dieser Erkrankung mitbetroffen ist.
Folgende Punkte sollten in der vorliegenden Arbeit untersucht werden:

- Untersuchung von proximalem Hautstanzbiopsien einer Kontrollkohorte von Kin-
dern und Jugendlichen ohne Schmerzsymptomatik zur Analyse altersabhangiger
END und SND

- Analyse der END und der SND an Hautstanzbiopsien bei Kindern und Jugendli-
chen mit chronischem Schmerzsyndrom unklarer Ursache

- Retrospektive Datenerhebung der klinischen Symptome und Befunde der durch-
gefuihrten Untersuchungen

- Vergleich der morphometrischen Ergebnisse der Hautstanzbiopsien mit den Kli-
nischen Symptomen der Untersuchungskohorte

- Einzelfallvorstellung eines Kindes mit Morbus Pompe zur Untersuchung, ob bei
Morbus Pompe das periphere Nervensystem und somit die SF betroffen sind

- Untersuchung, ob myelinisierte Nervenfasern in Hautbiopsien quantitativ be-

stimmt werden kénnen
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Die menschliche Haut

Die Haut ist mit bis zu 2 m? Ausdehnung das groRRte Organ des menschlichen Korpers.
Als naturliche Barriere schitzt sie den Korper vor toxischen, mechanischen, thermischen
und anderen Einflissen der Umwelt sowie vor zu grof3en Flussigkeitsverlusten und dient
der Thermoregulation, sowie der sensorischen Wahrnehmung der Au3enwelt. Dartber
hinaus sendet die Haut Gber Schweil’ oder die Veranderung ihrer Farbe Signale an die
Umwelt und ist dartiber hinaus mafigeblich an der Bildung von Vitamin D beteiligt
(Ebenezer et al., 2007, S. 1059; Konigshoff und Brandenburger, 2018, S. 171f.; Lull-
mann-Rauch und Asan, 2019, S. 634ff.).

3.1.1 Aufbau

Da sich die menschliche Haut regional sowohl in ihrem Aufbau als auch in ihrer Funktion
unterscheidet, wird sich im Folgenden aufgrund der Fragestellung primér auf die Haut
bezogen, die am distalen Unterschenkel, am (proximalen) Oberschenkel und an der Fin-

gerbeere zu finden ist.

Anatomisch gesehen wird die Haut (= lateinisch Kutis) in Epidermis und Dermis einge-
teilt. Unter der Kutis gelegen befindet sich die Subkutis. Als duRRerste Hautschicht ist die
Epidermis aus einem mehrschichtig verhornten Plattenepithel aufgebaut, das Uberwie-
gend durch Keratinozyten, aber auch Langerhans-Zellen, Melanozyten und Merkelzellen
gebildet wird. Die in die Epidermis ziehenden freien Nervenfasern (epidermale Nerven-
fasern, ENF, Abbildung 1) stellen terminale Nervenendigungen der C-Fasern und zum
Teil der Ad-Fasern dar. Unter der am dermalen-epidermalen Ubergang liegenden Basal-
membran befindet sich das kapillarreiche Stratum papillare, das in der unbehaarten Haut
(z.B. Fingerbeere) reich an Meissner-Tastkorperchen ist. Als tiefere Dermisschicht ist

das Stratum reticulare Gberwiegend aus Bindegewebe zusammengesetzt.

Myelinisierte und unmyelinisierte Nervenfasern bzw. -blindel (C-, Ad- und AB-Fasern),
diverse Mechanorezeptoren (Meissner-Tastkdrperchen, Ruffini-Kérperchen, Haarfolikel-
Rezeptoren), die Haarfolikel sowie die Ausfihrungsgénge der ekkrinen Schweil3drisen
stellen fur das Verstandnis dieser Arbeit wichtige dermale Strukturen dar. Die ekkrinen
SchweiRdriisen selbst sind ferner am dermalen-subkutanen Ubergang lokalisiert und in

das subkutane Fettgewebe eingebettet. Als Mechanorezeptoren sind die Vater-Pacini-
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Kdrperchen in der Subkutis lokalisiert (Nolano et al., 2003; Provitera et al., 2007; Lall-
mann-Rauch und Asan, 2019, S. 634ff.) Abbildung 1 zeigt den schematischen Aufbau

der menschlichen Haut mit Hautanhangsgebilden und Innervation.

A

B Intraepidermalle Nervenfasern
| ] 1
T T
1 A&-Fasern —Haar
@
\4 Subepider- .~(/
maler Plexus p— -
~ Gefille

g -]

g \

=2 C-Fasern __ M.

S Erector
2 £ maNg pilii

"g Ekkrine

< Schweilldriise | °

/
Ap-Fasern o
i o
3 ql AXXX) E /.
s.C. ~ TXXXXD
Fettgewebe

Abbildung 1: Aufbau der menschlichen Haut im Hamatoxylin-Eosin-Schnitt (A, Vergro-
Berung x5) und schematisch (B) mit Innervation und Hautanhangsgebilden. (1) Epidermis.
(2) Dermis. (3) Subkutis. mdNB = myelinisierte dermale Nervenbiindel, MR = Mechanore-
zeptoren, s.c. Fettgewebe = subkutanes Fettgewebe
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3.1.2 Innervation und Funktion der kleinen epidermalen Nervenfasern

Die senkrecht in die Dermis eintretenden Nervenbiindel bilden im Stratum papillare ei-
nen subepidermalen Plexus (Abb. 1,2), von wo sich die C-Fasern und zum Teil die Ad-
Fasern dreidimensional als freie Nervenendigungen in die Epidermis verteilen (Kennedy
et al., 1994; Glatte et al., 2019, S. 5).

L
Abbildung 2: Die kleinen Nervenfasern in der Kutis im 50-um
dicken Hautschnitt in Immunfluoreszenzfarbung mit Antikérpern
gegen das Protein-Gen-Produkt 9.5 (A, Doppelpfeile = subepider-
maler Plexus, Einzelpfeile = epidermale freie Nervenendigungen,
VergrofRerung x20) und in einem Beispiel fur einen dinn-myelini-
sierten Nerv (roter Doppelpfeil) in Elektronenmikroskopie (B). Ver-
gréRerung x7000.

Die unmyelinisierten C-Fasern sowie die diinn-myelinisierten Ad-Fasern (Abb. 2B) wer-
den auch als sogenannte kleine Nervenfasern (engl.: ,small fiber®, SF) bezeichnet
(Myers etal., 2013, S. 2; Themistocleous et al., 2014, S. 1). Die Ad-Fasern sind zunachst

myelinisiert und verlieren ihre Myelinscheide mit Eintritt in die Dermis und sind somit im
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subepidermalen Plexus sowie in der Epidermis ebenfalls unmyelinisiert (Provitera et al.,
2007). Die C-Fasern lassen sich wiederum physiologisch in peptiderge (z.B. CGRP,
engl.: ,Calcitonin-gene related peptide”) und nicht-peptiderge Unterformen (z.B. lonnen-
kanale wie der TRPA1, engl.: ,transient receptor potential ankyrin 1“) sowie funktionell
nach ihren Eigenschaften (Leitungsgeschwindigkeit) einteilen (Zylka et al., 2005;
Lumpkin und Caterina, 2007, S. 859; Weyer-Menkhoff et al., 2019) (Tabelle 2).

Tabelle 2: Darstellung der unterschiedlichen Nervenfasertypen in der menschlichen Haut (Klinke und
Baumann, 2010, S. 635; McGlone und Reilly, 2010, S. 151; Glatte et al., 2019, S. 4)

Myeli- Durch- | Geschwin-
Fasertyp Funktion nisie- | messer digkeit
rung (um) (m/s)
C-Fasern - 0,5-1,5 0,5-2
- C-pain Nozizeption (dumpfer Schmerz)
- C-tactile Kalte-&Warmeleitung, Mechanorezep-
tion, Berihrungsempfinden, Jucken
- C-autonomic | Vegetative Funktion (Vasomotor, Pilo-
motor, Sudomotor)
B-Fasern Praganglionére vegetative Fasern + 1-3 5-20
Ad-Fasern Nozizeption (scharfer Schmerz), Kalte- | (+) 2-5 10-30
leitung, Mechanorezeption
AB-Fasern Niedrigschwellige Mechanorezeptoren | ++ 7-15 40-90
(Vibration, Berihrungen, Druck)

In Abhangigkeit vom Ort der untersuchten Hautstelle sind in der Literatur variierende
Innervationsmuster beschrieben (Kawakami et al., 2001; Besné et al., 2002). So ist bei-
spielsweise am Augenlid eine héhere Dichte an epidermalen Nervenfasern zu finden als
am Abdomen (Besné et al., 2002).

Sensorische Informationen aus den Mechanorezeptoren, den Haarfolikeln, den Blutge-
falRen sowie den SF werden Uber das sensible Neuron zum Spinalganglion (Rumpf,
GliedmafRen) oder den N. trigeminus (Gesicht), weiter zum Hinterhorn des Riickenmarks
und von dort zum Gehirn geleitet (Lumpkin und Caterina, 2007, S. 859). Aber auch wich-
tige efferente Qualitdten des autonomen Nervensystems zu den Blutgefal3en (Vasomo-
tor), den Schweil3driisen (Sudomotor) und den Haarbalgmuskeln (Pilomotor) sind in der
Haut zu finden (Kennedy et al., 1994). Die diinn myelinisierten B-Fasern bilden hierbei
den pragangliondren und die unmyelinisierten C-Fasern den postganglionaren Anteil
(Glatte et al., 2019, S. 2).



Theoretische Grundlagen 10

3.1.3 Ekkrine SchweiRdrisen
3.1.3.1 Aufbau und Funktion

Die zu den Hautanhangsgebilden gehtérenden Schweil3drisen werden histolo-
gisch in apokrine (z.B. axillare Schwei3produktion), ekkrine und apoekkrine
(ebenfalls axillare Schwei3produktion) Formen unterteilt (Wilke et al., 2007). Da
fur die Fragestellung dieser Arbeit nur die ekkrinen Schweil3driisen von Relevanz
sind, wird im Weiteren ausschlief3lich auf diese eingegangen.

Abbildung 3: Darstellung einer in der Tiefe der Dermis liegenden Schweil3-
drise (Doppelpfeil) in im Hamatoxylin-Eosin-Farbung (A) und in Immunfluores-
zenzfarbung (B) mit nicht komplett dargestelltem Ausfiihrungsgang (Einzelpfeil) so-
wie mit Antikérpern gegen PGP 9.5 in griin angefarbte Nervenfasern. Vergré3erung
x5.
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Im menschlichen Kérper finden sich etwa 1,6-5 Millionen ekkrine Schweil3driisen (Kuno,
1938; Greger, 1996, S. 2220; Achenbach, 2004, S. 2; Wilke et al., 2009, S. 168; Taylor
und Machado-Moreira, 2013). Die Dichte der SchweiRdriisen und Menge der Schweil3-
produktion variiert individuell und steht in Abhéngigkeit zur Kérperregion (Sato und Dob-
son, 1970; Taylor und Machado-Moreira, 2013). Taylor und Machado-Moreira (2013)
beschreiben an der volaren Seite der Finger die hdchste (532 Drusen/cm?) und an der

Oberlippe die geringste (16 Driisen/cm?) Dichte an SchweiRdrusen.

Ekkrine SchweiRdriisen bestehen aus tubults-unverzweigten Endstiicken, die in der
Tiefe der Dermis am Ubergang zur Subkutis in das Fettgewebe eingebettet liegen, sowie
einem Ausflhrungsgang, der zur Hautoberflache fuhrt (Sato et al., 1989, S. 539; Ken-
nedy et al., 1994) (Abb. 3).

Gibbons et al. (2009) geben die durchschnittliche Flache der Endstiicke mit 0,066
(+0,035 mm?) an. Das Epithel des Endstiicks besteht aus vielen hellen, glykogenhaltigen
und dunklen, mucopolysaccharidhaltigen Driisenzellen sowie kontraktilen Myoepithel-
zellen (Abb. 4). Die Ausfuhrungsgénge, welche an der Hautoberflache enden, bestehen
aus zwei- bis dreischichtigem Epithel, das der Modifizierung des Sekrets dient (insbe-
sondere NaCl-Resorption) (Hibss, 1958; Sato et al., 1989, S. 556; Cui und Schlessinger,
2015, S. 644f.). Ein Geflecht aus Blutgefaf3en (eine Schweil3driise wird von einer Arte-
riole versorgt) und von mehreren Nervenbiindeln aus unmyelinisierten, sympathischen
C-Fasern umgeben bzw. innervieren die tubuldren Endsticke (Kennedy et al., 1994;
Wang und Gibbons, 2013, S. 373; Glatte et al., 2019, S. 3).

Abbildung 4: Endstiick einer SchweilRdriise in Hamatoxylin-
Eosin-Farbung. Vergrofierung x20
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Bei Menschen und Primaten dient die Sekretion aus den ekkrinen Schwei3drusen ins-
besondere der Thermoregulation, der Regulation des Wasser-Elektrolyt-Haushalts, der
Immunabwehr (z.B. durch IgA und einer Reihe an Zytokinen), der Bildung eines Feuch-
tigkeitsfilms auf der Haut und dem Aufbau eines schitzenden Hautmilieus (z.B. durch
antimikrobielle Substanzen wie Dermcidine) (Achenbach, 2004, S. 12; Cui und Schles-
singer, 2015). Daruber hinaus fuhren emotionale und gustatorische Reize (Groscurth,
2002, S. 1) sowie der Flussigkeitsstatus und koérperliche Aktivitat (Kondo et al., 1998;
Taylor und Machado-Moreira, 2013; Gerrett et al., 2018) zu einer veranderten Schweif3-
produktion. Hauptbestandteil des Schweil3sekrets bildet insbesondere Wasser, aber
auch Natrium, Chlorid, andere Elektrolyte und anorganische Molekiile (z.B. Laktat, Urea

oder diverse Zytokine) sind zu nennen (Baker, 2019).

3.1.3.2 Innervation und Regulierung der Schweil3sekretion

Die Regulation der Schweil3sekretion erfolgt durch das Zentralnervensystem (ZNS) in
unterschiedlichen Zentren in Abhangigkeit des Auslosers. Das sogenannte kortikale
Schwitzen gibt Antwort auf Emotionen und wird an den Hand- und Ful3sohlen sowie in
der Axilla beobachtet. Das gustatorische Schwitzen reagiert auf scharfe Gewirze und
lauft im Gesicht ab und das hypothalamische Schwitzen ist fir die Thermoregulation
zustandig (Wilke et al., 2007, S. 170f.; Cui und Schlessinger, 2015, S. 646). Bei einer
thermalen Reaktion (z.B. Erhéhung der Hauttemperatur, kérperliche Belastung) werden
die efferenten Informationen zur Schweif3sekretion vom thermoregulatorischen Zentrum
(préoptische Region des Hypothalamus) des Gehirns zunéchst Uber den Pons und die
Raphe-Region zur intermediolateralen Zellsaule des Rickenmarks weitergegeben (Bou-
lant, 1981). Vom Vorderhorn des entsprechenden Ruckenmarksabschnitts wenden sich
dabei myelinisierte praganglionédre Fasern mit Acetylcholin (ACh) als Transmitter tber
den weil3en Ramus communicans in das sympathische Grenzstrangganglion, von dem
nicht-myelinisierte (postganglionare) C-Fasern Uber den grauen Ramus communicans
zu den ekkrinen Schweil3driisen gelangen (Uno, 1977; Shibasaki und Crandall, 2010,
S. 686). Laut Weihe et al. (2005) liegt eine Co-Expression von cholinergen (ACh) und
adrenergen (Noradrenalin) Transmittern in den postganglionaren schweif3driiseninner-
vierenden Fasern vor, wobei der cholinerge Anteil womdéglich Gberwiegt (Uno, 1977; Do-
nadio et al., 2006; Wang und Gibbons, 2013). Die noradrenerge Innervation ist vermut-
lich fur das Drisenwachstum und die Drisenplastizitat von Bedeutung (Donadio et al.,
2006) und tragt zur gesteigerten SchweiRproduktion bei korperlicher Aktivitat bei (Amano
etal., 2017).
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Nach erfolgter cholinerger oder adrenerger Reizweiterleitung an die Drise fuhrt ein Cal-
cium(Ca?")-Einstrom in die Zellen (Sato und Sato, 1981) zur Verschiebung weiterer
Elektrolyte (Natrium-Einstrom und Kalium-Ausstrom) zur Depolarisation der Schweil3-

driisenzellen und dementsprechend zur Sezernierung von Schweif3 in den Ausfihrungs-

gang.

Neben der zuvor primar zentral gesteuerten Freisetzung der Neurotransmitter, greifen
vermutlich eine Reihe von Neuropeptiden intrinsisch regulierend in die Innervierung der
Schweil3driisen ein, um beispielsweise eine Feinregulierung der Schweil3produktion zu
gewahrleisten (Shibasaki und Crandall, 2010), oder die Widerstandsfahigkeit gegentber
Schadigungen z.B. bei Polyneuropathie zu verbessern (Kennedy und Sakuta, 1984;
Kennedy et al., 1994). So werden insbhesondere das Vasoaktive intestinale Polypeptid
(VIP), das Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP), die Substanz P (SP) sowie die Do-
pamin-B-Hydroxylase (DBH) genannt. Zum Beispiel kann der cholinerge Marker VIP
zwar die Schweil3produktion steigern, die Produktion aber nicht ohne den Einfluss von
ACh induzieren (Yamashita et al., 1987) oder SP hat einen limitierenden Effekt auf die
Dauer der SchweiB3produktion aber nicht auf die Menge an Schweil (Schlereth et al.,
2006).
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3.2 Neuropathische Schmerzen

Chronische Schmerzen, die langer als 8 Wochen dauern (Heuf3, 2019), kommen mit
steigender Inzidenz bei ca. 6 - 38% der Kinder und Jugendlichen vor (van Dijk et al.,
2006; King et al., 2011).

Schmerz kann in eine nozizeptive, eine neuropathische und eine noziplastische Form
unterschieden werden (Dohrn et al., 2019, S. 90). Dabei bildet der nozizeptive Schmerz
eine physiologische Antwort auf schmerzvolle Reize wie z.B. einer Gewebeschadigung
nach Verletzung mit direkter Auslésung der peripheren Schmerzrezeptoren und Weiter-
leitung ins Gehirn ab. Bei einer neuropathischen Symptomatik kommt es durch zentrale
oder periphere Ursachen zu einer Schadigung der somatosensorischen C- und Ad-Fa-
sern, aber auch die autonomen Nervenfasern kdnnen betroffen sein (Cohen und Mao,
2014, 2). Die noziplastische Form ahnelt in der Symptomatik dem neuropathischen
Schmerz, es ist aber keine Beteiligung des somatosensorischen Systems nachweisbar
(Kosek et al., 2016).

Es wird vermutet, dass ca. ein Funftel der chronisch vorkommenden Schmerzen bei Er-
wachsenen neuropathisch sind (Cohen und Mao, 2014), wobei insgesamt altere Men-
schen haufiger betroffen sind als Jingere (Bouhassira, 2019, S. 5). Ungefahr 6% der
Kinder und Jugendlichen sind von neuropathischen Schmerzen betroffen, es liegen aber
nur wenige Daten zur Haufigkeitsverteilung in dieser Altersgruppe vor (Howard et al.,
2014, S. 84). Die Ursachen neuropathischer Schmerzen sind vielféltig und finden sich
bei Erkrankungen wie einer Polyneuropathie (PNP), einer SFN, der Trigeminus-Neural-
gie oder der Post-Zoster-Neuralgie (Bouhassira, 2019). Die Ursachen einer SFN bzw.

der Schadigung der kleinen Nervenfasern werden in Abschnitt 3.3.2 weiter aufgefihrt.

Klinisch lasst sich der neuropathische Schmerz in eine Kombination aus positiven und
negativen Symptomen und Zeichen einteilen, wie in Abschnitt 3.3.5.1 beschrieben. Pa-
tient*innen schildern eine typische Symptomatik mit einschielenden Schmerzen von
stechender oder brennender Natur sowie einer Allodynie beim Tragen enger Schuhe
oder der BerUhrung durch eine Zudecke (Ddéring et al., 2012, S. 255).
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3.3 Pathologie der kleinen somatosensorischen und autono-
men Nervenfasern im Kindes- und Jugendalter
3.3.1 Epidemiologie

Es liegen bisher keine Studien zur Inzidenz und Préavalenz einer SFN bzw. SF-Beteili-
gung im Kindes- und Jugendalter vor. Eine Haufigkeitsverteilung in dieser Altersgruppe
muss dadurch in Abhangigkeit der Inzidenz und Préavalenz der jeweiligen Atiologie ge-

sehen werden.

Im Hinblick auf Erwachsene wurde fur die SFN im Jahr 2013 eine Inzidenz von mindes-
tens 12 Fallen auf 100.000 Einwohner*innen pro Jahr sowie einer Pravalenz von min-
destens 53 Fallen auf 100.000 Einwohner*innen fur eine definierte Region im sidlichen
Teil der Niederlande erhoben (Peters et al.). Die Inzidenz war in der Altersgruppe >65
Jahre am Hoéchsten. Daraus lasst sich grob eine globale Préavalenz von 4,08 Millionen
Menschen abschatzen (Oaklander und Nolano, 2019, S. 1241). Allerdings merken die
Autor*innen an, dass nur 10% der tatséchlich Betroffenen diagnostiziert sind, wodurch

sich eine weitaus héhere Pravalenz ergeben wiirde.

3.3.2 Atiologie

Insgesamt stellt sich ein heterogenes Bild an Ursachen einer SF-Schadigung im Kindes-
und Jugendalter dar, welche primar hereditar (z.B. Mutationen in spannungsabhéangigen
Natriumkanalen/anderen lonenkanalen), sekundar-erworben (metabolisch, immunver-
mittelt, traumatisch oder toxisch nach Chemotherapie) oder idiopathisch bedingt sein

koénnen.

Hinsichtlich der Atiologie einer SFN oder SFP zeigt sich fur Patient*innen im Erwachse-
nenalter eine deutlich umfangreichere Studienlage als fiir Jungere (Uceyler, 2016; Caz-
zato und Lauria, 2017; Voortman et al., 2017; Devigili et al., 2019). In den bisher publi-
zierten Studien zeigt sich, dass sich Atiologie, Symptomatik und Krankheitsverlauf bei
Kindern- und Jugendlichen von denen bei Erwachsenen unterscheiden. Beispielsweise
ist Diabetes mellitus eine der haufigsten Ursachen einer SFN im Erwachsenenalter (ca.
ein Drittel der Betroffenen), was allerdings eine verhéltnismalfig geringere Zahl bei unter
20-Jahrigen ausmacht (Oaklander und Klein, 2013; Oaklander und Nolano, 2019). Eine
wichtige Ursache scheinen immunvermittelte Prozesse zu sein (Oaklander und Klein,
2013; Hoffman et al., 2015). Ferner kann Morbus Fabry als typische Krankheit einer SFN
genannt werden, die primar im Kindes -und Jugendalter beginnt und aufgrund ihrer Be-
handlungsmadglichkeit mit Enzymersatztherapie (engl.: ,enzyme replacement therapy®,

ERT) von Relevanz ist (Schiffmann und Ries, 2016). Im Gegensatz dazu ist die Familiare
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Amyloid Polyneuropathie (FAP) bislang nur im Erwachsenenalter beschrieben (Plante-
Bordeneuve und Said, 2011; Oaklander und Nolano, 2019). Dartber hinaus kann bei
zunachst als idiopathisch angesehene Formen (initial-idiopathische SFN, iiSFN) durch
umfassende apparative, laborchemische oder molekulargenetische Diagnostik in vielen

Fallen eine Atiologie erfasst werden (Oaklander und Nolano, 2019).

In Tabelle 3 sind die wichtigsten Ursachen fiir eine SFN zusammengefasst und es wurde
vermerkt, ob die zugrundeliegende Erkrankung sowohl im Kindes- und Jugendalter als

auch bei Erwachsenen auftreten kann.

Tabelle 3: Ursachen einer SFN im Kindes- und Jugendalter als auch im Erwachsenenalter

Altersabhéngig-
) keit
Atiologie Literaturangabe
<18 >18
Jahre Jahre
Hereditar
Natriumkanalmuta-
(Huang et al., 2019; Zhang et al., 2013;
tion/Erythromelalgie
Dib-Hajj et al., 2005; Faber et al., 2012a; 4 4
(SCN9A, SCN10A,
DiMario, 2016)
SCN11A)
Transient receptor poten- (Kremeyer et al., 2010; Ari Koivisto und
v v
tial ankyrin 1 (TRPA1) Antti Pertovaara, 2013)
Familiare Amyloid-PNP
(Terkelsen et al., 2017) - v

(FAP)

(Hopkin et al., 2008; Burlina et al., 2011,
Morbus Fabry v v
Schiffmann und Ries, 2016)

Hereditare sensorische v (au-
(Terkelsen et al., 2017; Nolano et al.,
und autonome Neuropa- Rer Typ v
2000)
thie (HSAN) D)
Metabolisch
Diabetes mellitus (auch (Abad et al., 2002; Nery Ferreira et al.,
v v

Therapie-induziert) 2005; Hoeijmakers et al., 2016)
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Weitere (Hypothyreose,
Folsaure-Mangel, Vitamin-

B12-Mangel)

(Terkelsen et al., 2017; Wilmshurst et al.,

2019)

Post-Infektios und Immunvermittelt

Unspezifisch, mégliche As-
soziation
(Rheumatisch, Morbus
Crohn, Mykoplasma Pneu-

moniae-Infektion u.a.)

(Wakamoto et al., 1999; Oaklander und

Klein, 2013; Kafaie et al., 2017)

Autoinflammation

(Shinkarevsky Fleitman et al., 2020)

Antikérper gegen Trisulfa-
tiertes Disaccharid ldo-
A2S-GIcNS-6S (TS-HDS)

(Kafaie et al., 2017)

Monoklonale Gammopa-

thie

(Oaklander und Nolano, 2019)

Guillain—Barré-Syndrom

(Wong et al., 1998; Rodrigues und Kang,

2016)

Sarkoidose

(Wilmshurst et al., 2019)

Lupus erythematodes

(Saigal et al., 2015; Wilmshurst et al.,

2019)

Sjogren-Syndrom

(Kafaie et al., 2017)

Infektiose Mononukleose

(Kafaie et al., 2017)

HIV/AIDS

(Floeter et al., 1997; Araujo et al., 2000)

Post-Impfung

(Kafaie et al., 2016)

Syndromal

Fibromyalgie

(Oaklander und Klein, 2013; Ghasemi

und Rajabally, 2020)

Traumatisch

Unfall

(Atherton et al., 2008)

Operation

(Lauder und White, 2005; Julien-Marsol-

lier et al., 2017; Williams et al., 2017)




Theoretische Grundlagen

18

Komplexes regionales
(Sethna et al., 2007) v 4
Schmerzsyndrom (CRPS)
Toxisch
Chemotherapie (Lieber et al., 2018) 4 4
Immuntherapie (z.B. TNF- (Breton et al., 2018; Bertrand et al.,
v v
a-Blocker) 2020)
Alkohol (Terkelsen et al., 2017) - v
Idiopathisch
- initial idiopathisch (iiISFN)
Wenn mdgliche hereditare und erwor-
- weiterhin idiopathisch v v
bene Griinde ausgeschlossen wurden
(WiISFN)

In den letzten Jahren wurden vermehrt Studien publiziert, die eine SF-Beteiligung bei

verschiedenen Erkrankungen zeigen und damit Hinweise geben, dass bei diesen auch

das periphere Nervensystem betroffen ist. Die Schadigung der SF kann bei solchen Er-

krankungen nicht als SFN bezeichnet werden, sondern wie zuvor bereits beschrieben

als SFP (Tabelle 4).

Tabelle 4: Ursachen einer SFP im Kindes- und Jugendalter als auch im Erwachsenenalter

Altersabhéngigkeit

Atiologie Literaturangabe
< 18 Jahre >18 Jahre
(Weis et al., 2011; Ghasemi
ALS . - v
und Rajabally, 2020)
Friedreich-Ataxie (Nolano et al., 2001) v v
Morbus Pompe (Hobson-Webb et al., 2015) v v
Schwannomatosis (Farschtschi et al., 2019) v v
Charcot-Marie-Tooth Er- R
(Laura et al., 2014) v v
krankung
(Galan und Kousseff, 1995;
Ehlers-Danlos-Syndrom v v
Cazzato et al., 2016)
] (Nolano et al., 2008; Gha-
Morbus Parkinson ) _ - v
semi und Rajabally, 2020)
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3.3.3 Pathophysiologie

Die Pathophysiologie der SFN wird einerseits in Abh&angigkeit zu der dahinterstehenden
Grunderkrankung (Voortman et al., 2017) und andererseits im Hinblick auf den Schadi-

gungsort der Nerven (Khoshnoodi et al., 2016) betrachtet.

Bezlglich der pathophysiologischen Kausalitit sind in den letzten Jahren immer mehr
Gene beschrieben worden, die zu einer hereditaren SFN fiihren kénnen, wobei dies ins-
besondere Mutationen in spannungsabhangigen Natrium-Kanalen (insbesondere
NaV1.7, NaVv1.8, NaV1.9) betrifft, die essentiell fiir die Entstehung von Aktionspotentia-
len an den Nozizeptoren der C- und Ad-Fasern sind (Dib-Hajj et al., 2013; Brouwer et
al., 2014). Diese Variationen werden meist autosomal-dominant vererbt und fihren ver-
mutlich zu einer Ubererregbarkeit von Neuronen im dorsalen Hinterwurzelganglion (,dor-
sal root ganglion“, DRG) und/oder einer verminderten Erregbarkeit in sympathischen
Ganglien, was langfristig in eine Degeneration der entsprechenden Axone minden kann
(Faber et al., 2012a; Faber et al., 2012b; Han et al., 2012; Bennett und Woods, 2014).

In peripheren Nerven scheinen die kleinkalibrigen, unmyelinisierten C- und schwach-
myelinisierten Ad-Fasern anfalliger fur ischamische Prozesse als die grof3kalibrigeren
Fasern (Parry und Brown, 1982; @rstavik et al., 2006). Bereits bei Patient*innen mit ge-
storter Glukosetoleranz, aber ohne manifesten Diabetes mellitus kann eine beeintrach-
tigte Vasodilatation zur Ischamie der nervenversorgenden GefalRe fihren, wodurch zu-
nachst eine Schadigung an den C-Fasern entsteht (Green et al., 2010; Zeng et al., 2017,
S. 221).

Lokale Entziindungsprozesse im Gewebe sind mdglicherweise verantwortlich oder ver-
starkend fur eine SFN. Bei langenabhangigen SFN konnten in den betroffenen Hautare-
alen erhéhte Werte proinflammatorischer Zytokine festgestellt werden (Uceyler et al.,
2010). Bei Patient*innen mit Diabetes mellitus war ein gesteigerter oxidativer Stress
nachweisbar, der die Mitochondrien schédigt und Entziindungsprozesse fordert, was zu
einer Schadigung der Neuronen fuhren kann (Edwards et al., 2008). Ferner vermag ein
proinflammatorisches Milieu Nozizeptoren zu sensibilisieren und womaoglich zu aktivie-

ren, wodurch ein chronisches Schmerzgeschehen verstarkt wird (McMahon et al., 2015).

Die SF-Schadigung kann mit vielen verschiedenen autonomen Symptomen einhergehen
(Abschnitt 3.3.4.3). Es wird beispielsweise beschrieben, dass es zu einer friilhen Scha-
digung der parasympathischen und sympathischen C-Fasern bei Diabetes mellitus
kommt, wobei der parasympathische Anteil bei Diabetes mellitus Typ 2 dominiert

(Freccero et al., 2004; Jin et al., 2015, S. 463). Histopathologisch kann unter anderem
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eine Schadigung der gastralen (Selim et al., 2010) oder schwei’3driisen-innervierenden

(Gibbons et al., 2009) Nervenfasern nachgewiesen werden.

Eine Nervenschadigung kann axonal (langenabhéngige SFN) oder im DRG (nicht-lan-
genabhangige SFN) auftreten (Gemignani et al., 2010; Birnbaum und Bingham, 2014;
Khoshnoodi et al., 2016). Durch eine Ubererregbarkeit der kleinen Neuronen im DRG
kommt es dabei zu einer sekundéaren Schadigung der in die Haut fihrenden Nervenfa-
sern (Gemignani et al., 2010; Sheikh und Amato, 2010).

3.3.4 Symptomatik

3.3.4.1 Generelle Aspekte

Bei einer SFN fuhrt die Schadigung der C- und Ad-Fasern zu somatosensorischen
Krankheitszeichen, wie neuropathischen Schmerzen, autonomen Funktionsstérung und
weiteren Symptomkomplexen (z.B. Fatigue oder Restless-Leg-Syndrom) (Hoeijmakers
et al., 2012). Das klinische Erscheinungsbild kann dabei intra- und interindividuell vari-
ieren. Es konnen ausschliel3lich somatosensorische oder autonome Zeichen vorkom-
men. Bei den meisten Patient*innen liegen die Symptome allerdings gemischt vor (Oak-
lander und Nolano, 2019, S. 1249). Ferner kann das Krankheitsgeschehen auch ohne
Schmerzsymptomatik in Erscheinung treten (Uceyler, 2016; Gemignani, 2017). In Ab-
hangigkeit vom Ort der Nervenschadigung kann die SFN/SFP in eine langenabhéngige
Form (bei primar axonaler Schadigung) mit distal-symmetrischen Symptomen und eine
nicht-langenabhangige Form (bei Schédigung der kleinen DRG-Fasern) mit diffuser
Symptomatik u.a. am Gesicht, im Mund, am Kérperstamm oder von proximal ausgehend
entlang der Extremitaten auftreten (Gorson et al., 2008; Chan und Wilder-Smith, 2016;
Puhakka et al., 2016). Beide Formen sind aufgrund tberlappender Symptomatik in der
Praxis schwierig zu differenzieren und benétigen daher weitere Diagnoseschritte (Pro-
vitera et al., 2018).

Insbesondere bei kleinen Kindern ist die genaue Beschreibung der Symptome schwierig
(Hoeijmakers et al., 2016, S. 2). Wie eingangs beschrieben, liegen ausschlielich Fall-
berichte zur Symptomkonstellation bei Kindern und Jugendlichen vor (Abschnitt 1.2).
Darlber hinaus sind keine Studien dariiber publiziert, ob es Differenzen im klinischen
Erscheinungsbild einer SFN zwischen Kindern und Erwachsenen gibt. In den folgenden

zwei Abschnitten sind mdgliche Symptome einer SFN aufgelistet.
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3.3.4.2 Neuropathische Symptome und klinische Zeichen

Die durch die Nervenschadigung entstandenen Schmerzen und somatosensorischen
Symptome bzw. klinischen Zeichen kdnnen tberwiegend als neuropathisch bezeichnet
werden und sind in sogenannte Positiv- und Negativsymptome einteilbar (Tabelle 5), die
in Abhangigkeit der Atiologie und Pathophysiologie auch parallel bestehen kénnen und
bei Diagnose meist chronisch tber Monate und Jahre andauernd vorliegen (Doéring et
al., 2012). Dabei muss eine Unterscheidung zwischen Symptomen und klinischen Zei-
chen gemacht werden. Symptome sind das, was Patient*innen spontan oder provoziert
empfinden (z.B. Schmerzen beim Eintauchen der FiRe in kaltes Wasser) und klinische
Zeichen werden in der klinischen Untersuchung, insbesondere mithilfe der Quantitativ-
sensorischen Testung (QST), gezielt evaluiert (z.B. Berihrungsempfinden mit einem

Wattebausch bei geschlossenen Augen) (Devigili et al., 2019, S. 3730).

Tabelle 5: Neuropathische Symptome und klinische Zeichen einer SFN

Neuropathisch-sensorische Symptome/Zeichen Qualitat der Symptomatik
Schmerzen (brennend, einschieend, prickelnd, kratzend) +
Parasthesie +
Allodynie (Beruhrung, thermal, mechanisch) +
Hyperalgesie +
Intoleranz gegeniiber Socken oder Decken +
Hypoasthesie, Hypoalgesie -
Herabgesetztes Temperaturempfinden -
Wahrnehmungsverlust von Nadelstichen -
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3.3.4.3 Autonome und weitere Symptome

Neben den genannten somatosensorischen Symptomen gibt es eine Reihe an klinischen
Zeichen einer SF-Schadigung, die das autonome Nervensystem betreffen und sich in

vielfaltiger Weise bemerkbar machen (Tabelle 6).

Tabelle 6: Autonome Symptome einer SFN

Kardial

Schwindel

Herzklopfen, (Pra-)Synkope

Gastrointestinal

Miktionsprobleme

Magen-Darmprobleme (z.B. Verstopfung, Diarrho)

Augen

Probleme bei der Akkommodation, Verschwommene Sicht

Haut und Schleimhéaute

Hyperhidrose oder Hypohidrose

Sicca-Syndrom (Trockene Augen & Mund)

Sonstige

Warmeschauer

Sexuelle Dysfunktion (z.B. Impotenz)

Ferner gibt es weitere, unspezifische Erscheinungsformen, die mit einer SF-Schadigung

assoziiert sind (Tabelle 7).

Tabelle 7: Weitere mdgliche Symptome einer SFN

Mégliche unspezifische Symptome einer SFN

Restless-Leg-Syndrom

Fatigue

Erythromelalgie

Muskuloskelettale Schmerzen, Muskelkrampfe

Kopfschmerzen

Kraniomandibulare Dysfunktion

Kognitive Stérungen
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3.3.5 Diagnosekriterien und generelle Aspekte zur Diagnostik

3.3.5.1 Diagnosekriterien

In den letzten 20 Jahren wurden diverse Algorithmen bzw. Kriterien publiziert, um Sen-
sitivitat und Spezifitat der Diagnose ,SFN“ zu verbessern (Lacomis, 2002; Devigili et al.,
2008; Tesfaye et al., 2010; Terkelsen et al., 2017; Devigili et al., 2019). Eine Kombination
aus klinischen Zeichen sowie auffallige Ergebnisse in der QST und/oder eine vermin-
derte epidermale Nervenfaserdichte (END) Uber die Entnahme einer Hautstanzbiopsie
stellen dabei laut neuester Studie zuverlassige Diagnosekriterien einer SFN dar (Tabelle
8) (Devigili et al., 2019). Von den Autor*innen wurde darauf hingewiesen, dass morpho-
logische Veranderungen der SF (z.B. verminderte END) immer im Kontext der Sympto-
matik sowie der klinischen Befunde interpretiert werden miissen und nicht alleinstehend
zu einer Diagnose fuihren dirfen, die Quantifizierung der END aber die reliabelste Me-

thode dabei sei.

Tabelle 8: "Besta-Kriterien" zur Diagnose einer Kleinfaserneuropathie (Devigili et al., 2008; Devigili
et al., 2019)

Untersuchungskriterien Einschéatzung der SFN

Mindestens zwei somatosensorische Symptome oder klinische

Zeichen (negative und positive mdglich)
Mindestens 2/3 der Krite-

Pathologische Warm- und/oder Kaltschwellen am Fuf3 in der
QST

Verminderte END am Unterschenkel

rien missen zutreffen

Neben den bereits genannten Tests (QST und Bestimmung der END) gibt es eine Reihe
an weiteren morphologischen Untersuchungen der SF, welche in Abschnitt 3.3.5.3 kurz

vorgestellt werden.

Wichtig bei der Diagnose einer SFN ist zudem, dass wenn in der klinischen oder weiter-
fuhrenden Untersuchung die groR3en dick-myelinisierten Nervenfasern betroffen sind
(z.B. veréanderte Tastwahrnehmung, verminderte Vibrationsempfinden, Lahmung, Are-
flexie) oder eine abnorme Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) festgestellt wurde, sollte
eine reine SFN ausgeschlossen und die Diaghose einer Grol3faserneuropathie (LFN)
gestellt werden (Stewart et al., 1992; Devigili et al., 2008; Karlsson et al., 2015; Chan
und Wilder-Smith, 2016; Terkelsen et al., 2017).
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3.3.5.2 Schmerzsymptomatik und Fragebdgen

Es gibt eine Reihe an standardisierten und nicht-standardisierten Fragebdgen zur ge-
nauen Beschreibung und Einordnung neuropathischer Symptome. Beispielsweise sind
in der Literatur der ,SFN-Symptom Inventory Questionnaire® (Bakkers et al., 2014), der
,Neuopathic Pain Symptoms Inventory questionnaire” (Bouhassira et al., 2004) oder der
LPainDETECT-Questionnaire “ (Freynhagen et al., 2006) beschrieben. Zur Erfassung der
autonomen Symptomatik kann der Fragebogen ,Survey of Autonomic Symptoms” (SAS)
(Doppler et al., 2017) herangezogen werden. Auf den deutschsprachigen Raum bezo-
gen wurde der Deutsche Schmerzfragebogen (DSF) entwickelt, welcher die herkdmmli-
chen Fragebdgen zusammenfasst und auch fur Kinder und Jugendliche erweitert und
validiert wurde (Schroeder et al., 2010; Casser et al., 2012).

3.3.5.3 Apparative und invasive Untersuchungsmaoglichkeiten

Die QST stellt eine etablierte, standardisierte und nicht-invasive Methode zur Untersu-
chung von funktionellen Schaden u.a. der Temperatur-, Schmerz- und mechanischen
Wahrnehmung dar. Durch die Bestimmung der jeweiligen Reizschwellen kénnen neuro-
pathische Plus- und Minussymptome detektiert werden und die Beteiligung der einzel-
nen Fasertypen - also auch der SF - erfasst werden (Rolke et al., 2006; Doring et al.,
2012, S. 255; Cazzato und Lauria, 2017). Die Untersuchung ist von Kooperation und
Aufmerksamkeit der Versuchsperson abhangig (Karlsson et al., 2015). Zwar ist die QST
in der Funktionspriifung der SF im Kindes- und Jugendalter fur unterschiedliche Alters-
gruppen etabliert (Hilz et al., 1996; Hilz et al., 1998; Blankenburg et al., 2010), besitzt
aber insbesondere fir Kinder unter funf Jahren und Patient*innen mit eingeschrankter
Kooperationsfahigkeit (z.B. kognitiven Stérungen) eine limitierte Durchfiihrbarkeit bzw.
ist nicht anwendbar (Meier et al., 2001; Blankenburg et al., 2010). Auf3erdem ist die QST
auch aufgrund des teuren Equipments nicht in allen Kliniken verfligbar. Zudem ist die
Testung sehr zeitaufwendig (Cruz-Almeida und Fillingim, 2014; Siepmann et al., 2014).
In einer Studie von Devigili et al. (2019) wurde die diagnostische Glite der Messung von

END und QST verglichen und eine bessere Aussagekraft der END gefunden.

Als weitere mogliche nicht-invasive Methode zur Quantifizierung der SF weist die Be-
stimmung der kornealen Innervation mittels kornealer Konfokalmikroskopie eine gute
Reliabilitat sowie Reproduzierbarkeit auf und kann friihzeitig SF-Schaden aufdecken
(Karlsson et al., 2015). Allerdings kann sich die Durchfiihrung bei Kindern durch eine
notige Kooperationsbereitschaft ebenfalls erschweren (Oudejans et al., 2016) und al-

tersbezogene Normwerte fehlen.
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Die Nervenbiopsie z.B. des Nervus suralis bietet sich nicht zur Diagnostik einer SFN an,
da sie invasiv und somit nebenwirkungsreicher ist, nicht Routinemafig durchgefihrt wer-
den kann, sowie weniger sensitiv hinsichtlich einer Beteiligung der SF ist als die Haut-

stanzbiopsie (Herrmann et al., 1999; Tesfaye et al., 2010; Karlsson et al., 2015).

Zur Bestimmung der Beteiligung des autonomen Nervensystems kdnnen bspw. Tests
zur Sudometrie herangezogen werden, da die Schweil3driisenfunktion der sensitivste
Marker fur den Zustand des autonomen Nervensystems ist (Dabby et al., 2007; Minota
et al., 2019). Hierbei gibt es eine Reihe an nicht-invasiven Tests zur Schweil3drisen-
funktion wie den Axon-Reflex-Test (Thaisetthawatkul et al., 2013; Vinik et al., 2013a),
aber auch invasive Test wie die Hautstanzbiopsie zur Ermittlung der Schwei3driisenin-

nervation sind in der Literatur beschrieben.

3.3.5.4 Laboruntersuchungen

Die Untersuchung verschiedener Laborparameter und die Durchfihrung genetischer
Tests im Rahmen einer SFN-Diagnostik dient vor allem der Ursachensuche (Terkelsen
et al., 2017). Blutuntersuchungen sollten generell nach individuellen Risikofaktoren und
demographischer Situation erfolgen, wobei z.B. die FAP in Europa haufiger vorkommt
als in den USA (Lang et al., 2016). In einer Ubersichtsarbeit unterscheiden Terkelsen et
al. (2017) in eine initiale Blutuntersuchung bei Verdacht auf eine (Poly-)Neuropathie ins-
besondere mit Analyse des Glucosestoffwechsels, von Vitamin B12 und seines Metabo-
liten, sowie einer Immunelektrophorese u.a. und in eine eventuell nachfolgende bioche-
mische Ursachensuche bei gesicherter SFN. Diese beinhaltet bspw. autoimmune Fak-
toren (Rf, ANA u.a.), Infektionen (HIV, Hepatitis B u.a.) und hereditdre Ursachen (a-Ga-
laktoidase A-Enzymaktivitdt bei Morbus Fabry), SCN9A-Mutation oder Mutationen im
Transthyretin-Gen bei FAP.
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3.3.6 Hautstanzbiopsie

3.3.6.1 Bestimmung der epidermalen Nervenfaserdichte (END)

Die Bestimmung der END anhand einer Hautstanzbiopsie ist eine objektiv-morphologi-
sche Methode mit hoher Sensitivitat. Die 3-mm grof3e, am Unterschenkel entnommene
Hautstanzbiopsie, welche in den meisten Studien Anwendung findet, ist minimal-invasiv
und nebenwirkungsarm. So ist publiziert, dass von 35.000 in unterschiedlichen multina-
tionalen Zentren durchgefuhrten 3-mm Hautstanzbiopsien 0,2% der Biopsien Nebenwir-
kungen zeigten. Diese beliefen sich meist auf leichte Wundentziindungen oder Blutun-
gen (Lauria et al., 2010b). Prinzipiell kann jede Hautstelle untersucht werden und
LFollow-Up“Untersuchungen sind moglich (Lauria et al., 2005; Lauria und Lombardi,
2007). Dies ermdglicht beispielsweise einen Therapieerfolg morphologisch nachzuwei-

sen, da sich SF regenerieren konnen (Sommer und Lauria, 2007).

In den Richtlinien der Internationalen Gesellschaft fir Neurologie (EFNS/PNS) (Lauria
et al., 2010b) werden Vorgehensweisen empfohlen, um die Hautstanzbiopsien reprodu-
zierbarer und vergleichbarer zu machen, wobei der Bestimmung der END in der Haut-
stanzbiopsie eine gute Intra- und Interuntersucherreliabilitat in der mikroskopischen Aus-
wertung nachgewiesen wurde (Smith et al., 2005; Lauria et al., 2015; Lauria et al.,
2010a).

Die Hautbiopsie zur Diagnose einer SFN wird eine Effizienz der Methode (= Patient*in-
nen mit richtiger Diagnose) von 93,3%, eine Sensitivitat von 94,3% und eine Spezifitat
von 91,9% angegeben (Devigili et al., 2019). Allerdings missen diese Testverfahren in
Abhangigkeit zu der Methodik gesehen werden, mit der sie erhoben wurden. Aul3erdem
ist die Bezugnahme auf groRe Referenzgruppen in diesem Kontext relevant (Lauria et
al., 2010Db).
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3.3.6.2 END im Erwachsenenalter

Um pathologische Grenzwerte fir die END festlegen zu kdnnen, sind in weltweiten Re-
ferenzstudien, in denen Ergebnisse aus mehreren Zentren zusammengefasst wurden,
alters- und geschlechtsspezifische Kontroll- bzw. Normwerte fir die END an gesunden
Proband*innen verdéffentlicht worden. Wichtig ist dabei, dass die Werte mit zunehmender
Lebensdekade absinken und weibliche Probandinnen in jeder Altersgruppe hohere
Werte fur die END haben als mannliche (Lauria et al., 2010a). Allerdings beziehen sich

die Referenzwerte auf Proband*innen &lter als 18 Jahre (Tabelle 9).

Tabelle 9: Publizierte Referenzwerte der END bei gesunden Erwachsenen der Altersgruppe 18-29
Jahre

) Mediane END
Anzahl in
) (5%-Cut-off-Wert
Arbeits- Alter der Al- ;
oder Spanne) Angewendete Technik
gruppe J) terskohorte
(w/m) m w
Bakkers et ~30 11,2 .
20-29 9,0 (5,4) | - Distaler Unterschenkel*, IH
al., 2009 (15/15) (6,7)
Collongues 49 _
20-29 (7,2) (5,7) - Distaler Unterschenkel*, IH
etal., 2018 (25/24)
Lauria et al., 93 13,5 10,9 .
20-29 - Distaler Unterschenkel*, IH
2010a (57/36) (8,4) (6,1)
. (11,9) (10,9)
Provitera et )
18-29 k.A. [11,1- [10,1- - Distaler Unterschenkel*, IF
al., 2016
12,71 | 11,6]**
Provitera et (17,1) ]
18-29 k.A. - Distaler Oberschenkel***, |F
al., 2018 [15,9-18,2]**

Erklarung: END = epidermale Nervenfaserdichte, IF = Immunfluoreszenzmikroskopie, IH = Immunhisto-
chemie/Lichtmikroskopie, J = Jahre, k.A. = keine Angabe, KM = Immunfluoreszenz/Konfokalmikroskopie,
m = mannlich, SD = Standardabweichung, w = weiblich, * 10 cm Uber dem Malleolus lateralis, ** 95%
Konfidenzintervall um den 5%-Cut-off-Wert, *** 10 cm Uber der Kniekehle
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3.3.6.3 END im Kindes- und Jugendalter

Bisher sind nur wenige Publikationen mit Referenzwerten von gesunden Kindern und

Jugendlichen verdffentlich worden, die allerdings eine zu geringe Proband*innenzahl

aufweisen, um als gesunde Vergleichskohorte analog zu den Referenzwerten im Er-

wachsenenalter zu dienen. Somit liegen fir die Altersgruppe <18 Jahre keine Normwerte
fur die END vor (Tabelle 10).

Tabelle 10: END-Werte von gesunden Kindern und Jugendlichen

A Anzahl Mediane END
Arbeits- Pro- (5%-Cut-off- | Mittlere END )
ter ) Angewendete Technik
gruppe ) band*in- Wert oder (x SD)
nen (w/m) Spanne)
McArthur - Proximaler Oberschen-
10- 8 19,1 (12,7- .
et al., 20,3 (x 7,4) | kel, distaler Unterschen-
19 a7 36,5)
1998 kel*, IH
Panouts- 20 - AuRerer Oberschenkel,
opoulou et | 7-17 - 34,4 (x 3) distaler Unterschenkel,
(10/10)
al., 2015 KM

Erklarung: END = epidermale Nervenfaserdichte, IF = Immunfluoreszenzmikroskopie, IH = Immunhisto-
chemie/Lichtmikroskopie, J = Jahre, KM = Immunfluoreszenz/Konfokalmikroskopie, m = méannlich, SD =
Standardabweichung, w = weiblich, * 10 cm ber dem Malleolus lateralis, ** 95% Konfidenzintervall um
den 5%-Cut-off-Wert, *** 10 cm Uber der Kniekehle
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3.3.6.4 Bestimmung der Schweil3driseninnervationsdichte (SND)

Im Gegensatz zur nicht-invasiven Sudometrie ist die Bestimmung der Schweil3driisenin-
nervationsdichte (sudomotorische Nervenfaserdichte, engl.: ,,sudomotor nerve fiber den-
sity”, SND) mittels Hautstanzbiopsie eine quantitativ-morphometrische Methode zur Un-

tersuchung der Innervation der Schweil3driisen.

So konnte die Analyse der autonomen Nervenfasern beispielsweise dazu dienen, zu-
satzlich die Auszahlung der END diagnostisch zu unterstiitzen (Gibbons et al., 2009;
Lauria et al., 2010b), da Veranderungen am autonomen System als friihester und sen-
sitivster Marker bei peripheren Neuropathien wie der SFN herangezogen werden kénnen
(Minota et al., 2019). Die Bestimmung der SND bietet ferner die Moglichkeit, morpholo-
gische Veranderung an den Schweil3driisen noch vor dem Auftreten klinischer Symp-

tome sichtbar zu machen (Dabby et al., 2006).

In der Literatur sind unterschiedliche morphometrische Analyseverfahren der Schweil3-
driiseninnervation beschrieben (Donadio et al., 2006; Dabby et al., 2007; Gibbons et al.,
2009; Gibbons et al., 2010; Donadio und Liguori, 2011; Luo et al., 2011; Loavenbruck et
al., 2014; Chao et al., 2015; Liu et al., 2015; Pan et al., 2016; Bischhoffshausen et al.,
2017; Minota et al., 2019). Die gewahlte Methodik zur Quantifizierung der Schweil3dru-
seninnervation unterscheidet sich hierbei teilweise deutlich zwischen den einzelnen Ar-
beitsgruppen. Die morphometrische Analyse ist bislang nicht in die Routinediagnostik
aufgenommen worden, da es technisch und zeitlich aufwendig ist und keine Normwerte

wie bei END fiir Erwachsene vorliegen (Minota et al., 2019).

Veranderungen in der Funktion der Schweil3drisen und somit auch des autonomen Ner-
vensystems sind bei Kindern- und Jugendlichen mit Schadigung der SF beschrieben.
Beispielsweise wurden autonome Funktionstests (engl.: ,autonomic function testing®,
AFT) zur Bestimmung der kardiogenen, adrenergen und sudomotorischen SF-Funktion
durchgefuhrt, bei denen 53% der Untersuchten eine definitive Funktionsstérung der au-
tonomen Fasern zeigten (Oaklander und Klein, 2013). Es liegen bislang aber keine mor-
phometrischen Analysen der Schwei3driiseninnervation bei Kindern und Jugendlichen

vor.
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3.3.7 Therapie

Die Therapie einer SFN oder der durch Schadigung der SF entstandenen Symptomatik
kann einerseits symptomatisch und andererseits kausal je nach Atiologie mit krankheits-
und symptommodifizierender Wirkung erfolgen. Beispielsweise finden sich fiir die rein
symptomatische Therapie der neuropathischen Schmerzen bei Kindern und Jugendli-
chen trizyklische Antidepressiva, Nortriptylin, Gabapentin oder Pregabalin (Howard et
al., 2014). Daruber hinaus scheinen neure Erkenntnisse darauf hinzuweisen, dass eine
Subgruppierung der Patient*innen mit neuropathischen Schmerzen hinsichtlich eines
dominierenden Sensibilitatsprofils (sensorischer Verlust, thermische Hyperalgesie, me-
chanische Hyperalgesie) von Vorteil bei der Auswahl der Therapeutika sein kann
(Sachau et al., 2020, S. 5). Die kausale Therapie ist heterogen und kann sich unteran-
derem auf genetische (z.B. Enzymersatztherapie bei M. Fabry (Germain et al., 2015))
oder immun-modulatorische (z.B. intraventse Immunglobulintherapie (Liu et al., 2018))
Therapieansétze oder Kortisonbehandlung (Oaklander und Klein, 2013) bei immunver-
mittelter SFN) beziehen (Oaklander und Nolano, 2019). Fur Kinder und Jugendliche lie-

gen bislang keine Studien zur spezifischen Therapie einer SFEN vor.

3.3.8 Prognose

In einer aktuellen Studie (MacDonald et al., 2019) wurde die Prognose der SFN mit
LFollow-up“Hautbiopsien und Fragebtgen zwei Jahre oder langer nach der ersten Haut-
biopsie bei 101 Erwachsenen untersucht. Nach dieser Zeit beschrieben weiterhin 84%
der Patient*innen anhaltende Schmerzen (86% am ersten Termin) und die durchschnitt-
liche Zahl der eingenommenen Medikamente pro Patient*in stieg von 1,4 auf 2. Bei funf
Untersuchten war die Arbeitslosigkeit auf die SFN zurtickzufiihren. Zwolf Patient*innen
bendtigten Gehunterstiitzung bis hin zum Rollstuhl in zwei Fallen, wobei bei sechs von
denen, die Gehproblematik direkt auf die SF-Schadigung zurlickzufiihren gewesen sei
(Schmerzen in der unteren Extremitat, orthostatische Hypotension). Zwei Patient*innen
entwickelten im Verlauf eine Neuropathie, in der auch die grof3en Nervenfasern betroffen
waren. Die Prognose hangt dabei entscheidend von der Atiologie der SF-Schadigung

und entsprechenden Therapiemdglichkeiten ab (Voortman et al., 2017).
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4 Material und Methoden

In Abbildung 5 ist das methodische Vorgehen in der Arbeit von Materialgewinnung durch
die Hautstanzbiopsie bis hin zur Darstellung der zu untersuchenden Strukturen in der
Fluoreszenzmikroskopie schematisch abgebildet. In den folgenden Abschnitten werden

die einzelnen Punkte dann entsprechend abgehandelt.

50 pm

-
4
A A
gl lge ! lge

Abbildung 5: Schematischer Ablauf der Probengewinnung und Weiterverarbeitung. Schritt
1 bildet die Entnahme der 3-mm grof3en Hautstanzbiopsie ab, bei der Teile der Epidermis und
der Demis mitsamt den Hautanhangsgebilden (hier vereinfacht nur die Nervenfasern und
Schweil3driisen zu sehen) enthommen werden. In Schritt 2 wird das Gewebe am Kryostat in je
sechs 50-um dicke Proben geschnitten und anschlieend zur Farbung in eine 24-Loch Platte
gegeben (Schritt 3). Am Ende erfolgt die Probenauswertung am Immunfluoreszenzmikroskop
(Schritt 4). E = Epidermis, ENF = epidermale Nervenfasern, D = Dermis, DNF = dermale Nerven-
fasern, mm = Millimeter, SD = Schweil3driisen, um = Mikrometer.
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4.1 Materialliste

Die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software sind im
Anhang 13.1, 13.2 sowie 13.3 detailliert aufgelistet.
4.2 Untersuchungskohorte und Probengewinnung

4.2.1 Untersuchungskohorte

4.2.1.1 Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik (Kontrollgruppe)

Es wurden Hautstanzbiopsien von 15 Kindern und Jugendlichen unterschiedlichen Alters

ohne Schmerzsymptomatik in der Krankheitsgeschichte untersucht.

4.2.1.2 Patient*innen mit Schmerzsymptomatik

Von 26 Kindern und Jugendlichen mit Schmerzsyndrom wurden Hautstanzbiopsien ana-
lysiert. Alle Proben, welche in dem Zeitraum Januar 2015 bis Mai 2019 in dem Institut
fur Neuropathologie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en zur diagnostischen Analyse
untersucht wurden, sind in die Studie eingeschlossen worden. Die Proben wurden aus
verschiedenen padiatrischen Kliniken in Deutschland und Belgien zugeschickt. Retro-

spektiv wurden klinische und labordiagnostische Daten der Patient*innen erhoben.

4.2.1.3 Kind mit metabolischer Erkrankung (Morbus Pompe)

Dartber hinaus wurde die Hautbiopsie eines 7,5 Jahre alten Patienten mit infantilem
Morbus Pompe (IOPD) untersucht.

4.2.2 Ethikvotum

Fur die Studie liegt ein positives Ethikvotum der Justus-Liebig-Universitat Giel3en vor
(07/09; 223/14; 85/16). Die Zustimmungserklarungen der Proband*innen bzw. derer El-

tern zur Verwendung von Uberschissigem Material zu Forschungszwecken liegen vor.
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4.2.3 Durchfuhrung der Hautstanzbiopsie

Die EFNS/PNS Guidelines (Lauria et al., 2010b) werten die Entnahme einer 3-mm gro-
Ben Hautstanzbiopsie vom distalen Unterschenkel als Level-A-Empfehlung fiir die Diag-
nostik einer langenabhangigen SFN. Zunachst erfolgte die Abmessung des zu biopsie-
renden Hautareals, das 10 cm oberhalb des Malleolus lateralis am rechten Bein liegt
(Abb. 6A). Bei Bedarf wurde eine Beinrasur an der Stelle durchgefuhrt; anschlielRend
erfolgte die sterile Abdeckung und die Desinfizierung. Nach Betaubung des entspre-
chenden Hautareals durch Xylocain 2% Injektionslésung und ausbleibenden Schmerz-
empfindens wurde das Biopsat mittels 3-mm Hautstanze gewonnen (Abb. 6B/C). Die
aufgetretene Wunde wurde durch sterile Wundhaftstreifen (Abb. 6D) sowie ein steriles

Hautpflaster abgedeckt.

Abbildung 6: Hautstanzbiopsie am distalen Unterschenkel. Abmessung der
Stelle der Biopsie 10 cm oberhalb des Malleolus lateralis (A). Durchfiihrung der
Stanzbiopsie mittels Hautstanze (B). 3-mm grof3e Wunde nach der Biopsie (C).
Abdeckung der Wunde mit Wundhaftstreifen zur Wundrandadaptation (D).

4.2.4 Fixierung, Lagerung und Weiterverarbeitung der Proben

Die Hautprobe wurde mindestens 48 Stunden in gekuhlter Zamboni-Ldsung fixiert (Zu-
sammensetzung siehe Anhang 13.4). Danach wurde die Probe mit 0,1M Phosphatpuffer
drei Mal fir jeweils 10 Minuten gewaschen (PBS; Zusammensetzung siehe Anhang
13.4). Die Probe wurde zur Wasserung in 10% Sucrose-Puffer (Saccharose) tiberfuhrt
(mindestens 24 Stunden) und anschlielend mit einem Tropfen ,Tissue-Tek-Compound*
auf Korkplattchen aufgeblockt, in Methylbutan bei -80°C schockgefroren und bis zum
Schneiden bei -80°C asserviert. Pro Probe wurden sechs 50-um dicke Schnitte angefer-
tigt (Leica CM 1950 Kryostat, Leica Biosystems, Wetzlar) und in einer 24-Well-Platte
aufgefangen.
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4.3 Probefarbungen und Etablierung des Farbeprotokolls

4.3.1 Grundlage der Immunfluoreszenzfarbung

Die hier angewendete Farbung kann als indirekte Immunfluoreszenz beschrieben wer-
den, bei der ein Primarantikorper, welcher Epitop-spezifische Eigenschaften hat, an das
Protein bindet, das untersucht werden soll. Um den Primarantikdper sichtbar zu machen,
wird dieser durch einen mit Fluoreszenzfarbstoff versehenen Sekundarantikérper gebun-

den und mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht (Wang et al., 1990).

4.3.2 Darstellung der epidermalen Nervenfaserdichte (END) und Schweil3-
driseninnervationsdichte (SND) mit Antikérpern gegen PGP 9.5

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zamboni-Losung zur Fixierung der Hautschnitte
verwendet, da sie zur Anwendung bei indirekter Immunfluoreszenz empfohlen wird
(Wang et al., 1990; Pieri et al., 2002; Lauria et al., 2010b) und bereits in der Routinedi-
agnostik der SFN-Diagnostik des Instituts fir Neuropathologie der JLU GielRen Anwen-
dung findet. Die Zamboni-Fixationslésung wurde erstmals von Stefanini et al. (1967) be-
schrieben. Eine Fixierung z.B. mit Formalin wird aufgrund méglicher Artefakte und der
eher fragmentierten Darstellung der freien Nervenendigungen nicht empfohlen
(McCarthy et al., 1995; McArthur et al., 1998; Lauria et al., 2010b).

Zur Darstellung der epidermalen Nervenfasern und der schweil3driiseninnervierenden
Nervenfasern wurde ein polyklonaler Rabbit IgG Primarantikdrper gegen das Protein-
Gen-Produkt 9.5 (PGP 9.5) der Firma ZytomedSystems verwendet. Zur Darstellung der
Zellkerne in den Schweil3driisen und der Epidermis wurden die Proben zusatzlich mit
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefarbt. Als Sekundarantikorper fur die Immunfluo-
reszenzmarkierung der PGP 9.5-gefarbten Nervenfasern diente Alexa Fluor 488 (Goat

anti-Rabbit IgG, Invitrogen).

Das PGP 9.5, auch bekannt als Ubiquitin C-Terminal Hydrolase 1, wird in Neuronen,
Axonen und neuroendokrinen Zellen des menschlichen Kérpers zentral und peripher wie
z.B. im kardiovaskularen System (Gulbenkian et al., 1987) oder dem Darm (Krammer et
al., 1993) exprimiert. In Studien wurde gezeigt, dass PGP 9.5 u.a. zur Darstellung der
dermalen und epidermalen Nervenfasern, der Schweil3driiseninnervation und der Inner-
vation der dermalen Mechanorezeptoren genutzt werden kann (Rydh et al., 1989; Wang
et al., 1990). In den EFNS/PNS Guidelines (Lauria et al., 2010b) wird der anti-PGP 9.5

Antikorper zur Bestimmung der END empfohlen.

Mit Hilfe eines monoklonalen Mouse anti-Collagen-1V-Antikérpers in der Doppelfarbung

mit PGP 9.5 sollte zuséatzlich eine bessere Darstellbarkeit am dermalen-epidermalen
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Ubergang erzielt werden. Dies hétte von Vorteil fiir die Auszahlung der epidermalen Ner-
vendichte sein kénnen, da der Durchtritt der Nervenfasern in die Epidermis womdglich
distinkter darstellbar gewesen ware. Die Basalmembran am dermalen-epidermalen
Ubergang wurde spezifisch angefarbt und die Epidermis war gut abgrenzbar. Die epi-
dermalen Nervenfasern werden normalerweise mit einem Einfachfilter (L5) am Fluores-
zenzmikroskop ausgewertet. Durch einen Doppelfilter sind sowohl die PGP 9.5-positiven
epidermalen Nervenfasern sichtbar als auch die Collagen-IV-positive Basalmembran.
Allerdings erschwerte dies die Quantifizierung der Nervenfasern, da gerade die PGP 9.5-
positiven Fasern am dermalen-epidermalen Ubergang durch den zuséatzlichen rétlichen
Filter, welcher durch den Sekundarantikdrper bedingt ist, schwerer erkennbar waren.

Eine separate Aufnahme mit beiden Filtern, die mit der Software zum Mikroskop (Leica
Application Suite) als ,,Overlay“zusammengefiigt wurden, konnte eine distinkte Darstel-
lung des Ubergangs an der Basalmembran erreichen (Abb. 7). Dies ware jedoch nicht
fur die direkte, diagnostische Auswertung am Mikroskop von Nutzen, da der zeitliche
Aufwand zu grof3 ware, fur jeden Schnitt ein ,Overlay“Bild zu erstellen und dieses am
Computer auszuwerten. Aus diesem Grund wurde der Collagen-IV-Antikdrper nicht wei-

terverwendet.

Abbildung 7: Epidermale Nervenfasern (Einzelpfeil) mit Darstellung der Basal-
membran (Doppelpfeil). Die Basalmembran ist mit Antikdrpern gegen das Typ-IV-
Kollagen angefarbt und markiert den Ubergang zwischen Dermis und Epidermis.
VergréRerung x40
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Weiterhin sind in Tabelle 11 die Prim&rantikbrper und in Tabelle 12 die Sekundarantikor-

per aufgelistet, welche auch bei Probefarbungen Anwendung fanden.

Tabelle 11: In dieser Arbeit verwendete Primarantikérper

Art der Anwendung

gen IV

ran

o . Verdin- . Pro-
Primarantikorper Firma Zielstruktur Arbeitspro-
nung beféar-
tokoll
bung
Polyklonaler Rabbit | Zyto-
. 1:1000 Axone v v
IgG anti-PGP 9.5 med
Monoklonaler o
) Gene- Myelinisierte Ner-
Mouse IgG anti- 1:250 v
Tex venfasern
MBP
Polyklonaler Rabbit | Millip- Myelinisierte Ner-
) 1:500 v
anti-MBP ore venfasern
Polyklonaler Rabbit Darstellung der Pa-
) Abcam 1:250 i v
anti-Caspr ranodien
Monoklonaler Darstellung der ku-
Mouse anti-Colla- | Abcam 1:100 tanen Basalmemb- v

Erklarung: Caspr = Contactin associated protein 1, IgG = Immunglobulin G, MBP = Myelin-Basisches
Protein, PGP 9.5 = Protein Gene Product 9.5
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Tabelle 12: In dieser Arbeit verwendete Sekundarantikérper

Art der Anwendung

Sekundarantikor- ) Verdln- ) Pro- )
Firma Zielstrukturen Arbeitspro-
per nung befar-
tokoll
bung
- Polyklonaler Rab-
Alexa Fluor 488 . . .
] ) Invitro- 1:500 bit 1I9G anti-PGP 9.5
(Goat anti-Rabbit v v
19G) gen 1:1000 - Polyklonaler Rab-
g bit anti-MBP
- Monoklonaler
Mouse IgG anti-
MBP
Alexa Fluor 568 .
] Invitro- - Monoklonaler
(Goat anti-Mouse 1:500 . v
gen Mouse anti-Colla-
19G
gen IV
- Polyklonaler Rab-
bit anti-Caspr
DyLight 650 (Goat - Polyklonaler Rab-
_ Abcam 1:500 _ _ v
anti-Mouse IgG) bit IgG anti-PGP 9.5

Erklarung: Caspr = Contactin-associated protein, IgG = Immunglobulin G, MBP = Myelin-Basisches Pro-
tein, PGP 9.5 = Protein Gene Product 9.5
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4.3.2.1 Darstellung und Analyse der SND

Die in dieser Arbeit verwendete Methodik zur Quantifizierung der Schwei3driiseninner-
vation baut auf der von Gibbons et al. (2009) publizierten quantitativ-morphometrischen
Vorgehensweise der Schweil3driiseninnervation auf und sollte fur die im Diagnostiklabor
des Instituts fir Neuropathologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen zur Verfigung
stehende Technik (Mikroskop, LeicaApplication Suite, Image J) und mit derselben Me-
thodik wie der Farbung zur Analyse der END etabliert werden.

Um ein standardisiertes Raster (Abb. 8) zur Auswertung der Schwei3driiseninnervation
nach Gibbons et al. (2009) erstellen zu kbnnen, mussten zunachst die mit dem Mikro-
skop messbaren metrischen Zahlenwerte auf die Pixelverhaltnisse zur Erstellung des
Rasters mittels ImageJ umgerechnet werden (Anhang 13.5). Daflir wurde zunéchst das
Verhaltnis aus Pixel und Millimeter fur das entsprechende Mikroskop (hier Leica DM

2000) sowie die jeweiligen Objektive bestimmt (Anhang 13.5).

Abbildung 8: Standardisiertes Raster in ImageJ zur Auswertung der SchweilRdri-
seninnervationsdichte. VergréRerung x20
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4.3.3 Farbeprotokoll fur die Analyse der END und SND

Nachdem die Hautbiopsien am Kryostat geschnitten und in eine 24-Loch-Platte Gibertra-
gen wurden (sechs Schnitte pro Loch), wurden sie mit 0,1% Triton X-100 in 1-fach phos-
phatgepufferter Salzldsung (PBS) fur drei Mal finf Minuten gewaschen. Dann erfolgt die
Inkubation mit dem Priméarantikdrper anti-PGP 9.5 (1:1000), welcher zuvor mit Antikor-
perverdiinnungsléosung (Zusammensetzung siehe Anhang 13.4) verdinnt wurde, bei

Raumtemperatur (RT) auf einem Schattler Giber Nacht.

Am zweiten Tag erfolgte ein Waschgang der Hautschnitte mit 0,1% Triton X-100 in PBS
(3x 15 Minuten) und die Inkubation mit dem Sekundarantikérper, Alexa Fluor 488
(1:1000). Nach dreistundiger Inkubation auf dem Schuttler bei RT erfolgte eine weitere
Waschung der Schnitte (3x 15 Minuten) mit 0,1M PBS. Hierbei soll mdglichst dunkel
gearbeitet werden, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbstoffs zu vermeiden. Nun
werden die Schnitte mit einer Pasteurpipette auf die jeweiligen Objekttrager aufgetragen
und mit ,Fluoroshield Mounting Medium with DAP1* zur Immunfluoreszenz-Darstellung

der Zellkerne eingedeckt. Die Lagerung erfolgt im Dunkeln bei 4°C.

4.3.4 Darstellung myelinisierter Nervenfasern

Bei unterschiedlichen Formen von Neuropathien kann es zu einer Verminderung und
einer morphologischen Veranderung der myelinisierten Nervenfasern der Dermis kom-
men (Doppler et al., 2012). Mittels Vorversuche sollte geprift werden, ob eine Darstel-
lung sowie quantitative Analyse der myelinisierten Fasern in Anlehnung an die von Dopp-
ler et al. (2012) gewéhlte Methodik in dieser Arbeit durchfihrbar ist und méglicherweise
einen Zugewinn bei der Routinediagnostik zur Untersuchung der SF bietet. In den publi-
zierten Studien wurde meist Paraformaldehyd (PFA) fir die Fixierung der Hautbiopsien
zur Darstellung myelinisierter Fasern benutzt (Doppler et al., 2012). Dadurch, dass eine
Analyse der END und SND an Zamboni-fixiertem Gewebe bereits durchgefihrt wurde,
wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die Darstellung der Myelinisierung an Gewebe mit

Zamboni-Fixierung mdglich ist.

Folgende Parameter sollten demnach an Zamboni-Fixation untersucht und wenn maog-

lich fur die systematische Anwendung in dieser Arbeit etabliert werden:

- Darstellbarkeit der Myelinisierung von dermalen Nervenfasern mittels Doppelfar-
bung (Axone und Myelin)
- Darstellbarkeit der Paranodien am Ranvier-Schnurring des Myelins
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4.3.4.1 Darstellbarkeit der Myelinisierung von dermalen Nervenfasern mittels

Doppelfarbung (Axone und Myelin)

Zunachst erfolgte die Farbung einer Hautbiopsie mit einem polyklonalen Rabbit anti-
MBP Antikorper zur Darstellung des Myelins ohne zusatzliche Farbung der Axone. Nach
erfolgreicher Anfarbung des Myelins in dieser Einfachfarbung sollte die Doppelfarbung
mit einem polyklonalen Rabbit anti-PGP 9.5 Antikdrper und einem monoklonalen Mouse
anti-MBP Antikorper an der gleichen Haut wie bei der Einfachfarbung etabliert werden
(Protokoll siehe Anhang 13.6). Hierbei kam es zu einer distinkten Farbung der PGP 9.5-
positiven Fasern (dermale und epidermale Nervenfasern), MBP-positive Fasern waren
nicht vorhanden und nur unspezifische Anfarbungen bzw. Alexa Fluor 568-positive Arte-
fakte sichtbar. Daraufhin wurde das gleiche Protokoll an einem Gefrierschnitt eines Ner-
vens angewandt. Hierbei ergab die Doppelfarbung eine distinkte Anfarbung von PGP
9.5- und MBP-positiven Fasern. Allerdings waren weiterhin viele Alexa Fluor 568-posi-
tive Verunreinigungen unter dem Immunfluoreszenz-Mikroskop zu erkennen. Die Far-
bung wurde anschlieend erneut durchgefihrt, allerdings fand beim Ansetzen des Se-
kundarantikérpers eine kurze Zentrifugierung vor der Verdinnung mit der Antikérperver-
dinnungsldésung und einmal nach der Verdiinnung statt. Durch diesen Schritt konnte ein
Grol3teil der Verunreinigungen auch in nachfolgenden Doppelfarbungen von Hautschnit-

ten vermieden werden.

Bestimmt wurde die Anzahl der dermalen Nervenbiindel (myelinisiert und unmyelini-
siert), der myelinisierten dermalen Nervenbindel sowie die absoluten Anzahl myelini-
sierter Fasern pro mm? Haut. Die quantitative Auszéhlung der dermalen Nervenbiindel
wurde in einer 20-fachen VergréRerung durchgefihrt, die Analyse der myelinisierten

Nervenfaserbiindel erfolgte mit einem 40-fachen Objektiv.

In Tabelle 13 ist die Analyse der oben genannten Parameter an zehn Patient*innen der

Kohorte mit Schmerzsymptomatik exemplarisch abgebildet.

Tabelle 13: Myelinisierung bei Patient*innen mit Schmerzsymptomatik

Dermale Nerven- Myelinisierte Fa- Myelinisierte der-
bindel sern male Nervenbiindel
e i AL (pro mm? Haut) (pro mm? Haut)
P1 2,4 4,6 1,8
P2 2,2 3,1 1,2
P3 2.1 1,7 0.9
P4 1,5 1,9 0,6
P5 0,9 1,3 0,4




Material und Methoden 41

P6 1,9 2 1
P7 2,2 1,6 0,7
P8 1,8 3,3 1,2
P9 1,2 2 0,7
P10 3,3 4,1 1,9
Mittelwert (£Stan-
. 1,95 (+0,7) 2,56 (+1,1) 1,04 (+0,5)
dardabweichung)
Referenzwerte von
2,2 (0,5-7,7) 6,8 (0-30,0) 1,6 (0-4,3)

Doppler et al. (2012)*

Erklarung: ' Die Werte beziehen sich auf gesunde Erwachsene Proband*innen (47 Jahre, Spanne 18-
73 Jahre), mm = Millimeter

Die Auswertung der dermalen Nervenbiindel war sehr zeitaufwendig (ca. 45 Minuten pro
Biopsie). Obwohl die von uns bestimmten Werte mit denen von Doppler et al. (2012)
vergleichbar sind (Tabelle 13), gab es einige Limitationen. Eine grofRe Einschrankung in
der Analyse stellte die unterschiedliche Tiefe der Biopsie und die dadurch auswertbare
Flache der Biopsie dar. Dadurch, dass die proximalen Hautproben auch im Zuge von
Muskelbiopsien entnommen wurden, lag keine einheitliche GréRe der Hautschnitte vor.
AuRerdem kann es durch den Waschvorgang bei der ,Free-Floating“Methode zum Ver-
lust von Hautmaterial kommen, wodurch sich die dermale Flache verkleinert. Aus diesen
Grunden kénnen die Parameter zwar in Bezug zur vorhandenen Hautflache gesetzt wer-
den, die tatsachliche Anzahl beispielsweise von dermalen Nervenbiindeln kann aber
verfalscht sein. Das Auszadhlen der absoluten Anzahl von myelinisierten Fasern erwies
sich als potentiell fehlerhaft, da die einzelnen MBP-positiven Fasern nicht immer zwei-
felsfrei bei den in dieser Arbeit verwendeten 50-um grof3en Dickschnitten abzugrenzen
waren (Abb. 9). Auch wenn in der Referenzpublikation ebenfalls 50-um Dickschnitte An-
wendung fanden, wird auf diese Problematik nicht verwiesen (Doppler et al., 2012).

Durch die oben genannten Griinde wurde eine weitere Auswertung der myelinisierten
Nervenfasern im Rahmen der Dissertation nicht verfolgt. Fur die Routinediagnostik der

SF wére diese Auswertung zu aufwandig und fehlerhaft.

In dieser Arbeit konnte erstmals die Darstellung der myelinisierten Fasern mit Zamboni-
Fixation gezeigt werden. Dadurch kénnen an den Hautbiopsien, welche fir die Routine-

diagnostik in Zamboni-Losung fixiert wurden, myelinisierte Fasern dargestellt werden.
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Abbildung 9: Darstellung der dermalen myelinisierten und unmyelinisierten Nervenfasern mittels
Farbung gegen PGP 9.5-Antikdrper (A) und gegen MBP-Antikorper (B) sowie eine Doppelfarbung gegen
PGP 9.5- und MBP Antikérper (C). VergroRerung x40. MBP = Myelin-basisches Protein, PGP 9.5 = Pro-
tein-Gen-Produkt 9.5

4.3.4.2 Darstellbarkeit der Paranodien am Ranvier-Schnurring des Myelins

Neben der guantitativen Darstellung von myelinisierten Hautnerven kann die Darstellung
von myelinisierten Strukturen, wie z.B. der Paranodien, also des Bereichs des Myelins,
der den Ranvier-Schnirring abgrenzt, relevant sein (Li et al., 2005; Saporta et al., 2009;
Doppler et al., 06.2013; Doppler et al., 07.2015; Doppler et al., 2017). Zur Darstellung
der Paranodien wurde ein polyklonaler Rabbit anti-Caspr Antikérper in einer Doppelfar-
bung mit PGP 9.5 zur Darstellung der Axone, eingesetzt. Es konnte keine distinkte Dar-

stellung der Paranodien an den Zamboni fixierten Gewebeproben gezeigt werden.
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4.4 Auswertung der Untersuchungsparameter

4.4.1 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Aufnahmen sowie die Auswertung der Biopsien wurde mithilfe eines Leica DM 2000
Fluoreszenz-Mikroskops (Leica Microsystems, Wetzlar), der Kamera Leica DFC450 C
sowie der Leica Application-Suite Version 4.7.1 (Messung bestimmter Parameter) durch-
gefuhrt.

4.4.2 Auswertung der END

Die Auszahlung der END wurde wie in den EFNS/PNS Guidelines (Lauria et al., 2010b)
beschrieben bei 40-facher VergréRerung durchgefihrt. An sechs Schnitten pro Biopsie
wurden zunachst diejenigen epidermalen Nervenfasern (PGP 9.5-positive Fasern) aus-
gezahlt, welche die Basalmembran des dermalen-epidermalen Ubergangs uberschrei-

ten (zur Ubersicht Giber die Regeln der Auszahlung siehe Abb. 10).

A B C D E F G

Abbildung 10: Regeln zur Bestimmung der epidermalen Nervenfaserdichte (nach Lauria et al., 2005). Die
dunkelgraue Linie repréasentiert die Basalmembran am Ubergang zwischen Dermis und Epidermis. Die hellgraue
Linie bildet die &uRerste Hornschicht ab. Nervenfasern, welche die Basalmembran lberschreiten, werden ein-
fach gewertet (A). Nervenfasern, die sich innerhalb der Epidermis/oberhalb der Basalmembran aufteilen, wer-
den als eine Faser gewertet (B). Nervenfasern, die sich unterhalb der Basalmembran aufspalten und jeweils
eigenstandig die Basalmembran Ubertreten, werden als zwei Fasern gewertet (C). Nervenfasern, die sich auf
der Basalmembran aufteilen, werden als eine Faser gewertet (D). Nervenfragmente, die nur knapp die Basal-
membran in die Epidermis hinein passieren, werden als eine Faser gezahlt (E). Nervenfasern, die an die Basal-
membran heranreichen, diese aber nicht liberschreiten, werden nicht gezahlt (F). Nervenfragmente, die in der
Epidermis liegen aber nicht sichtbar die Basalmembran tberqueren, werden nicht gezéhlt (G).
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Anschlielend wurde die Lange der Epidermis in allen untersuchten Schnitten mit der

Leica Application-Suite gemessen (Abb. 11).

2699,247 ym

Abbildung 11: Messung der Lange der Epidermis exemplarisch an einem Hautschnitt.
Die rote Linie stellt das Lineal der Leica Application-Suite dar. VergréRerung x5.

Die END wurde dann als Nervenfasern/mm fir die gesamte Biopsie angegeben (Abb.
12).

END = Gesamtzahl der gezahlten ENF / Gesamtlange der Epidermis (mm)

Abbildung 12: Berechnung der epidermalen Nervenfaserdichte. END = epidermale Nervenfaser-
dichte. ENF = epidermale Nervenfasern, mm = Millimeter

4.4.2.1 Referenzwerte fir die END

Die END wurde in dieser Arbeit als reduziert bewertet, wenn sie unter dem 5%-Perzentil
(6,1 Fasern/mm fur mannliche und 8,4 Fasern/mm fur weibliche Patient*innen) einer Re-
ferenzkohorte von 20-29 Jahrigen lag und als grenzwertig-reduziert zwischen dem 5%-
Perzentil und dem Median (10,9 Fasern/mm fir mannliche und 13,5 fur weibliche Pati-
ent*innen) dieser Gruppe (Lauria et al., 2010a). In Tabelle 9 in Abschnitt 3.3.6.2 sind die
bislang publizierten Referenzwerte fiir die END abgebildet.
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4.4.3 Auswertung der SND

Um die Schweil3driseninnervation der untersuchten Proben quantitativ auszuwerten,
wurde in der vorliegenden Arbeit eine von Gibbons et al. (2009) vorgestellten Methodik
der semiquantitativ-morphometrischen Bestimmung der Schweil3driiseninnervations-
dichte (sudomotorische Nervenfaserdichte, engl.: ,sudomotor nerve fiber density“, SND)
gewahlt. Laut Autor*innen liefert die von ihnen gewéhlte Herangehensweise die Mog-
lichkeit, das fur die klinische Standardauswertung der END aufbereitete Gewebe eben-
falls fur die Analyse der SND zu nutzen. AuRerdem wird in den EFNS/PNS Guidelines
(Lauria et al., 2010b) die Bestimmung der Schweidriiseninnervation nach Gibbons et
al. (2009) als Level-B-Empfehlung fur die Diagnostik der SFN aufgefiihrt.

Mit Fiji — ImageJ wurde ein Raster aus leeren Kreisen erstellt, das sich auf die in Ab-
schnitt 4.3.2 beschriebene Normierung des Mikroskops bezieht. Fir das Objektiv mit 20-
facher VergréRerung ergaben sich somit fir den Durchmesser der Kreise 41 Pixel (10
pm), fir den horizontalen Abstand 205 Pixel (50 um) und den vertikalen Abstand 102,5
Pixel (25 um) (Abb. 13A). Das Raster wurde abgespeichert und bei jeder Auswertung in

das Programm geladen.

Sechs Kryostat-Schnitte jeder Biopsie wurden unter dem Mikroskop bei 20-facher Ver-
grolRerung auf Schweil3driisen hin untersucht. Bestmdoglich sollten vier Schweil3driisen
zur Auswertung verfligbar sein. Wenn keine vier Schweil3driisen vorhanden waren, wur-
den zwei zusatzliche Schnitte herangezogen. Weiterhin wurde gezahlt, wie viele
Schweil3driisen pro ausgewertete Schnitte insgesamt vorhanden waren, und die Flache
jeder Schweil3drise bestimmt. SchweiRdrisen, welche direkt mit Haarfollikeln assoziiert

waren, sowie SchweiRdriisen mit einer Flache <300 pm?wurden ausgeschlossen.

Die Schweil3drisen wurden mit 20-facher VergréRerung mit ,Overlay“Technik in der
Leica Application-Suite aufgenommen und abgespeichert. Zunachst erfolgte eine Auf-
nahme der unscharf eingestellten Druse, um a) das Interessensgebiet (AOI) bzw. die
komplette Schweil3driise abbilden zu kénnen und um b) die Flache der Drise zu messen
(Abb. 13B). Bei Unsicherheiten beziiglich der Ausdehnung des Schweil3driisenend-
sticks konnte die DAPI-Farbung hinzugezogen werden, wodurch die AOI nochmals
deutlicher wurde. Die Aufnahme der scharfgestellten Schwei3driise erfolgte mittels
,LOverlay“Funktion, indem die Drise in drei Ebenen fotografiert und als Uberlagerung
der drei Abbildungen dargestellt wurde.
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Abbildung 13: Schema zur Auswertung der Schwei3driiseninnervation mittels Raster modifiziert
nach Gibbons et al. (2009). Jeder Kreis besitzt einen Durchmesser von 10um, sie liegen in einem hori-
zontalen Abstand von 50um und einem vertikalen von 25-um zueinander (A). Das Bild einer ver-
schwommenen Schweil3driise dient der Markierung des Interessensgebietes (AOI) und der Messung
der Flache der SchweilRdriisen (B). Das Raster wird Uber das scharfe Bild der Schweil3drise gelegt. Es
werden alle Kreise im Interessensgebiet sowie alle von Nervenfasern geschnittenen Kreise mit Hilfe der
Zellzéhlfunktion (,Cell counter®) markiert (C).

Das Bild mit der unscharfen Schweif3driise wurde in ImageJ geladen und die AOI um-
fahren (Abb. 13B). Im AOI-Manager wurde die Flache abgespeichert, das scharfe ,,Over-
lay“Bild der jeweiligen Drise getffnet und alle gespeicherten Objekte des AOI-Mana-
gers angezeigt, wodurch das zuvor beschriebene Raster in das Bild und auch die AOI

geladen wurde (Abb. 13C). Daraufhin wurden mithilfe der Zahlfunktion einerseits alle
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Kreise innerhalb der zuvor erstellten AOI gezahlt und andererseits diejenigen, die von

PGP 9.5-positiven Fasern geschnitten werden.

In Abbildung 14 ist dargestellt, welche von PGP 9.5-positiven Fasern geschnittenen
Kreise gezéahlt wurden.

+ -

OB

Abbildung 14: Regeln zur Bestimmung der Schweif3driiseninnervation nach Gibbons et al.
(2009). Die schwarz umrandeten Kreise stellen die Kreise des Rasters dar. Die griinen Linien
reprasentieren die Nervenfasern. Kreise, die von einer Nervenfaser komplett durchlaufen wer-
den, werden als geschnitten gezahlt (+) (A). Kreise, die nur am Rand von Nervenfasern bertihrt
werden, werden als nicht-geschnitten gewertet (-) (B). Kreise, in die Nervenfragmente hineinlau-
fen, werden als geschnitten gezahlt (+) (C). Kreise, die von Nervenfasern gestreift werden diese
aber nicht in den Kreis eintreten, werden als nicht-geschnitten gewertet (-) (D).

Die SND bildet somit die Dichte von Nervenfasern innerhalb einer Schweil3driise ab und

wird in Prozent (,percentage grid intercepts®) angegeben (Abb. 15).

SND (%) = Geschnittene Kreise im AOI / nicht-geschnittene Kreise im AOI

Abbildung 15: Berechnung der sudomotorischen Nervenfaserdichte (SND)

4.4.3.1 Referenzwerte fir die SND

Bislang sind keiner Normwerte der SND hinsichtlich eines gesunden Proband*innenkol-
lektivs sowohl fir Erwachsene als auch fir Kinder- und Jugendliche publiziert. In der
Referenzarbeit zur SND (Gibbons et al., 2009) wurden reduzierte Werte fir Erwachsene
mit Diabetes mellitus Typ 2 (SND 20,8 + 12.2%) und Werte fur gesunde Erwachsene
(SND 40.8% + 12.8%) prasentiert. In der vorliegenden Arbeit wurde die SND als redu-
ziert bei < 28% und als grenzwertig-reduziert zwischen 29 - 40% erachtet.
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4.5 Statistische Analysen

Die statistische Analyse wurde mithilfe von GraphPad Prism 7 (San Diego, California,
USA) und R 3.6.0 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.
http://Iwww.R-project.org/) durchgefiihrt. Zu Beginn fand ein Shapiro-Wilk-Test hinsicht-
lich der Variablen (Alter, END und SND fur die Kohorten mit/ohne Schmerzen sowie die
zurickliegende Schmerzdauer der Patient*innen) Anwendung, um eine mdgliche Nor-
malverteilung der Daten zu berechnen. Anschlie3end erfolgte eine Berechnung des Spe-
arman'schen Rangkorrelationskoeffizienten zur Darstellung der Beziehung der einzel-
nen Variablen zueinander sowie zur Regressionsanalyse. Da die END der Kohorte mit
Schmerzen drei Mal in der Analyse des Spearman'schen Rangkorrelationskoeffizienten
benutzt wurde, wurde das a-Niveau mithilfe der Bonferroni-Korrektion von a = 0,05 auf
a = 0,017 nach unten korrigiert. Ein zweiseitiger T-Test wurde verwendet, um den Un-
terschied in der END der Gruppen mit diffuser oder distaler Schmerzlokalisation zu be-
rechnen. Im Verlauf der Arbeit werden die Ergebnisse mit Mittelwert und Standardab-

weichung dargestellt.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der statistischen Auswertungen

5.1.1 Berechnung auf Normalverteilung der Werte

In Tabelle 14 sind die Ergebnisse des Shapiro-Wilk Tests auf Normalverteilung der Un-

tersuchungsparameter dargestellt. Dabei zeigte sich bis auf die SND und die Schmerz-

dauer der Kohorte mit Schmerzsymptomatik eine Normalverteilung der Parameter.

Tabelle 14: Shapiro-Wilk Test auf Normalverteilung der Untersuchungsparameter

Alter

END

SND

Alter

END

SND

Schmerz-

dauer

END
(proxi-
mal /
distal)

Kohorte ohne

Schmerzsymptomatik

Kohorte mit Schmerzsymptomatik

n 15 15 12 26 26 20 26 23
W 0,939 | 0,928 | 0,970 § 0,926 | 0,952 0,851 0,826 0,952
P 0,371 | 0,253 | 0,912 § 0,063 | 0,261 0,006 0,00063 0,261
Wert
We=0,010 | 0,835 | 0,835 | 0,805 { 0,891 | 0,891 0,868 0,891 0,881

Erklarung: Die Annahme, Ho = der Untersuchungsparameter ist normalverteilt, kann bei Wq=0,01 angenom-
men werden. Somit muss Ho fur die SND (p = 0,006) und die Schmerzdauer (p = 0,0006) der Kohorte mit
Schmerzen verworfen werden und es liegt fur die beiden Parameter keine Normalverteilung vor. END =
epidermale Nervenfaserdichte, SND = sudomotorische Nervenfaserdichte
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5.1.2 Berechnungen zu den einzelnen Untersuchungsgruppen

Tabelle 15 zeigt die Berechnungen der einzelnen Parameter in Abhangigkeit der Unter-

suchungsgruppe. Nach Bonferroni-Korrektion wurde das a-Niveau von a = 0,05 auf a =

0,017 nach unten Korrigiert.

Tabelle 15: Zusammenfassung des Spearman'sche Rangkorrelationskoeffizienten und p-Werte der

einzelnen Berechnungen.

Spearman’sches

Parameter 1 Parameter 2 Gruppe h p-Wert
rho
Alter END NP -0,655898 0,007928
Alter SND NP -0,5666155 0,05475
SND END NP 0,4780383 0,116
Alter END P -0,1937118 0,343
Alter SND P 0,3660509 0,1124
SND END P 0,3427501 0,139
Schmerzver-
END P -0,3437203 0,09251
lauf (Jahre)
Schmerzver-
SND P -0,4033766 0,08679
lauf (Jahre)

Erkldrung: END = epidermale Nervenfaserdichte, NP = ,,Non-Pain“Gruppe, P = ,Pain“-Gruppe, SND =
sudomotorische Nervenfaserdichte
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5.2 Analyse der END und SND bei Proband*innen ohne
Schmerzsymptomatik (Kontrollgruppe)

Bei 15 Kindern und Jugendlichen (8 Madchen/ 7 Jungen) ohne Schmerzsymptomatik
sowie mit fehlenden klinischen Zeichen einer SF-Beteiligung wurde ein Stlick Haut am
Oberschenkel entnommen. Die Probenentnahme erfolgte in Zusammenhang mit Mus-
kelbiopsien aufgrund anderer Erkrankungen (Tabelle 16). Die Proband*innen waren bei

Biopsieentnahme sieben Monate bis 19 Jahre alt (mittleres Alter 7,2 + 5,3 Jahre).

Tabelle 16: Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik mit proximaler Hautbiopsie

- Alter bei
Kennung ol Biopsie Grunderkrankung
(Jahre)
NP1 m 19 Mitochondriale Erkrankung
NP14 w 16 Juvenile idiopathische Arthritis
NP2 w 12 Kardiomyopathie
NP9 m 10 Kongenitale Myopathie
NP13 m 10 Muskeldystrophie Typ Becker
NP7 m 8 Kongenitale Myopathie
NP4 w 7 Segawa-Syndrom
NP12 m 7 Muskeldystrophie Typ Duchenne
NP6 w 7 Kongenitale Myopathie
NP10 w 5 Dermatomyositis
NP3 m 5 Bewegungsentwicklungsstérung
NP8 w 4 Kardiomyopathie
NP11 m 4 Kardiomyopathie
NP15 w 1 Geistige Behinderung und Muskelhypotonie
NP5 w 0,6 Kardiomyopathie

Erklarung: m = mannlich, NP = ,Non-Pain“Gruppe, w = weiblich
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5.2.1 Auflistung der morphometrischen Analyseergebnisse

In Tabelle 17 sind die Ergebnisse fir die Bestimmung der END und SND dargestellt.

Tabelle 17: END und SND in proximalen Hautbiopsien bei Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik

(NP)
Ken- Ge- Alter bei Bi-
END (Fasern/mm) SND (%)

nung schlecht | opsie (Jahre)

NP1 m 19 11,9 44
NP14 w 16 20,1 ND
NP2 w 12 13 36
NP9 m 10 12,4 ND
NP13 m 10 20,6 45
NP7 m 8 17,5 52
NP4 w 7 29,5 46
NP12 m 7 15,8 45
NP6 w 7 12,8 43
NP10 w 5 17,4 46
NP3 m 5 26,2 41
NP8 w 4 34,1 49
NP11 m 4 21,9 49
NP15 w 1 29 ND
NP5 w 0,6 21,1 57

Erklarung: END = epidermale Nervenfaserdichte, m = mannlich, ND = Analyse nicht durchgefihrt, NP=

»,Non-Pain“-Gruppe, SND = sudomotorische Nervenfaserdichte, w = weiblich
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5.2.2 Analyse der END

Bei den Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik (Non-Pain-Gruppe, NP) zeigte sich
eine END mit dem Mittelwert von 20,22 + 6,9 Fasern/mm. Der héchste Wert wurde bei
einem vier Jahre alten Madchen mit 34,1 Fasern/mm und der niedrigste Wert bei einem

19-jahrigen Jungen gefunden (11,9 Fasern/mm) (Tabelle 17).

In der statistischen Analyse konnte eine negative Korrelation der END mit zunehmen-
dem Alter bei der NP festgestellt werden (Spearman'sches rho = -0.66; P = 0.008; Abb.
16). Diese Ergebnisse sind vereinbar mit einer Abnahme der epidermalen Nervenfaser-
dichte mit steigendem Alter sowie mit Befunden aus bereits publizierten Studien
(McArthur et al., 1998; Panoutsopoulou et al., 2015). Auch die Mittelwerte der END un-
serer Untersuchungsgruppe sind mit denen von McArthur et al. (1998) vergleichbar (20,3
+7,4).

END (Fasern/mm)

0 | I | 1
0 5 10 15 20

Alter (Jahre)

Abbildung 16: Zusammenhang von END und Alter bei Proband*innen ohne
Schmerzsymptomatik. Die END zeigt eine signifikante Korrelation mit zunehmen-
dem Alter (Spearman'sches rho = -0.66; P = 0.008). END = epidermale Nervenfaser-
dichte
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5.2.3 Analyse der SND

Die SND konnte bei 12 Proband*innen untersucht werden. In drei Proben waren nicht
geniugend Schweil3driisen zur Analyse vorhanden (P9,14, 15). Im Mittel wurden 4,3 +
0,5 SchweiRdriisen pro Biopsie analysiert, welche eine Flache von 0,075 + 0,03 mm?
aufwiesen. Die Analyse der Schweil3driseninnervation zeigte ein Mittelwert von 46 +
5,4%. Dabei wurde die hdchste SND (57%) bei einem sechs Monate alten Madchen und
die Niedrigste (36%) bei einem 12 Jahre alten Madchen gemessen (Tabelle 17). In der
Regressionsanalyse konnte keine Korrelation zwischen SND und Alter (Spearman'sches
rho = -0.57; p = 0.055; Abb. 17A) oder SND und END (Spearman'sches rho = 0.48; p =
0.12; Abb. 17B) bestimmt werden.

A 60-

L
.,

SND (%)

20+

] 1
0 5 10 15 20
Alter (Jahre)

60

40+

SND (%)

204

0 | ] | 1
0 10 20 30 40

END (Fasern/mm)

Abbildung 17: Analyse der SND. Korrelation von SND und Alter bei Proband*innen
ohne Schmerzsymptomatik. Die SND zeigte keine signifikante Verdnderung mit zu-
nehmenden Alter (Spearman'sches rho = -0.57; p = 0.055) (A). Zusammenhang von
SND und END bei Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik (B). SND und END zeig-
ten keinen signifikanten Zusammenhang (Spearman’sches rho = 0.48; p = 0.12). END
= epidermale Nervenfaserdichte, SND = sudomotorische Nervenfaserdichte
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5.3 Klinische Daten der Patient*innen mit Schmerzsymptomatik

In die Arbeit eingeschlossen wurden 26 Patient*innen (15 Madchen/ 11 Jungen) mit
Schmerzsymptomatik unklarer Atiologie (Tabelle 18). Eine detaillierte Ubersicht ist in

Tabelle 19 zu finden.

Die Patient*innen waren zum Zeitpunkt der Entnahme der Biopsie am distalen Unter-
schenkel 7 bis 20 Jahre alt (14,2 = 3,9 Jahre). Bei 72% der Patient*innen zeigte sich bei
Biopsie ein chronisches Krankheitsgeschehen von langer als einem Jahr. Der Zeitpunkt
der Diagnosestellung war im Mittel vier Jahre nach Beginn der Symptomatik (4,3 + 2,9
Jahre). Die Untersuchungskohorte beschrieb die Schmerzen als konstant (43%) oder
intermittierend (35%) Uber den tagesverlauf mit grof3tenteils distaler Auspragung tber-
wiegend im Bereich der distalen Extremitaten (73%). Die Schmerzqualitat wurde als
brennend (30%) oder kribbelnd (55%) bezeichnet und als Ausloser z.B. Kalte (22%) oder
korperliche Belastung (39%) genannt. Eine Schmerzmitteleinnahme wurde von 77% der
Befragten angegeben. Zuséatzliche mit einer SFN assoziierte Symptome waren bspw.
bei 72% der Kohorte Verdauungsprobleme (Ubelkeit, Verstopfung oder Erbrechen u.a.),
ein Restless-Leg-Syndrom (31%), eine Erythromelalgie (24%), oder Muskelschwa-
che/subjektiv verminderte Kraftfahigkeit (54%). Zur Abklarung der Ursache der SF-Scha-
digung und der damit einhergehenden Symptomatik wurden neben der Hautstanzbiopsie
weitere apparative (z.B. Elektromyographie, Nervenleitgeschwindigkeit) und nicht-appa-
rative Untersuchungen (z.B. immunologische Titer, Mutationen in bestimmten Genen wie
TRPA1 oder SCN9A) durchgefuhrt. Demzufolge konnte bei 13/26 (50%) Patient*innen
eine zu Grunde liegende Atiologie identifiziert werden, wobei 5/13 eine autoimmune Ge-

nese aufwiesen. Bei 50% waren die Beschwerden idiopathisch.

Tabelle 18: Zusammenfassung der klinischen Daten der Patient*innen mit Schmerzsymptomatik

Anzahl der Patient*innen (n) = 26
Alter zum Zeitpunkt der Biopsie: 14,2 + 3,9 Jahre (7-20 Jahre)

Anzahl an Pa-

Geschlecht: weiblich 15/26 (58%) tientfinnen

Schmerzsymptomatik 26/26 (100%)
Chronizitat (Krankheitsdauer >1 Jahr) 18/25 (72%)
Schmerz auf Visueller Analog Skala (VAS, >6 von 10) 6/7 (86%)

Diffuse Symptome (Beine, Augen, Abdomen, RU-
7126 (27%)
cken, Kopf, Gelenke)

Distale Symptome (dominierend in distalen Extremitéaten) 19/26 (73%)
Schmerzqualitat 20/26 (77%)
Brennend 6/20 (30%)

Kribbelnd oder Prickelnd 11/20 (55%)
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Hyperésthesie

3/20 (15%)

Drickend 3/20 (15%)
Verlauf 17/26 (65%)
Konstant 8/17 (47%)
Attacken 3/17 (18%)

Intermittierend

6/17 (35%)

Ausléser
Kalte Temperaturen
Warme Temperaturen
Kdrperliche Aktivitat
Beruhrung oder Druck auf Triggerpunkte

Weitere (Stress, Ruhe, Fatigue)

18/26 (69%)
4/18 (22%)
2/18 (11%)
7/18 (39%)
3/18 (17%)
3/18 (17%)

Schlafprobleme

11/21 (52%)

Schmerzmitteleinnahme

17122 (77%)

Autonome Dysfunktion

18/26 (69%)

Verdauungsprobleme (Ubelkeit, Verstopfung, Dysphagie, ab-

dominelle Schmerzen, Probleme bei der Ernéhrung)

13/18 (72%)

Inkontinenz (Stuhl- und Harn-)

5/18 (28%)

Hitzewallungen, Benommenheit, orthostatische Probleme

6/18 (33%)

Hyperhidrose, nachtliches Schwitzen

3/18 (17%)

Restless-Leg-Syndrom

8/26 (31%)

Erythromelalgie

4/17 (24%)

Muskelschwéche, verminderte kdrperliche Leistungsfahigkeit oder
Kraft

14/26 (54%)

Abgeschlagenheit (Fatigue)

5/26 (19%)

Zugrundeliegende Erkrankung

Idiopathisch

13/26 (50%)

Diabetes mellitus Typ 1

1/26 (4%)

Autoimmun (unspezifische Titererh6hung, post-infektios)

5/26 (19%)

TRPAL c.145A>G; p.Asn49Asp-Genmutation

1/26 (4%)

1g21.1 Mikrodeletion

1/26 (4%)

Lambert-Eaton-Myasthenie-Syndrom mit
Xp11.22-p11.23 Duplikation

1/26 (4%)

Strumpell-Lorrain-Syndrome

1/26 (4%)

Charcot-Marie-Tooth-Syndrom (CMT)
CMT1 (PMP22 Mutation)
CMT2

3126 (12%)
1/26 (4%)
2/26 (8%)

Erklarung: Obwohl 26 Patienti*innen mittels Hautstanzbiopsie untersucht wurden, liegen die klini-
schen Daten nicht fur alle komplett vor (z.B. wurde nur bei 21 Patient*innen angegeben, ob sie an
Schlafproblemen leiden, oder nicht). CMT = Charcot-Marie-Tooth Erkrankung
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Tabelle 19: Klinische Daten der Patient*innen mit Schmerzsymptomatik

Alter bei
) . Schmerz
Ge- Symp- Alter bei | Schmer | Schmer Spezifischer Schme | Schlaf- ) Autonome & R -
) ) ) ) mittel- Spezifische Untersu-
schlec tombe- Biopsie zquali- zlokali- VAS Schmerzaus- rzver- prob- ) andere Symp- L )
) ) ein- chungsergebnisse
ht ginn (Jahre) tat sation l6ser lauf leme tome S
nahme
(Jahre)
Distale ]
Abdominelle
us,
Schmerzen, be- ) )
FiRe, ) Mikrodeletion
o kommt leicht ) )
teilweise Kalte Umge- 1g21.1921.1; Mikrodupli-
] Kon- blaue Flecke, ] )
P1 w 12 17 NA in Han- k.A. bungstempera- + + ) + | kation. Xg24; Mitochond-
stant verminderte KL, ) ]
den und turen . riale DNA-Punktmutatio-
Fatigue, Erythro- )
Gelen- o nen: negativ
melalgie in den
ken, Ab- i
Handen
domen
. ) Abdominelle
Diffus in
) Schmerzen,
Beinen, .
Probleme bei
Armen,
. Nahrungsauf-
linkes o
) Kon- nahme, Blasen- PMP22-Duplikation
P2 m 5 9 NA Auge, k.A. Kein + + ] +
stant dysfunktion, (CMT1)
Nacken,
) Durchfall, ver-
Rucken, )
minderte Mus-
Abdo-
kelkraft/Mus-
men )
kelatrophie,
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insb. in den Ar-
men
Diffus in
den Bei-
nen, teil- OB-Schmerzen,
) weise in ) Atta- Appetitlosigkeit, NLG & MRT normal,
Pri- Korperliche Ak- ) ) )
P3 10 15 OA, Na- 7/10 o ckenar- + + Fatigue, vermin- hohe ANA-Titer, nega-
ckelnd tivitat ) ) )
cken, tig derte Kraftfahig- tive auf M. Fabry
Kopf, keit
Ober-
bauch
] ) CMT2, path. Depolarisa-
Allody- Distale Symmetrische ) )
] ] ) tionen im EMG des rech-
nie, us, Leichte Berih- Muskelatrophie ) )
P4 15 16 k.A. k.A. - - ) ten US, keine Mutatio-
bren- FluRke rungen in OEX/UEX, ) )
nen in Exomsequenzie-
nend (plantar) Tremor
rung
Verminderte
wenig in Kraftfahigkeit in ) o
Keine Mutation in
distalen ) distalen Han-
P5 14 17 NA k.A. Kein k.A. k.A. k.A. SCNO9A und SCN10A
Us, den, Erythro- )
o Sequenzierung
Hande melalgie in Han-
den
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Muskeln,
Gelen- )
Wiederkehrende
ken, Na- Atta- EMG & NLG normal,
Muskelschmer- . o
P6 15 19 NA cken, k.A. Mentaler Stree | ckenar- ) - keine Auffalligkeiten im
] zen, interstitielle
Schul- tig o Skelettrontgen
Zystidien
tern,
Kopf
Fakale Inkonti-
nenz, Appetitlo-
Distale o PP )
sigkeit, Epilep- )
Us, ] ) CGH-Microarray,
sie, Fatigue, ver-
FuRe, . . SLC2A1, WES, MRT &
Hitze, Erschop- minderte o
P7 35 7 NA oS, k.A. k.A. Muskelbiopsie unauffal-
fung KL/Muskelkraft, . .
Schul- ) lig, horizontale Augenbe-
Erythromelalgie
tern, . ) wegungsstorung
in FuRen, Ptosis
Kopf

unter korperli-

cher Belastung,
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Genera- Chronische My- Keine mitochondrialen
Muskel- lisiert, ] Atta- algien, Krampfe Punktmutationen
Druck auf Trig- .
P8 6 14 span- Muskel- k.A. " ckenar- in US, Normale (m.3243A>G,
gerpunkte ] o
nung schmer- tig Kraftfahigkeit, m.8344A>G; m.8993
zen Depression T>C/G)
) Keine Mutation in Genen
Probleme beim
fur SCN9A und GLA
) Inter- Wasserlassen, o
Dyséas- Distale N ) SEP/NLG vom N.tibialis
P9 3 8 ) 6/10 Ruhe mittie- Enuresis noctur- .
thesie us normal, MRT Kopf, Wir-
rend nus
belsaule und FilRe un-
auffallig
Leicht
) Verdauungs-
krib-
probleme, kalte
belnd, ] ) )
Distale . Kon- FuRe. Hitzewal- Erhohte ANA-Titer, ne-
P10 10 12 Hyper- ) k.A. Kein - )
ssth USs, Knie stant lungen, erhdhte gativ auf M. Fabry
asthe-
) Blutungstenden-
sie, Al-
. zen
lodynie
Distale )
Néachtliches
us, )
Schwitzen, Dys- o
FiRe, ) Mutation im TRPA1-Gen
. . Kalte Umge- Inter- urie, Verstop- )
Krib- Hande, . (Heterozygot fur
P11 3,5 8 k.A. bungstempera- | mittie- fung, kalte
belnd manch- ) c.145A>G; p.Asn49Asp),
turen rend Hande, Hitze- )
mal negative auf M. Fabry
wallungen,
Brust,
Schwindel

Arme,
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Distale
17 us, zeit- Schluckauf, OB-
(2 Mo- Pri- weise Schmerzen, NLG normal, grenzwertig
nate ckelnd, linke ) Sodbrennen, verlangerte Latenzen der
P12 17 k.A. Kein k.A. - - )
Krank- ste- Korper- Mundgeruch, SEPs am N. media-
heits- chend héalfte, Fatigue, Druck nus/tibialis
dauer) Kopf, Uber den Augen
OB
Hyper-
P Distale
asthe- Us Schwindel,
sie, pri- ' Kdrperliche Ak- Kon- Schwellung der EMG & NLG normal, ne-
P13 17 19 Hénde, 8/10 o + + )
ckelnd, tivitat stant Gelenke gative auf M. Fabry
groRRe
dri-
Gelenke
ckend
Verschwomme-
nes Sehen,
16 .
Schwindel,
(3 Mo- . . .
. Ubelkeit, Motili-
nate Hyper- Distale ] NLG & MRT Kopf und
P14 16 ) k.A. Nach Infektion k.A. k.A. k.A. tatsprobleme
Krank- asthesie us . Rucken normal
) des Osophagus,
heits-
Durchfall, Mus-
dauer)

kelkrampfe, Hor-
minderung
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Bren- . )
Diffus in
nend, ]
den Bei-
krat- Schwindel, Fati-
nen,
zend, ) gue, Kopf-
. Handge- Korperliche Ak- Kon- EMG & NLG normal, ne-
P15 17 18 ziehend, 8/10 o + + schmerzen, )
lenk, tivitat stant gativ auf M. Fabry
krampf- Muskelschmer-
) UA, EI-
ahnlich zen
) lenbo-
in den
. gen
Beinen
Distale Kdrperliche Ak- Kon- )
P16 13 15 Dumpf k.A. o - - - Genanalysen negativ
usS tivitat stant
11
i Erhodhte Werte fur LDH,
(4 Mo- Morgensteifig- )
) Inter- ) ) AP, ANA-Titer, Rf, & CK;
nate Bren- Kdrperliche Ak- n keit, Stimmungs- )
P17 11 FiRe k.A. . mittie- k.A. + NLG & MRT der Beine
Krank- nend tivitat schwankungen, )
] rend N normal, negative auf
heits- Hypermobilitét
Morbus Fabry
dauer)
CMT2, NLG des linken
Pri- N. suralis grenzwertig re-
ckelnd, ) duziert, verlangerte La-
FuRe, Kalte Umge- Orthostatisch )
bren- ) tenzen und reduzierte
P18 2 15 Hande, k.A. bungstempera- k.A. k.A. k.A. bedingter ) )
nend, ) Amplituden in SEPs des
Haut turen Schwindel o
Hyper- N. tibialis, Rf erhoht,
asthesie MRT, EEG und kardiale
Diagnostik unauffallig
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Abdominelle
10 ] Schmerzen, ent- Striimpell-Lorrain-
Distale ] o
(2 Mo- wicklungsbe- Krankheit, leichte Verén-
. UsS, spo- Inter- . ) )
nate Krib- ) ) n dingte Koordina- derungen der weil3en
P19 10 radisch k.A. Kein mittie- + + ) )
Krank- belnd tionsstérung, Substanz im MRT-Kopf,
] Abdo- rend ] ) o
heits- Pyramidenbahn- Mikroduplikation
men
dauer) zeichen, Mus- 15¢915.3g15.3
kelschwéche
Verstopfung, tro-
] ckener Mund,
Distale Dvsphagie. ab
sphagie, ab-
Us, ysp _9
dominelle
FiRe,
Dri- Schmerzen, Lambert-Eaton-Myasthe-
Nase, Kalte Umge- ] ) ) )
ckend, ] Erythromelalgie nie Syndrome mit Dupli-
P20 15 20 ] Lippen, k.A. bungstempera- k.A. - + _ i )
krib- ) in den FlRen, kation bei Xp11.22-
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(6 Mo- Pri- ) . )
Distale Diabetes mellitus Typ 1,
nate ckelnd, ) Kon- ]
P22 17 US, RU- 9/10 Kein - Mauriac Syndrome, NLG
Krank- bren- stant
] cken & f-Welle normal
heits- nend
dauer)
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P24 17 19 gen, k.A. o mittie- nenz, Abdomi- -
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Hyperhidrose,
mentale und
motorische Ent-
wicklungssto-
rung, Flexions-
Normale SEPs des N.
Gelenke, kontraktur an o ]
) tibialis und medianus,
an der ) Kon- den Fingern II-IV ]
P25 w 9,5 12 NA k.A. Kein - + - NLG am N. medianus
Kontrak- stant der rechten ) ]
grenzwertig reduziert,
tur Hand, Genu va- )
) CGH-Array unauffallig
lgum, vermin-
derte Kraftfahig-
keit, kalt-livide
Finger
. Distale Inter- .
Pri- ] n Hyperhidrose, NLG & f-Welle normal,
P26 m 5 9 us, 8/10 Nach Infektion mittie- + + + )
ckelnd Asthma negative auf M. Fabry
Hande rend

Erklarung: ANA = Antinukledre Antikdrper, AP = Alkalische Phosphatase; CGH-array = Array-based Comparative Genomic Hybridization; CK = Creatine Kinase; CMT = Charcot-
Marie-Tooth Erkrankung, EEG = Elektroenzephalogramm, EMG = Elektromyographie, k.A. = keine Angabe, KL = korperliche Leistungsfahigkeit, LDH = Laktatdehydrogenase, M. =
Muskulus, N. = Nervus, MRT = Magnetresonanztomographen, NA = nicht angegeben, NLG = Nervenleitgeschwindigkeit, OA = Oberarm, OB = Oberbauch, OEX = obere Extremitét,
OS = Oberschenkel, Rf = Rheumafaktor, RLS = Restlessleg-Syndrom, SEP = somatosensorisch evozierte Potentiale, UA = Unterarm, UEX = untere Extremitat, US = Unterschenkel,
VAS = Visuelle Analog Skala, WES = Sequenzierung des ganzen Genoms
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5.4 Analyse der

Schmerzsymptomatik

END und SND bei

Patient*innen

5.4.1 Analyse der END und Korrelation mit klinischen Befunden

In Tabelle 20 sind die Ergebnisse fir die Analyse der END und SND dargestellt.

Tabelle 20: Zusammenfassung der END und SND der Patient*innen mit Schmerzsymptomatik (P)

e T Al-ter- END SND
schlech | dauer bei ?" Fa- Grad der Grad der
t B OpSi® | sern/m | Verminde- % Verminde-
(Jahre) m rung rung
P20 w 5 20 4,8 reduziert 27 reduziert
P24 m 2 19 12,9 keine ND ND
P13 m 2 19 7.9 grenzwertig 36 grenzwertig
P6 w 4 19 5,4 reduziert 21 reduziert
P15 w 1 18 2,8 reduziert ND ND
P22 w 0,5 17 2,4 reduziert ND ND
P1 w 5 17 6,6 reduziert 26 reduziert
P5 w 17 6,8 reduziert 24 reduziert
P12 m 0,25 17 8,1 grenzwertig 33 grenzwertig
P4 m 1 16 6,3 grenzwertig 28 reduziert
P23 m 2 16 59 reduziert 51 keine
P14 m 0,25 16 7,1 grenzwertig 26 reduziert
P3 w 5 15 2,1 reduziert ND ND
P16 w 15 4,7 reduziert 33 grenzwertig
P18 w 13 15 0,7 reduziert 36 grenzwertig
P21 m k.A. 15 17,6 keine 46 keine
P8 m 14 5,3 reduziert 24 reduziert
P10 w 2 12 6,1 grenzwertig ND ND
P25 w 12 13,8 keine 58 keine
P17 w 0,5 11 9,4 grenzwertig 31 grenzwertig
P19 m 0,25 10 12 keine 32 grenzwertig
P2 m 4 9 8,9 grenzwertig 27 reduziert
P26 m 4 9 7,3 grenzwertig 23 reduziert
P9 w 5 8 9,4 grenzwertig ND ND
P11 w 4,5 8 3,9 reduziert 20 reduziert
P7 w 3,5 7 8 reduziert 25 reduziert

Erklarung: END = epidermale Nervenfaserdichte, k.A. = keine Angabe, m = ménnlich, ND = Analyse
nicht durchgefihnt, P =, Pain“-Gruppe, SND = sudomotorische Nervenfaserdichte, w = weiblich

mit
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Die Patient*innen mit Schmerzsymptomatik wiesen einen END-Mittelwert von 7,2 + 3,9
Fasern/mm auf (Tabelle 20) mit einem maximalen Wert von 17,6 Fasern/mm (P21) und
einem Minimalen von 0,7 Fasern/mm (P18). Die epidermale Nervenfaserdichte war bei
50% (13/26) des Patient*innenkollektivs mit Schmerzen (,Pain-Gruppe®, P) reduziert und
bei 35% (9/26) grenzwertig-reduziert (Abb. 18, zur Einteilung siehe Abschnitt 4.4.2). In
den Proben mit reduzierter bzw. grenzwertig-reduzierter Werten betrug die END im Mittel
6,17 + 2,7 Fasern/mm.

Bei vier Patient*innen mit Schmerzsymptomatik zeigte sich die END als nicht vermindert.
Dazu z&hlt ein Patient (P19) mit einer hereditaren spastischen Paraplegie (Strumpell-

orrain Syndrom) sowie drei Patient*innen (P21, 24, 25) mit Schmerzen unklarer Atiolo-

gie.
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Abbildung 18: Grad der Verminderung der END bei Patient*in-
nen mit Schmerzsymptomatik. Die END ist bei 50% der Patient*in-
nen vermindert und bei 35% grenzwertig-vermindert, 15% der Un-
tersuchten weisen keine reduzierten END-Werte auf. END = epider-
male Nervenfaserdichte
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Um abzuschétzen, ob trotz mdglicher Verminderung der END ein Zusammenhang zwi-
schen Wert der END und Alter besteht, wurde diesbezlglich der Rangkorrelationskoef-

fizient nach Spearman bestimmt (Abb. 19A). Dariiber hinaus wurde mit dem gleichen
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Abbildung 19: Zusammenhang zwischen END und Alter sowie
Schmerzdauer bei Patient*innen mit Schmerzsymptomatik. In der Ana-
lyse mit dem Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zeigte sich kein
statistischer Zusammenhang sowohl zwischen END und Alter (Spe-
arman’sches rho = -0,19; p = 0,34) (A) als auch zwischen END und
Schmerzdauer (Spearman’sches rho = -0,34; p = 0,09) (B). END = epider-
male Nervenfaserdichte

statistischen Verfahren untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Verminderung der
END und der Dauer der Schmerzsymptomatik vorliegt (Abb. 19B). Fir beide Untersu-
chungen zeigte sich keine signifikante Abhangigkeit zwischen den Parametern (p = 0,34
bzw. p = 0,09). Individuell kann aufgezeigt werden, dass z.B. P18 zum Zeitpunkt der
Hautbiopsie bereits seit 13 Jahren Schmerzen hatte und eine deutlich verminderte END
mit 0,7 Fasern/mm aufwies. Bei funf Patient*innen mit einer Krankheitsdauer von weni-
ger als einem Jahr hatte nur eine Patientin (P22) eine reduzierte END (2,4 Fasern/mm).
Demgegeniber war die END bei drei Patient*innen (P12,14,17) grenzwertig-reduziert
(P12,14,17) und bei Patient 19 nicht reduziert (12 Fasern/mm). In Abbildung 20 sind
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exemplarisch zwei Hautstanzbiopsien, einmal mit reduzierter (A) und einmal mit nicht-

reduzierter (B) END in Immunfluoreszenzfarbung abgebildet.

Abbildung 20: Darstellung der PGP 9.5-positiven epidermalen

Nervenfasern bei einer Patientin mit reduzierter END (P20, 4,8 Fa-

sern/mm) (A) und eines Probanden ohne Verminderung der END

(NP10, 20,6 Fasern/mm) (B). Die wei3en Pfeile markieren die epi-

dermalen Nervenfasern. END = epidermale Nervenfaserdichte.

VergrofRerung x20.
Ein Zweistichproben-t-Test ergab keinen signifikanten Unterschied (p = 0,64) zwischen
den END-Mittelwerten der Gruppe an Patient*innen mit distaler Auspragung der
Schmerzsymptomatik (END-Mittelwert 6,9 + 2,9 Fasern/mm) und der mit Schmerzen dif-
fus Uber den ganzen Koérper verteilt (END-Mittelwert 8 £ 5,4 Fasern/mm). Bei den Pati-
ent*innen die zuséatzlich von einem Restless-Leg-Syndrom berichteten war die END in
63% der Falle reduziert und bei 37% grenzwertig-reduziert. In allen vier Patientinnen mit
Erythromelalgie (P1,5,7,20) waren sowohl die END als auch die SND reduziert. Auffallig
war, dass in diesen Patient*innen die Muskelkraft bzw. eine schnelle Ermudbarkeit z.B.
der Handmuskulatur vorherrschte. Zudem war die Symptomatik bis auf P20 mit einem
Lambert-Eaton-Myasthenie-Syndrom distaler Auspréagung und parallel bestand bei Da-

tenerhebung ein Restless-Leg-Syndrom.
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5.4.2 Analyse der SND und Korrelation mit klinischen Befunden

Die Schweil3driisen konnten in 22 Proben analysiert werden. Bei Patient*in 3, 9, 10, 15,
20 und 24 waren keine Schwei3driisen in den Biopsien. In den Biopsien von vier Pati-
ent*innen (P6, 11, 12, 18) fanden sich weniger als vier, wobei diese aufgrund der aus-
reichenden GroRRe (>300 pm?) in die Auszahlung einbezogen wurden. Im Mittel ergaben
sich 4,0 £ 1,1 analysierte Schweil3driisen pro Biopsie, welche eine Flache von 0,071 £
0,02 mm? aufwiesen. In Tabelle 20 sind ebenfalls die Werte der Patientsinnen mit

Schmerzsymptomatik fir die Schweil3driiseninnervation (SND) angegeben.

Bei den Patient*innen mit Schmerzsymptomatik ergab die SND-Analyse einen Mittelwert
von 31 £+ 10% (Tabelle 20) mit einem maximalen Wert von 58% (P25) und einem Mini-
malen 20% (P11). Die Schwei3driseninnervationsdichte — auch sudomotorische Ner-
venfaserdichte genannt — war bei 11/20 (55%) der Patient*innen mit Schmerzen redu-
zZiert sowie bei 6/20 (30%) grenzwertig-reduziert (Abb. 21, zur Einteilung siehe Abschnitt
4.4.3).
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Abbildung 21: Grad der Verminderung der SND bei Patient*in-
nen mit Schmerzsymptomatik. Die SND ist bei 55% der Pati-
ent*innen reduziert und bei 30% grenzwertig-reduziert, 15% der
Untersuchten weisen keine reduzierten END-Werte auf. SND = su-
domotorische Nervenfaserdichte
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Es zeigte sich keine Korrelation von SND und Alter (p = 0,11) sowie SND und Schmerz-

dauer (p = 0,09) (Abb. 22A/B).
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Abbildung 22: Zusammenhang zwischen SND und Alter sowie Schmerz-
dauer bei Patient*innen mit Schmerzsymptomatik. In der Analyse mit dem
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman zeigte sich kein statistischer
Zusammenhang sowohl zwischen SND und Alter (Spearman’sches rho = 0,37;
p = 0,11) (A) als auch zwischen SND und Schmerzdauer (Spearman’sches
rho = -0,40; p = 0,09) (B). SND = sudomotorische Nervenfaserdichte
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Dartber hinaus konnte kein statistischer Zusammenhang zwischen sudomotorischer In-

nervationsdichte und epidermalem Innervationsmuster gefunden werden (p = 0,14)

(Abb. 23).
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Abbildung 23: Zusammenhang von SND und END bei Patient*innen mit
Schmerzsymptomatik. SND und END zeigen statistisch keinen signifikan-
ten Zusammenhang (Spearman’'sches rho = 0,34; p = 0,14). END = epider-
male Nervenfaserdichte, SND = sudomotorische Nervenfaserdichte

In Abbildung 24 sind exemplarisch zwei Hautstanzbiopsien, einmal mit reduzierter (A)

und einmal mit nicht-reduzierter (B) SND in Immunfluoreszenz abgebildet.

Abbildung 24: Darstellung der SchweilR3driiseninnervation nach Immunfluoreszenzfarbung mit anti-PGP
9.5 Antikdrpern. P8 wies eine Verminderte SND (24%) auf (A). Im Vergleich dazu eine gesunde Kontrolle mit
normaler SND (B). VergréRerung x20. SND = sudomotorische Nervenfaserdichte
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Bei den Patient*innen, die autonome Symptomen aufRerten wie z.B. Verdauungsproble-
men oder Inkontinenz konnten nur in 50% die SND analysiert werden. Die sudomotori-
sche Nervenfaserdichte war hierbei in 64% der Betroffenen reduziert und in 31% grenz-
wertig-reduziert. Patient 19 wies eine normale END bei grenzwertig-reduzierter SND auf.
Im Vergleich von SND und klinischer Symptomatik war die SND bspw. bei P7 mit Stuhlin-
kontinenz, bei P11 mit vermehrtem néchtlichen Schwitzen, Dysurie und Verstopfungen
oder bei P14 mit Akkomodationsproblemen, Ubelkeit und rezidivierenden Diarrhéen re-

duziert.

Im Zuge der SD-Auswertung zeigte sich, dass die in das subkutane Fettgewebe einge-
betteten und am dermal-epidermalen Ubergang liegenden SchweiRdriisen durch die
,Free-Floating“Technik zum Teil deutlich aus dem umliegenden Gewebe herausgelost
wurden (Abb. 25).

Abbildung 25: Defekte SchweiRdriise am Ubergang zur Kutis. Der rot umran-
dete Bereich zeigt eine in subkutanes Fettgewebe eingebettete SchweilRdrise, die
im Zuge der Immunfluoreszenzfarbung in ,Free-Floating“Methode in Mitleiden-
schaft gezogen wurde und nicht mehr auszuwerten war. VergréRerung x20.
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5.5 Einzelfallvorstellung ausgewaéahlter Patient*innen mit

Schmerzsymptomatik

P10

Die 12-jahrige Patientin hatte zum Zeitpunkt der Biopsie seit zwei Jahren konstant be-
stehende neuropathische Schmerzen an den Unterschenkeln und FiiRen sowie teilweise
an den Knien mit Ubersteigerter Schmerzwahrnehmung oder mit Allodynie. Zudem er-
folgte eine Schmerzmedikation und es zeigten sich Verdauungsprobleme, haufig kalte
FuRe und Hitzewallungen. Erhdhte Antinukledre-Antikérper Titer lassen auf eine auto-
immune Genese der Beschwerden schliel3en. Genetische Ursachen konnten ausge-
schlossen werden. Die END war grenzwertig-reduziert (6,1 Fasern/mm), Schei3driisen

waren nicht auswertbar.

P11

Mit 3,5 Jahren traten bei der Patientin rezidivierende Schmerzen in den Fif3en, Handen
und gelegentlich in der Brust und den Armen mit neuropathischer Komponente auf, die
als kribbelnd empfunden wurden und sich insbesondere bei Kalte duRerten. Zudem wa-
ren u.a. haufiges nachtliches Schwitzen, Dysurie, Obstipation und Schwindel als Symp-
tome des autonomen Nervensystems aufféllig. Die Mutter fiel mit &hnlichen Symptomen
auf. In der Genanalyse zeigte sich eine pathologische Mutation im TRPA1-Gen
(p.Asn49Asp). Der TRPA1-Rezeptor ist im peripheren und zentralen Nervensystem vor-
handen und fur die Schmerzwahrnehmung, -weiterleitung, und -modellierung von Be-
deutung (Malek et al., 2015, S. 1). Mit acht Jahren erhielt die Patientin eine Hautbiopsie.

Hierbei waren sowohl die END (3,9 Fasern/mm) als auch die SND (20%) reduziert.

P17

Mit einer Schmerzhistorie von vier Monaten prasentierte die 11 Jahre alte Patientin bren-
nende Schmerzen in den FifRen, die intermittierend insbesondere bei korperlicher Akti-
vitat auftraten. Weitere Symptome waren Stimmungsschwankungen, Morgensteifigkeit
und eine Hypermobilitdt. Sowohl END (9,4 Fasern/mm) als auch SND (31%) waren
grenzwertig-reduziert. Weitere Untersuchungen zeigten positive autoimmunologische
Faktoren (RF, ANA u.a.) und erhéhte CK. Physiologische Tests der Muskulatur und Ner-
ven sowie eine Muskelbiopsie waren unauffallig, wodurch die Atiologie der SF-Beteili-

gung als autoimmun angesehen werden kann.
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P20

Bei dieser Patientin wurde im Alter von 13 Jahren ein Lambert-Eaton-Myasthenie Syn-
drom diagnostiziert. Symptome waren z.B. haufige Verstopfungen, Schluckstérungen,
abdominelle Schmerzen und proximale Muskelschwache. Mit 15 Jahren begannen krib-
belnde und driickende Schmerzen mit Gber den ganzen Kérper verteilter Lokalisation
(Unterschenkel, FlRe, Nase u.a.). Als Trigger wurde kalte Umgebungstemperatur und
Druck auf die entsprechenden Korperteile angegeben. Die Symptomatik fihrte zur
Schmerzmitteleinnahme. Nach einer Therapie mit Kortikosteroiden waren die Beschwer-
den deutlich rticklaufig. Sowohl END (4,8 Fasern/mm) als auch SND (27%) waren redu-

ziert.

P22

Die Patientin war zum Zeitpunkt der Entnahme der Hautbiopsie 17 Jahre alt und klagte
seit sechs Monaten Uber duf3erst ausgepragte Schmerzen (9/10 auf VAS) neuropathi-
scher Auspragung von brennender und prickelnder Qualitéat. Die Schmerzen prasentier-
ten sich insbesondere an den distalen Unterschenkeln/Fuf3en und teilweise am Ricken
und waren konstant vorhanden. Die Symptomatik fiihrte zu Schlafstérungen und einer
Einnahme von Schmerzmitteln. Die Symptomatik wurde zun&chst als psychosomatisch
bedingt gedeutet, letztlich konnte ein Diabetes mellitus Typ 1 diagnostiziert werden, der
urséchlich fur die neuropathischen Schmerzen war. Die END zeigte sich mit 2,4 Fa-
sern/mm reduziert. Die SND konnte aufgrund fehlender Schweil3driisen in der Hautbiop-

sie nicht analysiert werden.
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5.6 Einzelfallvorstellung Kind mit Morbus Pompe

Der infantile Mobus Pompe (engl. ,infantile onset Pompe disease*, IOPD) fuhrt durch ein
nahezu komplettes Fehlen der lysosomalen a-Glucosidase (engl. ,acid alpha gluco-
sidase”, GAA) zu einer pathologisch erhéhten Einlagerung von Glykogen in verschiede-
nen Geweben. Dies hat meistens eine Myopathie der rumpfnahen Skelettmuskulatur und
in der Herzmuskulatur mit der Entwicklung einer hypertrophen Kardiopathie zur Folge.
Ohne Behandlung versterben die Patient*innen innerhalb des ersten Lebensjahres an
kardiorespiratorischem Versagen (Bay et al., 2019, S. 271f.). Durch eine Enzymersatz-
therapie (ERT) mit rekombinanter a-Glucosidase kann eine verlangerte Uberlebensrate
und das Erreichen von motorischen Entwicklungsschritten, wie das freie Gehen, bei der
Mehrzahl der Erkrankten beobachtet werden (Hahn und Schénzer, 2019). Bei einigen
Patienten zeigt sich unter ERT eine distale Parese, wobei bisher nicht geklart ist, ob die
Schadigung myopathisch oder neurogen bedingt ist (Prater et al., 2012; Parini et al.,
2018).

Das in dieser Arbeit vorgestellte Kind mit einem IOPD war zum Zeitpunkt der Hautbiopsie
7,5-Jahre alt und wies u.a. eine schwere, distale Myopathie auf und wurde zuvor bereits
fur sechs Jahre mit ERT behandelt. Initial zeigten sich nach Therapiebeginn eine ver-
besserte Symptomatik wie z.B. eine Normalisierung der hypertrophen Kardiomyopathie
und eine verbesserte freie Gehstrecke. Im Verlauft der ERT stellte sich eine zuneh-
mende distale Muskelschwéche mit Verminderung der Gehfahigkeit im 6-Minuten-Geh-
test von 370 m (im Alter von 6 Jahren) auf 250 m sechs Monate spéter. Es zeigte sich
hierzu eine schwere Schwache der Dorsalflexoren der FURe. Eine durchgefiihrte Mus-
kelbiospie des M. tibialis zeigte eine ausgepragte vakuolisierte Myopathie. Eine Biopsie
des N. suralis deutete auf einen leichten Verlust myelinisierter Axone sowie unmyelini-
sierter Fasern hin. Elektrophysiologisch konnten geringe Muskelaktionspotentiale in bei-
den Mm. extensor digiti brevis nach Stimulation des N. peroneus detektiert werden, was
auf eine LF-Beteiligung im Sinne einer moglichen PNP schlie3en lasst. Eine vom rechten
Unterschenkel entnommene Hautstanzbiopsie ergab eine mit 7,3 Fasern/mm grenzwer-

tig-reduzierte END sowie eine grenzwertig-reduzierte SND (32%), was eine Beteiligung
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der kleinen somatosensorischen und autonomen Nervenfasern im Krankheitsgeschehen
hindeutet (Abb 26).

Abbildung 26: END und SND eines 7,5-jdhrigen Kindes mit Morbus Pompe nach 6,5 Jahren
Enzymersatztherapie sowie einer gesunden Kontrolle. Die Immunfluoreszenzfarbung einer Haut-
stanzbiopsie mit Antikdrpern gegen PGP 9.5 zeigt eine mit 7,3 Fasern/mm grenzwertig-reduzierte
END (die epidermalen Nervenfasern sind mit Pfeilen markiert) (A) mit zuséatzlicher DAPI-Farbung zur
Darstellung der Zellkerne der Epidermis sowie eine grenzwertig-reduzierte SND (32%) (B). Abbildun-
gen (C) und (D) zeigen zum Vergleich die epidermalen sowie sudomotorischen Nervenfasern einer

gesunden Kontrolle. VergréRerung x20. END = epidermale Nervenfaserdichte, SND = sudomotori-
sche Nervenfaserdichte

Die Analyse der END und SND bei unserem Patienten mit IOPD sollte zeigen, dass eine

kleine Hautbiopsie einen Hinweis darauf geben kann, ob das periphere Nervensystem
bei dieser Erkrankung betroffen ist.
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5.7 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Analyse der epidermalen Nervenfaserdichte bei Proband*innen ohne Schmerzsymp-
tomatik (8,2 + 4,9 Jahre, n = 15) ergab eine signifikante Abnahme der Innervationsdichte

mit zunehmenden Alter.

In einer Kohorte von Patient*innen mit Schmerzsymptomatik (14,2 + 3,9 Jahre, n = 26)
wurde bei 50% eine Grunderkrankung, welche zur Schadigung der SF fuhren kdnnte
(metabolischer, autoimmuner und genetischer Ursache), gefunden. Es zeigte sich eine
reduzierte END bei 50% sowie eine reduzierte SND bei 55% der Patientin*innen, wobei
keine Korrelation der morphometrischen Daten mit Schmerzlokalisation (distal vs. diffus)

oder der Krankheitsdauer vorlag.

Bei einem Kind mit der Stoffwechselerkrankung Morbus Pompe konnte mit grenzwertig-
reduzierten Werten der epidermalen sowie sudomotorischen Nervenfaserdichte eine Be-

teiligung der SF im Krankheitsgeschehen nachgewiesen werden.



Diskussion 79

6 Diskussion

6.1 Ergebnisdiskussion

6.1.1 Die kleinen Nervenfasern bei Kindern und Jugendlichen ohne

Schmerzsymptomatik

Die Hautstanzbiopsie stellt eine valide Mdglichkeit zur Diagnose einer SFN dar (Devigili
et al., 2019). Um eine Aussage Uber die Verminderung der durch eine Hautstanzbiopsie
bestimmten Werte treffen zu kbnnen, wurden bei Erwachsenen anhand von zahlreichen
Studien mit grof3en Gruppen gesunder Individuen Referenzwerte publiziert, welche eine
physiologische altersabhéngige Verminderung der END zeigen (Lauria et al., 2010a;
Provitera et al., 2016; Collongues et al., 2018). Bislang sind fir Kinder und Jugendliche
nur zwei Studien zur Untersuchung gesunder Proband*innen mit geringen Fallzahlen
publiziert (McArthur et al., 1998; Panoutsopoulou et al., 2015). Aus diesem Grund wur-
den in dieser Arbeit die END und SND von 15 Kindern und Jugendlichen ohne

Schmerzsymptomatik untersucht.

6.1.1.1 END

In der Kohorte mit proximal enthnommener Hautprobe konnte eine signifikante Reduktion
der END mit zunehmendem Alter festgestellt werden. Zudem konnten wir erstmals die
Hautbiopsien von ganz jungen Proband*innen auswerten, wobei die Jiingste ein halbes
Jahr alt war. Unsere Daten sind in Ubereinstimmung mit Studien von McArthur et al.
(1998) und Panoutsopoulou et al. (2015), welche ebenfalls einen inversen Zusammen-
hang von Alter und END beschreiben, der sich in den multizentrischen Referenzstudien
fur Gber 18-Jahrige fortsetzt. Zuséatzlich zeigten McArthur et al. (1998) und Panoutsop-
oulou et al. (2015) Unterschiede der END in Abh&angigkeit von der Lokalisation der Haut-
stanzbiopsie. So ergaben sich hohere END-Werte fur proximale (am Oberschenkel) Bi-
opsien verglichen mit distalen vom Unterschenkel entnommenen. Diese waren mit Mit-
telwerten von 31,6 + 13,2 Fasern/mm (n = 8) bzw. 39,1 £ 3.0 Fasern/mm (n = 20) héher
als die in dieser Arbeit prasentierten Werte (20,2 £ 6,9 Fasern/mm, n = 15). Allerdings
wurde die Auswertung bei McArthur et al. (1998) nicht wie in dieser Arbeit mit Immunflu-
oreszenzmikroskopie, sondern lichtmikroskopisch durchgefiihrt, was abweichende
Werte hervorbringen kann (Lauria et al., 2010b). Hinzu kommt, dass in beiden Studien
weniger Schnitte pro Biopsie ausgewertet wurden als in dieser Arbeit, was eine gewisse

Abweichung der Ergebnisse erklaren konnte.
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6.1.1.2 SND

Ein Einfluss des Alters auf die sudomotorische Innervation wurde bisher in keiner Studie
sowohl fur das Kindes- als auch das Erwachsenenalter - konkordant zur END - syste-
matisch und mit grof3en Fallzahlen analysiert. Verglichen mit der Arbeit von Gibbons et
al. (2009), auf der die verwendete Auswertung der SND basiert, ergaben sich dhnliche
Mittelwerte zwischen der hier untersuchten Kohorte (SND 46 + 5,4%, Flache der
SchweiRdriisen 0,075 + 0,03 mm?) und der Kohorte mit gesunden Proband*innen von
Gibbons et al. fur proximale Hautbiopsien (SND 46,6 + 13,2%, Flache der Schwei’3dri-
sen 0,066 + 0,04 mm?). Allerdings sind die Untersuchten bei Gibbons et al. mit im Mittel
34 + 9 Jahren deutlich alter. Wenn die Vergleichbarkeit der Methoden angenommen
wird, was durch ahnliche Innervationsmuster und Groéfl3en der Schwei3drisen méglich
ist, deuten unsere Daten darauf hin, dass die Schweil3driiseninnervation keine Altersab-
hangige Veranderung aufweist, was ebenfalls bei Gibbons et al. (2009) gezeigt wurde.
Daten aus anderen Studien, allerdings mit unterschiedlicher Methodik zur Analyse der
sudomotorischen Innervation, zeigen ahnliche Befunde (Dabby et al., 2007; Luo et al.,
2011; Liu et al., 2015). Eine Korrelation zwischen END und SND konnte in den analy-
sierten Daten der Kinder und Jugendlichen ohne Schmerzsymptomatik nicht gefunden
werden, welche bei gesunden Erwachsenen beschrieben wird (Gibbons et al., 2009).

Dies kdnnte auf die geringe Zahl an analysierten Schwei3driisen zurlickzufthren sein.

Dadurch, dass eine Hautstanzbiopsie trotz geringer Komplikationen eine invasive Me-
thodik darstellt, ware es ethisch fragwirdig, Kontrollbiopsien bei gesunden Kindern
durchzufiihren. Aus diesem Grund wurden in dieser Studie Hautproben von nicht-gesun-
den Kindern und Jugendlichen einbezogen, die zusammen mit Muskelbiopsien am Ober-
schenkel entnommen wurden. Die Muskelbiopsien dienten zur Diagnostik von Erkran-
kungen, die keine Beteiligung der SF vermuten liel3en. Hierbei ware sowohl eine gréRere
Stichprobe hilfreich gewesen, als auch Biopsien vom distalen Unterschenkel, um die

Daten der Kohorte mit und ohne Schmerzsymptomatik besser vergleichen zu kénnen.

Wir hatten im Rahmen der Studie versucht, distale Hautbiopsien von jingeren Pro-
band*innen zu bekommen, welche am Bein z.B. im Rahmen einer orthopadischen Ope-

ration hatten entnommen koénnen. Dies ist leider nicht umsetzbar gewesen.

Die Ergebnisse unsere Studie zeigen, dass es auch im Kindes- und Jugendalter einen
Zusammenhang zwischen epidermaler Innervation und Alter gibt und daher Referenz-

werte fir jungere Patient*innen dringend erforderlich sind.
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6.1.2 Beteiligung kleinen Nervenfasern bei Kindern und Jugendlichen mit

Schmerzsymptomatik

Eine pathologische Veranderung der kleinen somatosensorischen und autonomen Ner-
venfasern kann bei verschiedenen Grunderkrankungen aber auch idiopathisch auftreten,
und fuhrt haufig zu einer deutlichen Einschrankung der Lebensqualitat z.B. aufgrund der
anhalten Schmerzsymptomatik betroffener Personen vom Kindes- bis ins Erwachsenen-
alter (Bakkers et al., 2014; Voortman et al., 2017; MacDonald et al., 2019). Eine rasche
Diagnose und damit eine entsprechende Therapie bleibt vielen Patient*innen oft lange
verwehrt (Oaklander und Nolano, 2019). Die bisher publizierten Studien zu einer Betei-
ligung der SF bei juvenilen Patient*innen mit Schmerzen beziehen sich auf Fallbeispiele
mit geringen Stichproben (Wakamoto et al., 1999; Nolano et al., 2000; Hoeijmakers et
al., 2016; Kafaie et al., 2017; Breton et al., 2018; Shinkarevsky Fleitman et al., 2020)
oder die Hautbiopsien wurden entnommen als die Patient*innen gréf3tenteils bereits er-
wachsen waren und die klinischen Daten retrospektiv erhoben (Oaklander und Klein,
2013). In allen angefuhrten Studien wurde die epidermale Innervation untersucht, wo-
hingegen lediglich eine Fallstudie (n = 1) eine morphologische Veranderung der
Schweil3driseninnervation analysiert (Nolano et al., 2000). Insgesamt zeigen die Stu-
dien einen Zusammenhang zwischen der Schmerzsymptomatik und einer Verminderung
der ENF und weiteren Symptomen wie Erythromelalgie, Fatigue oder autonomen Be-
schwerden (postprandiales Erbrechen, Hypohidrose u.a.). Eine zugrundeliegende Atio-
logie der SF-Beteiligung konnte nur bei der Halfte der Patient*innen identifiziert werden,
wobei der gro3te Anteil autoimmune Genese war. In der vorliegenden Arbeit sollte daher
die epidermale sowie die sudomotorische Innervation anhand von Hautstanzbiopsien bei
Kindern und Jugendlichen mit chronischen Schmerzen unklarer Ursache untersucht,
diese mit den erhobenen klinischen Daten korreliert und im Rahmen dessen eine még-
liche Atiologie der SF-Beteiligung diskutiert werden. In unserer Studie wurde die bis dato
groRte Anzahl an Hautbiopsien von Kindern und Jugendlichen mit schmerzen unklarer

Genese im Vergleich zu bereits publizierten Arbeiten analysiert (n = 26).
6.1.2.1 END

Die Untersuchungen zeigten eine reduzierte epidermale Nervenfaserdichte in etwa bei
der Halfte der Patient*innen (zusatzlich waren 35% grenzwertig-reduziert), von denen
aber nur wenige eine stark reduzierte END (<3 Fasern/mm) aufwiesen. Dies steht in
Ubereinstimmung mit den Daten anderer Arbeitsgruppen (Wakamoto et al., 1999; Oak-
lander und Klein, 2013; Hoeijmakers et al., 2016; Kafaie et al., 2017). Allerdings bezie-
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hen sich die in den Studien angelegten Grenzwerte auf den 5%-Cut-off-Wert von Refe-
renzgruppen >18 Jahre (Lauria et al., 2010a; Provitera et al., 2016; Collongues et al.,
2018), da END-Normwerte fir unter 18-Jahrige nicht vorliegen. Eine Korrelation zwi-
schen Alter und END unserer Stichprobe konnte ausgeschlossen werden, wodurch eine
Verminderung der END nicht auf das zunehmende Alter der Untersuchten zurtickzufiih-
ren ist, wie es fiir die Kohorte ohne Schmerzen beschrieben wurde. Aufgrund der Korre-
lation aus Alter und END in unserer proximalen Gruppe sowie den bereits zuvor ge-
nannte Ergebnissen von McArthur et al. (1998) und Panoutsopoulou et al. (2015) wurden

die oben genannten Referenzwerte in dieser Arbeit angenommen.

Neben der Hautstanzbiopsie kénnen die Messung der kornealen Innervation und die
Durchfiihrung einer QST eine weitere Mdglichkeiten zur Untersuchung der SF sein, wel-
che aufgrund ihrer Non-Invasivitit eine Alternative bei Kindern und Jugendlichen dar-
stellen (Karlsson et al., 2015; Devigili et al., 2019). Allerdings standen beide Verfahren
in den an dieser Studie teilnehmenden Zentren nicht zur Verfiigung. Dariiber hinaus sind
bisher keine Normwerte flr die korneale Innervation fur jingere Proband*innen etabliert
(Terkelsen et al., 2017).

In unserer Untersuchungskohorte konnte kein Zusammenhang zwischen Dauer der
Schmerzsymptomatik und Héhe der END-Reduktion gefunden werden. Diesbeziiglich
bietet die Patientin mit einer Krankheitsdauer von 13 Jahren zwar eine stark reduzierte
END, eine andere Patientin aber ebenfalls eine reduzierte END bei nur einem halben
Jahr Schmerzhistorie. In der Literatur ist beschrieben, dass die epidermale Nervenfaser-
dichte mit der Krankheitsdauer korrelieren kann, allerdings eher bei Erkrankungen, die
seltener bei Kindern und Jugendlichen vorkommen wie der Amyloid-Neuropathie oder
der diabetischen Neuropathie (Shun et al., 2004; Divisova et al., 2016; Masuda et al.,
2017). Interessanterweise ist bei einer 17-jahrigen Patientin ein Diabetes mellitus Typ 1
diagnostiziert. Obwohl die subjektive Schmerzsymptomatik erst sechs Monate vor Biop-
sie auftrat, kann eine friihere Schadigung der SF und somit mdglicherweise eine begin-
nende Reduktion der END bei einigen Betroffenen schon vor Symptombeginn mdglich
sein (Shun et al., 2004; Bonhof et al., 2017; Maatta et al., 2019) oder sich zeitlich zu-

nachst an unterschiedlicher Lokalitdt manifestieren (Ziegler et al., 2014).

Aufgrund der Tatsache, dass bei 50% der Patient*innen die END reduziert war (zusatz-
lich 35% grenzwertig-reduziert), kann vermutet werden, dass die SF-Schadigung in Zu-
sammenhang mit der Schmerzsymptomatik steht. Ob eine Korrelation zwischen Héhe
der END-Reduktion und der Schmerzsymptomatik vorliegt, wird in der Literatur disku-

tiert, aber eher als nicht gegeben angesehen (Sorensen et al., 2006; Gibbons et al.,
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2009; Lauria etal., 2010b; Truini et al., 2014; Bonhof et al., 2017). Trotzdem muss hierbei
vermutlich eine Differenzierung in der Art der (neuropathischen) Schmerzen und der Be-
funde der Hautbiopsie vorgenommen werden. Truini et al. (2014) verweisen auf eine
hohere Nervenfaserdichte bei Patient*innen mit provozierbaren Beschwerden (z.B. me-
chanische Allodynie) als bei Betroffenen mit eher konstanten, nichtprovozierten Schmer-
zen, was mit einer geminderten mechanischen Reizschwelle der entsprechenden
Schmerzrezeptoren zusammenhangen konnte. Die Autor*innen diskutieren zusatzlich,
dass es bei konstanten, brennenden Schmerzen womdglich zu spontanen Uberreaktio-
nen der C-Fasern kommt. Somit wirde eine Veranderung der ENF zwar in Zusammen-
hang mit den zum Teil gefundenen neuropathischen Schmerzen stehen, die présentierte

Klinik aber nicht linear erklaren.

Nach einer Lasion kommt es zu sekundaren Veranderung mit einer hohen Plastizitat in
den involvierten Strukturen des schmerzwahrnehmenden Systems, die von den
Schmerzrezeptoren bis zum Gehirn reichen. So kommt es beispielsweise zu funktionel-
len und strukturellen Veranderung auf Rickenmarksebene, welche von Bedeutung fur
die Chronifizierung der Schmerzen sind, die primar durch eine Lasion in den Axonen
oder den Nervenkdrpern der SF im DRG induziert wurden (Rohini, 2017). Dartber hin-
aus unterliegen die SF einer kontinuierlichen Anpassung an die Krankheitsumstéande
(Martinez-Martinez et al., 2011; Bonhof et al., 2017) und adaptieren sich z.B. bei Diabe-
tes mellitus an eine veréanderte Einstellung der Blutglukose (Luo et al., 2012; Liu et al.,
2015; Timar et al., 2016) oder nehmen unter Enzymersatztherapie bei Morbus Fabry
wieder zu (Uceyler et al., 2011). So kénnte auch der Nutzen einer immunmodulatori-
schen Therapie auf den Verlauf der SF-Schadigung untersucht werden, da sowohl bei
Kindern als auch Erwachsenen festgestellt wurde, dass die Patient*innen unter Therapie
bei autoimmunbedingter SFN eine Remission zeigten (Oaklander und Klein, 2013; De-
vigili et al., 2019; Shinkarevsky Fleitman et al., 2020) und sich zumindest die Sympto-
matik bei einigen unserer Patient*innen durch die immunmodulatorische Therapie bes-

serte.

Zusatzliche Marker wie das GAP-43 (engl. ,growth associated protein 43), das eine Re-
generation der epidermalen Nervenfasern abbildet, konnten anhand einer Hautbiopsie
bestimmt werden (Narayanaswamy et al., 2012; Ucgeyler et al., 2013). Unter dem Ge-
sichtspunkt, dass wie oben beschrieben der Verlust an ENF wahrscheinlich nicht linear
die vorherrschende Klinik abbildet, waren weitere Parameter zur Beschreibung z.B. funk-
tioneller Verdnderungen interessant. Hierbei konnte z.B. die Bestimmung von funktionel-
len Reizschwellen an den Rezeptoren der SF relevant sein (Nielson Hoberg et al., 2019).

Eine Regeneration der ENF zeigt sich auRerdem mit einer Verminderung der Schmerzen



Diskussion 84

(Sommer und Lauria, 2007). Interessanterweise lasst sich ein (vollstandiger) Verlust der
epidermalen Nervenfasern einerseits beispielsweise bei Patient*innen mit einem gene-
tisch-bedingtem Ausfall der Schmerzwahrnehmung (z.B. HSAN-Typ V) (Nolano et al.,
2000) sowie andererseits bei Patient*innen mit chronischen neuropathischen Schmer-
zen feststellen (Devigili et al., 2008). Zusatzlich sind Erkrankungen beschrieben, wie z.B.
Morbus Pompe (Hobson-Webb et al., 2015) oder ALS (Dalla Bella et al., 2016), bei de-
nen Schmerzen nicht das initiale Symptom sind, aber eine Verminderung der ENF zei-
gen und eher als Kleinfaserpathologie denn als Kleinfaserneuropathie bezeichnet wer-
den miissen (Ugeyler, 2016). Dies ist ebenfalls bei unserem untersuchten Kind mit IOPD
der Fall.

Zwei Drittel unserer Patient*innen gaben eine Medikation mit Schmerzmitteln an. Bei nur
sieben Patient*innen waren Angaben zur VAS verfugbar, wobei alle mindestens eine
mittlere Schmerzstérke vorgaben. Beides kdnnte auf eine deutliche Beeintrachtigung der
Lebensqualitat aufgrund der Schmerzen schlieBen lassen. So wurden die Schmerzen
bei einer Patientin mit deutlich reduzierter END als sehr ausgepragt beschrieben (VAS
9/10), was zu Schlafproblemen und regelmaRiger Schmerzmitteleinnahme fiihrte. Ande-
rerseits wurde von einigen Patient*innen berichtet, dass sie Schmerzmittel nehmen und
eine VAS von 7-8/10 vorliegt, die END aber nicht-reduziert war. Anhand der vorliegen-
den Daten kann somit keine abschlielende Aussage dartiber getroffen werden, ob es
einen Zusammenhang zwischen Schmerzintensitat und Reduktion der END gibt. Auf3er-
dem sind weitere Mechanismen bei der Schmerzentstehung und der préasentierten

Symptome relevant als ein reiner Verlust an SF (Oaklander und Nolano, 2019).

Die Schadigung der SF und somit die entsprechenden Symptome kdnnen sich mit dis-
taler (langenabhangig) und diffus-generalisierter (nicht-lAngenabhangig) Auspragung
auRRern. In dieser Arbeit konnte kein Unterschied zwischen der epidermalen Innervation
der Gruppen mit distaler Schmerzsymptomatik und diffus tber den Korper verteilter
Symptomatik auch beziiglich der Auspragung der Symptomatik festgestellt werden. Hin-
sichtlich der Klinik wurde in anderen Arbeiten eine starkere Auspragung der Schmerzen
in der Gruppe mit langenabhangiger Schadigung gefunden (Ucgeyler et al., 2010). Ande-
rerseits ist beschrieben, dass beide Auspragungsformen einer SF-Schadigung rein an-
hand klinischer Symptome schwer zu differenzieren sind, wodurch eine Beurteilung tber
den Vergleich einer distalen und einer proximalen Hautbiopsie weiterhelfen kénnte und
in aktuellen Publikationen empfohlen wird (Khoshnoodi et al., 2016; Provitera et al.,
2018). Dies wurde in dieser Arbeit jedoch nicht untersucht. Chan & Wilder-Smith (2016)
beschreiben in einer Ubersichtsarbeit, dass in der nicht-langenabhangigen Variante eher

Frauen als Manner betroffen sind, die Symptome bei den Betroffenen im Durchschnitt
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mit einem geringeren Alter einsetzen und haufiger Juckreiz sowie Allodynie beschrieben
werden als bei der langenabhéngigen Form. Die Daten beziehen sich jedoch lediglich
auf Erwachsene, Vergleichsarbeiten zwischen Kindern und Erwachsenen liegen nicht
vor. In unserer Kohorte gaben fast ein Drittel der Patient*innen eine diffuse als nicht
klassisch distal-symmetrisch zu wertende Symptomatik an. Die Ergebnisse decken sich
mit einer Fallserie bei Erwachsenen (Gemignani et al., 2010). Dagegen zeigten tenden-
ziell weniger Patienttinnen mit diffuser Schmerzausbreitung eine brennende
Schmerzsymptomatik oder hatten ein RLS als die Gruppe mit lAngenabhéangigen
Schmerzen. In unserer Arbeit konnte dies nicht gezeigt werden. Eine klinische und pa-
thologische Unterscheidung beider Auspragungsformen ist insofern von Relevanz, als
dass sich Pathomechanismus und Atiologie unterschieden kénnen. Bei der nicht-langen-
abhangigen SFN liegt die Schadigung nicht im Axon, sondern in den Zellkérpern der
Spinalganglion (DRG). Hier sind die Kapillaren gefenstert und anfélliger fur den Einfluss
von Infektionen, Inflammation und Toxinen (Hsu et al., 2017). Au3erdem fihren z.B. pa-
raneoplastische Einflisse zu Autoantikdrperbildung und schlief3lich zur Schadigung der
Zellkorper. Dadurch ist eine Ursachenforschung und entsprechende Therapie unabding-
bar (Gorson et al., 2008; Oaklander und Nolano, 2019, E4).

Interessanterweise ist in der Literatur beschrieben, dass Fatigue und eine verminderte
korperliche Leistungsfahigkeit in Zusammenhang mit einer SFN stehen (Oaklander und
Nolano, 2019, E3). In dieser Arbeit zeigten rund die Halfte der Untersuchten mit
Schmerzsymptomatik eine Muskelschwéche oder eine herabgesetzte Toleranz gegen-
Uber korperlicher Belastung, von denen wiederum 50% eine reduzierte sowie 35% eine
zumindest grenzwertig-reduzierte END aufwiesen. Vier von sechs Patient*innen mit der
Angabe einer gesteigerten Erschdpfbarkeit (Fatigue) - auch unabhéngig von einer ver-
mehrten korperlichen Belastung - zeigten reduzierte END-Werte. Als Pathomechanis-
mus konnte dahinterstehen, dass arteriovendse Anastomosen im Skelettmuskel durch
die SF-Schadigung denervieren und dilatieren. Dadurch kommt es unter Umgehung des
Kapillarbetts zu einer Shunt-Bildung zwischen Arteriolen und Venolen, wodurch die Mus-
kelfasern unterversorgt werden und eine lokale Hypoxie geférdert wird (Albrecht et al.,
2013; Dori et al., 2015; Oaklander und Nolano, 2019, E3). Damit vereinbar ist, dass 39%
unserer Patient*innen korperliche Anstrengung als Trigger fur die Schmerzen beschrei-
ben. Aufgrund des eben beschriebenen Mechanismus kdnnte sich so die Versorgung
der peripheren Nerven zu Gunsten der Muskulatur unter Belastung reduzieren und
Schmerzen aufgrund der lokalen Hypoxie an den Nervenendigungen oder den Zellkér-

pern hervorrufen (Oaklander und Nolano, 2019, E3). Zudem ist die Kontraktilitat der Ka-
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pazitatsgefalRe des menschlichen Korpers (grof3e Venen) durch die SF-Schadigung be-
eintrachtigt, was zu einer verminderten Auswurfleistung des Herzens fihrt und die peri-

phere Perfusion schwacht (Oaklander und Nolano, 2019, E3).

6.1.2.2 SND

In den letzten Jahren hat das Interesse an einer Untersuchung des autonomen Nerven-
systems als wichtigen Manifestationsort einer SFN stark zugenommen. Eine Schéadigung
im sudomotorischen System bildet dabei laut Literatur den sensitivsten Marker ab (Mi-
nota et al., 2019, S. 453).

Die vorliegende Arbeit ist die erste, welche die Schweil3driseninnervation von Kindern
und Jugendlichen an einer groReren Stichprobe untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass 64% der Untersuchten mit autonomer Symptomatik eine Reduktion der sudomoto-
rischen Nervenfaserdichte aufwiesen, zusatzlich zeigten 31% eine grenzwertige Reduk-

tion.

Die hier verwendete Einteilung der Reduktion bezieht sich wie die Methodik der SND-
Auswertung auf die Arbeit bzw. auf die Ergebnisse von Gibbons et al. (2009). Im Hinblick
auf die Auswertung der SND sind zurzeit keine alters- und geschlechtsspezifischen
Normwerte beschrieben. Anders als bei der END wurde bislang kein Einfluss des Alters
auf die SND bei erwachsenen, gesunden Kontrollen gefunden (Dabby et al., 2007; Gib-
bons et al., 2009; Liu et al., 2015), was mit unseren Daten aus der Kohorte der Pro-
band*innen ohne Schmerzen lbereinstimmt. Dadurch haben wir die hier festgelegten
Grenzwerte fur eine Reduktion der SND angenommen. Die Untersuchung einer grof3e-
ren Kohorte von gesunden Proband*innen <20 Jahre kdnnte weiteren Aufschluss dar-

Uber geben.

In der Literatur sind eine Reihe an Mdglichkeiten publiziert, eine Quantifizierung der
Schweil3driseninnervation vorzunehmen, es gibt aber noch keine Standardmethodik
analog zur Untersuchung der END (Minota et al., 2019). Die in dieser Arbeit verwendete
Methodik von Gibbons et al. (2009) ist ohne grofRen technischen Aufwand, mithilfe von
Immunfluoreszenzfarbung und eines entsprechenden Fluoreszenzmikroskops, sowie
der Software ImageJ reproduzierbar auszuwerten gewesen. Auf der anderen Seite ist
die manuell-quantitative Auszéhlung der SND mit einem erheblichen zeitlichen Aufwand
von ca. 45-60 Minuten pro Hautbiopsie aufgrund des mehrstufigen Vorgehens verbun-
den und so schwer in der Routinediagnostik umzusetzen. Automatisierte Herangehens-
weisen mit konfokaler Mikroskopie und 3D-Rekonstruktion scheinen nach neuesten Ar-
beiten der manuellen Auszahlung im zeitlichen Aufwand und womaglich auch in der Préa-

zision der Erkennung von Nervenfasern tiberlegen zu sein (Gibbons et al., 2010; Minota
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et al., 2019). Allerdings erfordert eine automatisierte Auszahlung der SND einen grof3e-

ren technischen und finanziellen Aufwand.

Neben der Methode der Quantifizierung spielen auch die gewahlten Antikbrper und die
damit verfolgten Zielstrukturen eine Rolle. Als Antikdrper zur Darstellung der Schweif3-
driiseninnervation wurde in dieser Arbeit der pan-axonale Antikdrper PGP 9.5 gewabhlt,
welcher bereits in der Auswertung der END eingesetzt wurde. Somit kénnte ein mdgli-
cher Aufwand fiir den Einsatz in der Routinediagnostik einer SFN ohne weitere Farbun-
gen geringer gehalten werden (Donadio und Liguori, 2011). Da PGP 9.5 ein genereller
neuronaler Marker ist, kann keine Unterscheidung in spezifische Subtypen (cholinerg,
adrenerg oder peptiderg) gemacht werden, wozu weitere Antikdrper z.B. gegen VIP,
DBH oder Substanz P nétig waren (Uno, 1977; Thompson et al., 1983; Rydh et al., 1989;
Kennedy et al., 1994; Donadio et al., 2006; Donadio und Liguori, 2011). PGP 9.5 soll
dabei eher von struktureller Bedeutung fur die Schwei3driisen sein und z.B. VIP, was in
einem Grol3teil der PGP 9.5-positiven Fasern vertreten ist, vielmehr von funktioneller
Relevanz und bei Erkrankungen, welche die Schweil3driisen betreffen, friher involviert
sein (Nolano et al., 2006; Chao et al., 2015). So waren VIP-positive Nervenfasern in
Schweil3drisen starker vermindert bei Diabetes mellitus (Liu et al., 2015), FAP (Chao et
al., 2015) oder dem Ross-Syndrom (Nolano et al., 2006) als PGP 9.5-positive Fasern.
Laut Liu et al. (2015) sollen VIP-positive Fasern eine Neuropathie mit autonomer Betei-
ligung sensitiver abbilden. Folglich wird in dieser Arbeit vielmehr eine strukturelle als eine
funktionelle Aussage zur Situation der Schwei3driisen und damit dem autonomen Ner-

vensystem getroffen.

Unsere Ergebnisse verdeutlichen die Beteiligung autonomer SF bei jungen Patient*in-
nen mit SFN und entsprechender Symptomatik. Cook-Norris et al. (2012) fuhrten zwar
keine Hautstanzbiopsie zur Analyse des autonomen Nervensystems durch, konnten
aber in einem Test zur Funktion der Schwei3drisen (Axon-Reflex-Test) eine Schadi-
gung der autonomen SF bei kindlicher Erythromelalgie mit Schmerzsymptomatik insbe-
sondere in den FURen feststellen. Bezliglich der histopathologischen Untersuchung des
autonomen Nervensystems bei Kindern und Jugendlichen liegt bislang nur eine Fallstu-
die zu einem 10-jahrigen Madchen mit einer HSAN-Typ-IV vor, welches kein Schmerz-
sowie Temperaturempfinden zum Zeitpunkt der Biopsie aufwies. Neben einer fehlenden
Innervierung der Epidermis konnten in den Schweil3driisen ebenfalls keine Nervenfasern
nachgewiesen werden (Nolano et al., 2000). Bei Oaklander und Klein (2013) zeigten
98% der Patient*innen autonome Symptome und ein Grof3teil hatte auffallige Ergebnisse
in Funktionstests des autonomen Nervensystems (z.B. verminderte Schweil3produktion

bei 83% der Patient*innen). In unserer Studie gaben 69% der Untersuchten autonome
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Symptome an, von denen 95% mindestens eine grenzwertig-reduzierte SND aufwiesen.
Studien von Erwachsenen stitzen die Korrelation von morphologischer bzw. funktionel-
ler Analyse der Schweil3driisen sowie ihrer Innervation und autonomer Symptome (Gib-
bons et al., 2009; Luo et al., 2011; Liu et al., 2015). Dies spricht fiir eine Vergleichbarkeit
unserer Ergebnisse mit bereits publizierten und hebt die klinische Relevanz einer Tes-

tung der Schweil3driiseninnervation hervor.

Ein Vorteil z.B. der nicht-invasiven Analyse der Schweil3drisenfunktion ist, dass wie bei
der Thermoregulatorischen Schweil3testung (TST) sowohl post- als auch praganglionére
Fasern untersucht werden kdnnen, die SND dies alleine nicht differenzieren kann. Aller-
dings unterliegen die funktionellen Tests einer Reihe an Einflussfaktoren wie der Umge-
bungstemperatur, dem Hydratationsstatus der Untersuchten und eingenommenen Me-
dikamente und sind nicht in allen Kliniken vorhanden (llligens und Gibbons, 2009, S. 6).
Ferner bringt die funktionelle Untersuchung sowohl einen deutlich gré3eren zeitlichen
als auch einen gro3eren apparativen Aufwand mit sich und die Gerate sind nur in spezi-
alisierten Kliniken verfligbar (Siepmann et al., 2014). Wie oben bereits beschrieben,
kénnten aber auch andere Antikérper als PGP 9.5 (z.B. VIP) einen funktionellen Anhalt

Uber die Schweil3driisen anhand einer Hautstanzbiopsie geben.

In dieser Arbeit konnte keine Korrelation zwischen Krankheitsdauer und SND-Reduktion
gefunden werden. Fir eine Korrelation zwischen Denervierung und Krankheitsdauer
sind unterschiedliche Ergebnisse in der Literatur - meist im Zusammenhang mit Diabetes
mellitus Typ 2 - beschrieben. Einerseits wurden Veranderungen in der Schweil3dru-
seninnervation im mittleren bis spaten Stadium einer diabetischen Neuropathie beo-
bachtet (Kennedy und Wendelschafer-Crabb, 1996; Shun et al., 2004), andererseits
wurde in anderen Studien keine Korrelation gefunden (Luo et al., 2012; Liu et al., 2015).
Ferner wurde beschrieben, dass es zu einer frihen Schadigung der parasympathischen
und sympathischen C-Fasern bei Diabetes mellitus kommt, die allerdings auch andere
Systeme als die Schweil3driisen betreffen kbénnen (Freccero et al., 2004; Jin et al., 2015,
S. 463). So kénnen die SF bereits vor dem klinischen Auftreten des Metabolischen Syn-
droms betroffen sein (Terkelsen et al., 2017). Anhand unserer Patientin mit Diabetes
mellitus Typ 1 konnte dies nicht verifiziert werden, da keine Schweil3driisen in der Haut-
biopsie zu finden waren und somit eine Analyse der SND entfiel. Bei einem Patienten
mit einer Schmerzhistorie von zwei Monaten wurde eine grenzwertig-reduzierte SND
gemessen, die END lag aber im Normbereich. Somit kann geschlussfolgert werden, dass
hier die Schadigung der autonomen SF friher aufgetreten ist, als die der somatosenso-
rischen, was in der Literatur bei Erwachsenen mit Morbus Parkinson (Dabby et al., 2006)

oder mit Diabetes mellitus Typ 2 (Liu et al., 2015) nachgewiesen wurde. Auf der anderen
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Seite wird z.B. fir Morbus Fabry die Hypothese aufgestellt, dass es wie oben bereits
beschrieben, bei dieser Erkrankung vielmehr zu einer selektiven Schadigung der nicht-
autonomen Ad-Fasern kommt, wodurch autonome Funktionen der C-Fasern langer auf-

recht erhalten bleiben kdnnen (Biegstraaten et al., 2012).

Ein Drittel unserer Patient*innen gaben Bauchschmerzen in ihrer Krankheitshistorie an.
Funf von diesen wiesen eine reduzierte oder zumindest grenzwertig-reduzierte SND auf
(bei zwei Patient*innen konnten keine Schwei3driisen analysiert werden). Pathophysio-
logisch kdnnte dahinter eine neuropathische Fehlregulation der sympathischen und pa-
rasympathischen Nervenfasern des Magen-Darm-Trakts bzw. ein Verlust an enterischen
SF stehen, was klinisch als gastrointestinale Angina bezeichnet wird (Selim et al., 2010;
Oaklander und Nolano, 2019, A4). Méglicherweise kann die Untersuchung der SND dies
abbilden, was allerdings aufgrund der geringen Fallzahl nicht abschlieRend geklart wer-

den konnte.

Die Analyse der Daten ergab keine signifikante Korrelation zwischen den beiden Para-
metern END und SND, welche im Gegensatz dazu bei Erwachsenen mit Diabetes mel-
litus Typ 2 gefunden wurde (Gibbons et al., 2009). Eine Erklarung fur die divergierenden
Ergebnisse kdnnte sein, dass bei sechs Patient*innen keine Schweil3driisen analysier-
bar waren und somit die Stichprobe zu klein gewesen sein kénnte. Dartber hinaus ist
ein Einfluss der zugrundeliegenden Erkrankung und damit womdglich einer anderen Pa-
thogenese der SF-Schadigung nicht auszuschlie3en. Zudem scheint die Regeneration
autonomer Nervenfasern rascher fortzuschreiten als die somatosensorischer Fasern
(Gibbons et al., 2010; Vinik et al., 2013a, S. 521). Auch die C- und Ad-Fasern besitzen
eine unterschiedliche Plastizitat, was eine jeweilige Untersuchung von autonomen und

somatosensorischen Fasern vorteilhaft macht (Gibbons et al., 2009).

In der Literatur ist beschrieben, dass neben der Reduktion der Innervation auch morpho-
logische Veranderung an den Schweidriisen beobachtet werden kénnen. Dabei neh-
men die Schweil3driisen z.B. auch an Grof3e im Krankheitsverlauf ab (Loavenbruck et
al., 2014, Liu et al., 2015), betten sich so vermehrt in umliegendes Fettgewebe ein oder
die Innervierung verandert sich nicht nur quantitativ, sondern wird ungleichméafiger und
die Fasern nehmen an Umfang zu (Kennedy et al., 1994; Dabby et al., 2007; Gibbons et
al., 2009; Loavenbruck et al., 2014). Diese Punkte wurden in dieser Arbeit nicht dezidiert
untersucht. Eine Analyse im Vergleich zu einer Kontrollgruppe und/oder im zeitlichen
Verlauf der Erkrankungen waren hierbei vorteilhaft gewesen. Allerdings konnte ein hau-

figes Ablosen von Schweil3driisen aus der Dermis durch den Farbevorgang der Proben
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beobachtet werden. Dies kdnnte durchaus auf eine morphologische Veranderung zu-
rickzufiihren sein, da z.B. ein vermehrtes Einbetten in das umliegende Fettgewebe ein

fragileres Gewebe hervorbringen kénnte (Loavenbruck et al., 2014).

Die Daten deuten insgesamt darauf hin, dass eine SF-Schadigung auch vor Beginn der
Schmerzsymptomatik auftreten kann und der entsprechende Pathomechanismus, der
Ort der primaren Schadigung sowie die Grunderkrankungen dies beeinflussen. Eine Un-
tersuchung der SND kann somit auch bei Kindern und Jugendlichen als hilfreiche M6g-
lichkeit zur Bestimmung der Beteiligung des autonomen Nervensystems im Krankheits-

geschehen beurteilt werden.
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6.1.3 Atiologie der Beteiligung der kleinen Nervenfasern bei Kindern und

Jugendlichen mit Schmerzsymptomatik

Die Atiologie einer SFN bzw. einer Schadigung der SF ist sehr heterogen. Durch zuneh-
mende Forschung in den letzten Jahren, welche die Genese und Auspragung einer SF-
Schadigung betraf, konnten fortlaufend weitere pathophysiologische Mechanismen ins-
besondere bei Erwachsenen identifiziert werden (Cazzato und Lauria, 2017). Eine rich-
tige Diagnose ist dabei unabdingbar flir die Therapieentscheidung (Terkelsen et al.,
2017, S. 942). Unsere Daten und Ergebnisse anderer Studien deuten auf einen Unter-
schied in der Haufigkeitsverteilung der zugrundeliegenden Atiologie im Alter hin. So
macht beispielsweise die Patient*innengruppe mit Diabetes mellitus Typ 2 (Hoffman et
al., 2015) einen weitaus grof3eren Anteil bei Erwachsenen aus als bei Kindern und Ju-
gendlichen, wo eher autoimmune Prozesse Uberwiegen (Oaklander und Klein, 2013;
Kafaie et al., 2017; Breton et al., 2018; Shinkarevsky Fleitman et al., 2020). In der vor-
liegenden Arbeit wurden bei den meisten Patient*innen ausfuhrliche Untersuchungen
zur Klarung der Beschwerden durchgefiihrt. Eine wahrscheinlich zugrundeliegende Ge-
nese der SF-Schadigung konnte bei 50% der hier Untersuchten gefunden werden. Bei
einem Kind wurde ein Diabetes mellitus Typ 1 diagnostiziert und als groRten Anteil in
sechs Patient*innen eine autoimmune Genese (unspezifische Titer-Erh6hung, post-in-
fektios, LEMS) festgestellt. In Studien an tGberwiegend &lteren Kindern machten autoim-
mune Grinde, wie in unseren Daten, den grof3ten Anteil an Patient*innen aus (Oaklan-
der et al., 2013; Kafaie et al., 2017). Ein wichtiger Bereich in der Ursachendiagnostik
einer SF-Beteilung ist die Detektion hereditarer Ursachen, wie z.B. der Natriumkanalmu-
tationen oder des Morbus Fabry, da sich hierfur neue Therapieansétze in der Entwick-
lung befinden (Oaklander und Nolano, 2019) bzw. bei Morbus Fabry eine Enzymersatz-
therapie eingeleitet werden kann (Ranieri et al., 2016). Bei dem jungsten Kind unserer
Kohorte (3,5 Jahre) konnte hingegen eine hereditdre Erkrankung mit Mutation im
TRPA1-Gen festgestellt werden. Bei 13 Patient*innen muss die SF-Beteiligung als idio-

pathisch klassifiziert werden.

Bei der Patientin mit Diabetes mellitus Typ 1 war die END reduziert und eine Beteiligung
der groRen Nervenfasern konnte Uber die Messung der Nervenleitgeschwindigkeiten zu
diesem Zeitpunkt ausgeschlossen werden. Reduzierte END-Werte wurden auch in zwei
anderen Studien mit jungen Diabetes-Patient*innen beschrieben (Oaklander und Klein,
2013; Hoeijmakers et al., 2016). Eine diabetische Neuropathie stellt die haufigste Kom-
plikation eines Diabetes mellitus dar (Vinik et al., 2013b, S. 747). Neben den kleinen

somatosensorischen Nervenfasern kdnnen auch solche des autonomen Nervensystems
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und im Verlauf groR3ere Nervenfasern des sensorischen und motorischen Systems be-
troffen sein (Jin et al., 2015, S. 461). Bei der Patientin konnten keine Schweil3driisen in
der Hautbiopsie gefunden werden, wodurch keine Aussage Uber die Beteiligung der au-
tonomen SF bei dieser Patientin getroffen werden kann. Die Pathophysiologie einer di-
abetischen Neuropathie ist Uberaus heterogen und beléauft sich u.a. auf metabolische
(Glykosylierung von Proteinen, oxidativer Stress), autoimmune (Antikérperbildung), so-
wie mikrovaskulare (Endothelschaden) Faktoren (Vinik et al., 2013b, S. 749). Daneben
kann aber auch eine zu rasche Senkung des HbAl: zu neuropathischen Schmerzen
fuhren (Gibbons und Freeman, 2015).

Zusatzliche Blutuntersuchungen mit erhéhten Werten fur immunologische Marker wie
Antinukleare-Antikorper (ANA) oder dem Rheumafaktor (Rf) lassen eine unspezifische
autoimmune Genese in funf Patient*innen des Untersuchungskollektivs vermuten. Dies
steht in Zusammenhang mit anderen Studien, die autoimmune Mechanismen als Grund
fur die SF-Schadigung bei einem wesentlichen Teil betroffener Kinder und Jugendlicher
ansahen und eine Immuntherapie bei diesen als wirkungsvoll beschrieben (Oaklander
und Klein, 2013; Kafaie et al., 2017; Liu et al., 2018; Shinkarevsky Fleitman et al., 2020).
AuRerdem legen Untersuchungen nahe, dass Infektionen (Oaklander und Klein, 2013;
Kafaie et al., 2017) und z.B. auch Impfungen (Kafaie et al., 2016; Schofield und Hend-
rickson, 2018) autoimmune Neuropathien und somit eine SF-Schadigung erzeugen kon-
nen. Zwei unserer Patient*innen beschrieben einen Beginn der Symptome z.B. nach
Influenza-Infektion. In der Literatur sind zahlreiche Mechanismen beschrieben, wie das
Immunsystem Einfluss auf das Schmerzempfinden (hemmend und férdernd) und struk-
turelle Elemente (Sensitivierung von Schmerzrezeptoren etc.) nimmt (Ren und Dubner,
2010; Malcangio, 2019).

Bei einer Patientin unserer Kohorte wurde ein Lambert-Eaton-Myasthenie Syndrom
(LEMS) mit einer Xp11.22-p11.23 Duplikation diagnostiziert (Verbeek et al., 2014). Kli-
nisch wurden distal-dominierende Schmerzen beobachtet mit einer haufigen Induktion
durch Kalte. Zudem zeigten sich END und SND in der Analyse der Hautstanzbiopsie
reduziert. Bei dem LEMS richten sich Autoantikdrper gegen spannungsabhangige Cal-
cium-Kanale an der motorischen Endplatte, was zu einer Abnahme der Ausschittung
von Acetylcholin in den synaptischen Spalt und somit zur schlechteren Reizweiterleitung
an der motorischen Endplatte fuhrt (Wirtz et al., 2003). Es wird vermutet, dass die
Xp11.22-p11.23 Duplikation mit einem autoimmunen Geschehen einhergeht, was fir die
Autoantikérperbildung bei dieser Patientin verantwortlich zu sein scheint und nicht wie
haufig mit einer paraneoplastische Genese einhergeht (Verbeek et al., 2014). In der

duplizierten Genregion ist u.a. der Transkriptionsfaktor FOXP3 vertreten, welcher von
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regulatorischen T-Zellen exprimiert wird und zur Reifung und Funktion dieser beitragt
(Invernizzi et al., 2009; Bending und Ono, 2019). Nach immunsuppressiver Therapie mit
Prednison zeigte sich eine Besserung der Beschwerden. Somit kann bei dieser Patientin

die Genese ebenfalls als autoimmun-vermittelt bezeichnet werden.

In dieser Arbeit wurde bei 24% der Patient*innen eine Erythromelalgie mit Schmerzen,
und Rétungen an den Handen oder FiiRen festgestellt. Familiar gehaufte Mutationen im
SCNO9A-Gen, welches fiur die spannungsabhéngigen Natriumkanéle (NaVi7) im DRG
und sympathischen Ganglionen kodiert, sind mit dieser Erkrankung und SF-Schadigung
assoziiert (Faber et al., 2012a), kénnen zusatzlich episodisch vorkommende neuropa-
thische Schmerzen hervorrufen und je nach Unterform der Mutation mit erheblichen au-
tonomen Symptomen einhergehen (Han et al.,, 2012). Eine ursachliche Mutation im
SCN9A-Gen konnten wir nicht nachweisen. Bei allen Patient*innen wurde eine vermin-
derte END sowie SND gemessen, was mit Ergebnissen von Cook-Norris et al. (2012)
vergleichbar ist. Ferner wurden bei drei Viertel der Patient*innen autonome Beschwer-
den wie Verstopfung, Dysphagie oder abdominelle Schmerzen beschrieben. Erythro-
melalgie kann womdglich auch unabhangig der priméren Form einer SCN9A-Mutation
auftreten, was in einer Studie an vier Kindern mit Familidarem Mittelmeerfieber und Mor-
bus Behcet gezeigt wurde (Shinkarevsky Fleitman et al., 2020). Morales et al. (2012)
vermuteten bei einem neunjahrigen Jungen mit starkem Brennen in Handen und FuRRen
sowie einer voranschreitenden Rotung und Uberwarmung der betroffenen Stellen eine
autoimmune Genese der Beschwerden, da sich die Symptomatik durch antientziindliche
Therapie mit Kortikosteroiden deutlich besserte. Ergebnisse einer dlteren Fallstudie stit-
zen die Beobachtung (Paticoff et al., 2007). Die zuvor genannte Patientin mit einem
LEMS zeigte klinisch ebenfalls eine Erythromelalgie. Eine Therapie mit Kortikosteroiden
fuhrte zur Remission der Beschwerden, was die These von autoimmunen Prozessen als

maogliche Ursache einer Erythromelalgie stlitzen wirde.

Eine seltene Gain-of-Function Mutation im Gen fiur die TRPA1-Unterform von Schmerz-
rezeptoren wurde bei einer achtjahrigen Patientin nachgewiesen, bei der die
Schmerzsymptomatik 3,5 Jahre zuvor begann. In der Literatur ist bislang nur ein Fall mit
TRPA1-Mutation und neuropathischen Schmerzen beschrieben (Kremeyer et al., 2010).
Dort wurden normale QST-Werte gemessen, aber keine Hautstanzbiopsie durchgefiihrt.
Generell ist der TRPA1-Rezeptor im peripheren und zentralen Nervensystem vorhanden
und fir die Schmerzwahrnehmung, -weiterleitung, und -modellierung von Bedeutung
(Malek et al., 2015, S. 1; Weyer-Menkhoff et al., 2019). Laut Kremeyer et al. (2010) fuhrt
die ,Gain-of-function“-Mutation im TRPA1-Rezeptor zu einer verstarkten Empfindlichkeit

gegenuber Reizen, z.B. durch verminderte Membranpotentiale. Die Empfindlichkeit ist
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demnach z.B. bei Mldigkeit, Kalte, Warme oder Fasten gesteigert (Obata et al., 2005).
Bei der achtjahrigen Patientin werden die Schmerzen ebenfalls bei kalten Umgebungs-

temperaturen vermehrt hervorgerufen.

Bei einer Patientin wurden eine Mikrodeletion auf der Chromosomenregion 1g21.1 und
eine Mikroduplikation bei Xq24 festgestellt. Klinisch zeigten sich deutliche, diffus verteilte
unspezifische Schmerzen mit Bauchschmerzen und einer raschen geistigen und korper-
lichen Erschopfbarkeit. Die morphometrischen Analysen ergaben verminderte Werte fur
END und SND. Hinsichtlich des Phéanotyps der Patientin liegen keine Angaben diesbe-
zuglich vor. Bei beiden festgestelliten Chromosomenverénderungen kann es zu phano-
typischen Veranderungen (z.B. vergroRRerter Kopfumfang und weitere Dysmorphiezei-
chen), mentaler/motorischer Entwicklungsverzégerung oder psychiatrischen Auffallig-
keiten (Autismus, Angststorungen u.a.) kommen (Priest et al., 1995; Brunetti-Pierri et al.,
2008; Bernier et al., 2016). Interessanterweise ist bei der Mutation am X-Chromosom
(Xg24) eine motorisch-sensorische Neuropathie beschrieben (Priest et al., 1995), die als
Unterform einer Charcot-Marie-Tooth Erkrankung Typ 2 (CMT2) gewertet werden kann
(Gemignani und Marbini, 2001). Aufgrund fehlender weiterer Untersuchungen liegen

keine Daten beziiglich einer mdglichen Diagnose einer CMT2 vor.

Die Strimpell-Lorrain-Krankheit, auch Hereditare Spastische Paraplegie genannt, wel-
che bei einem Patienten diagnostiziert wurde, stellt eine Gruppe neurodegenerativer Er-
krankungen mit zahlreichen Formen und klinischen Erscheinungsbildern dar (Kara et al.,
2016). Bei einigen Untergruppen ist eine periphere Neuropathie beschrieben (Erfanian
Omidvar et al., 2019; Toft et al., 2019). In einer Studie von Toft et al. (2019) wurden
pathologische Veranderungen der kleinen Nervenfasern (Schmerz- und Temperatur-
empfinden), aber auch teilweise bei den groRen Fasern (Vibrationsempfinden) mittels
QST festgestellt. Der Patient zeigte seit ca. zwei Monaten neuropathisch erscheinende
Schmerzen (kribbelnd mit diffuser Lokalisation), es konnte aber keine Verminderung der
END und nur eine grenzwertig-reduzierte SND festgestellt werden, was auf eine begin-

nende Schadigung autonomer SF schlie3en lassen kénnte.

Zusatzlich wurden drei Patient*innen mit der Diagnose eines hereditdren Charcot-Marie-
Tooth Syndroms (CMT) in diese Arbeit aufgenommen. Grundsatzlich wird die CMT als
neuromuskulare Erkrankung bezeichnet und in eine demyelinisierende (CMT1) sowie in
eine axonale Form (CMT2) eingeteilt (Reilly et al., 2011), wobei sich beide Formen noch-
mal in verschiedene Untergruppen mit entsprechenden Mutationsformen und entspre-
chender Klinik unterteilen lassen (Gemignani und Marbini, 2001; Murphy et al., 2012).

Die CMT1A mit PMP22-Duplikation, wie sie bei einem Patienten zu finden ist, scheint
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dabei die haufigste Unterform zu sein (Murphy et al., 2012). Die anderen beiden Pati-
ent*innen wurden mit CMT2 klassifiziert. Die Betroffenen berichteten von ungewdhnlich
starken Schmerzen und z.T. deutlichen autonomen Beschwerden. Die END sowie SND
zeigten sich grenzwertig-reduziert bis reduziert. Auch andere Studien zeigten, dass
Schmerzen und eine Beteiligung der SF nicht selten bei CMT sind (Tavakoli et al., 2012;
Laura et al., 2014) und in Bezug zueinander stehen (Pazzaglia et al., 2010). Die Leit-
symptomatik bezieht sich allerdings eher auf einer Schadigung der grof3en Nervenfasern
(Atrophie von Skelettmuskulatur, Deformitaten z.B. ein Spitzful3, vermindertes Vibrati-
onsempfinden) (Murphy et al., 2012), was bei den hier prasentierten Patient*innen durch
auffallige neurophysiologische Tests sichtbar wurde und es kdnnen auch nicht-schmerz-
hafte Formen vorliegen (Pazzaglia et al., 2010). Somit kann die CMT-Erkrankung auf-
grund der Beteiligung von grol3en peripheren Nerven nicht als SFN im klassischen Sinne

bezeichnet werden, sondern es besteht eine Beteiligung der SF.

In dieser Arbeit wurde bei 50% der untersuchten Patient*innen keine Ursache der Symp-
tomatik gefunden, wodurch die SF-Schadigung als idiopathisch bezeichnet werden
kann. Die Bezeichnung kann gewahlt werden, wenn sich nach umfangreichen klinischen
und labortechnischen Untersuchungen keine Ursache finden liel3 (Cazzato und Lauria,
2017). Die Identifikation neuer Gene, die erst im Verlauf durchgefihrte Analyse autoim-
muner Faktoren oder eine zunachst nicht festgestellte, pradiabetische Stoffwechsellage
kénnen zu einer spateren Identifikation der Atiologie fuihren. In der Literatur wird dann
der Begriff einer initial-idiopathischen SFN (iiSFN) verwendet (Oaklander und Nolano,
2019). Leider wurden in unserer Studie keine ,Follow-Up“-Untersuchungen durchge-
fuhrt. Mit einer Studiendauer von ca. drei Jahren und den retrospektiv erhobenen klini-

schen Daten wurde dennoch eine ausfuihrliche Diagnostik vorgenommen.
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6.1.4 Kleinfaserpathologie am Beispiel eines Kindes mit Morbus Pompe

In Abgrenzung zur SFN wurde in den letzten Jahren der Begriff Kleinfaserpathologie
(SFP) gepragt, bei der eine Schadigung der SF zu finden ist, klinisch aber eine Reihe an
schmerzhaften und nicht-schmerzhaften Erkrankungen dahinterstehen kénnen, die nicht
mit den klassischen Kriterien fur die Diagnose einer SFN zu beschreiben sind (Uceyler,
2016). Interessanterweise besitzen einige Erkrankungen, die primér als zentral-nervds
eingestuft wurden, zusatzlich eine Beteiligung der SF und somit des PNS wie z.B. bei
ALS oder Morbus Parkinson und dartber hinaus wurde dies auch fir einzelne lysoso-
male Erkrankungen wie Morbus Pompe beschrieben (Nolano et al., 2008; Weis et al.,
2011; Hobson-Webb et al., 2015). In dieser Arbeit sollte ein Kind mit der Diagnose eines
juvenilen Morbus Pompe (IOPD) als Beispiel fiir die Atiologie einer SFP vorgestellt wer-

den.

Einzelne Beschreibungen weisen darauf hin, dass es bei Patient*innen mit Morbus
Pompe maoglicherweise zu einer Verminderung der epidermalen SF kommt. Eine redu-
zierte END wurde bislang in zwei Patient*innen mit einem im Erwachsenenalter begon-
nenen Morbus Pompe (engl. ,/ate onset Pompe disease*, LOPD) beschrieben (Hobson-
Webb et al., 2015). Daruber hinaus deutete die Auswertung von SFN-Screening-Frage-
bdgen bei 50% der Untersuchten in dieser Studie auf eine SFN-Symptomatik hin. Insbe-
sondere Patient*innen mit LOPD geben Schmerzen an, die sich haufig nicht weiter cha-
rakterisieren lassen, was in einer Kohortenstudie mit 124 LOPD-Patient*innen gezeigt
werden konnte, von denen 45% eine regelmaRige, aber eher milde Schmerzsymptoma-

tik auRersten (Gungor et al., 2013).

Wir hatten die Mdglichkeit, die Hautbiospie eines Kindes mit IOPD zu untersuchen und
konnten zeigen, dass es bei dem 7,5-jahrigen Kind unter ERT mit rekombinanter GAA
zu einer Verminderung der somatosensorischen und autonomen peripheren Nervenfa-
sern kam. Zudem wurde bei dem Patienten ein geringer Verlust an myelinisierten und
unmyelinisierten Fasern in einer Nervenbiopsie und eine Myopathie in einer Muskelbi-
opsie festgestellt. Letztere ist eher fur die zunehmende Muskelschwéche des Patienten
verantwortlich zu machen als die Veranderungen am peripheren Nerv oder dem Zentral-
nervensystem. Es konnten nur geringe Glykogenanreicherungen in Schwann-Zellen des
biopsierten N. suralis sowie keine Verdnderung der Myelinscheiden nachgewiesen wer-
den, was auf eine Axondegeneration durch Glykogenspeicherung im DRG hinsichtlich
der Genese der Neuropathie schliel3en lassen wirde. Dies konnte bereits in Mausmo-

dellen zu der Erkrankung aufgezeigt werden (Sidman et al., 2008; Hordeaux et al., 2017).
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Auf der anderen Seite waren bei unserem Patienten Glykogenablagerungen in den ar-
teriellen Gefallwanden am N. suralis zu sehen, woraus die Hypothese aufgestellt werden
koénnte, dass es durch die Ablagerungen zur lokalen Hypoxie und schlie3lich zu einer
axonalen Schadigung mit langenabhangiger SFP kommt. Eine zusatzliche proximale
Hautbiopsie wére hilfreich gewesen, um eine morphologische Differenzierung in eine
lAngenabhéngige oder eine nicht-langenabhangige Auspragung der SF-Schadigung vor-
zunehmen und auf den Ort der Schadigung riickschlieRen zu kénnen. In Fallstudien mit
einem zweijahrigen Madchen mit IOPD (Burrow et al., 2010) und finf Erwachsenen mit
LOPD (Lamartine S Monteiro und Remiche, 2019) war die nervale Schadigung ferner
axonal bedingt und nicht demyelinisierend. Andere Studien zeigten hingegen eine
demyelinisierende PNP mit Glykogenanreicherung in Schwannzellen peripherer Nerven
(Pena et al., 2015) und demyelinisierende Prozesse in GAA-Knock-out Mausen (Falk et
al., 2015), sowie eine Einlagerung von Glykogen in Schwann-Zellen peripherer Nerven
bei autopsierten Patient*innen mit LOPD (Hobson-Webb et al., 2012).

Ein Einfluss der Krankheitsdauer sowie der Dauer der ERT auf die Auspragung der SF-
Beteiligung bei Morbus Pompe wurde nicht untersucht, was z.B. durch zusatzliche Haut-
biopsien im Zeitverlauf méglich gewesen wéare (MacDonald et al., 2019). Dadurch kann
keine Aussage dariiber getroffenen werden, ob die gefundene SF-Beteiligung beispiels-
weise durch die ERT abgemildert oder verstarkt wurde. Die ERT kann die Blut-Hirn-
Schranke nicht passieren (Ebbink et al., 2018). Hingegen deuten Untersuchungen an
Patient*innen mit Morbus Fabry unter ERT darauf hin, dass die peripheren Anteile der
Nerven fUr eine ERT zuganglich sind, da es zu Verbesserungen der Temperaturwahr-
nehmung und Schwei3produktion unter Therapie kam (Schiffmann et al., 2003). Daten
an LOPD-Patient*innen weisen jedoch darauf hin, dass die Dauer der ERT mit einer
zunehmenden Symptomatik hinsichtlich einer SF-Schadigung korreliert (Hobson-Webb
et al., 2015).
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6.2 Methodendiskussion und Limitationen

In dieser Arbeit wurde die Methode der Immunfluoreszenzfarbung (IF) zur Darstellung
der kleinen Nervenfasern gewahlt. In diversen Studien wurde gezeigt, dass aber auch
eine immunhistochemische Anfarbung (IH) der Hautbiopsie eine valide Mdglichkeit zur
Visualisierung der dermalen und epidermalen Nervenfasern darstellt (Lauria et al.,
2010b). Die Art der Darstellung hat keinen Effekt auf die Reliabilitat sowie die diagnosti-
sche Effizienz der Methodik (Lauria und Devigili, 2007; Nolano et al., 2015), dennoch ist
beschrieben, dass die Immunfluoreszenz eine héhere Auflosung der Nervenfasern bietet
und somit eine etwas bessere Sensitivitdt ermdglicht (Nolano et al., 2015). So liegen die
Referenzwerte flr gesunde Proband*innen bei der IF héher als bei der IH (Provitera et
al., 2016; Lauria et al., 2010a).

In der Literatur sind ferner eine Reihe an weiteren Parametern zur Bewertung des Zu-
standes der kleinen Nervenfasern - sowohl fiir die epidermalen Nervenfasern (z.B. axo-
nale Auftreibungen, Lange der ENF) als auch fir die Schweil3drisen innervierenden
Nervenfasern (z.B. ungleichmafiigere Innervation, Umfangszunahme der SF) - beschrie-
ben (Lauria et al., 2010b; Loavenbruck et al., 2014; Cheung et al., 2015; Karlsson et al.,
2015). In dieser Arbeit wurde durch die Analyse der END und SND nur eine rein quanti-
tativ-morphometrische Beschreibung der Nervenfasern vorgenommen. Die Betrachtung
weiterer morphologischer Veranderungen kénnte in nachfolgenden Untersuchungen zu-
sétzliche Informationen Uber den Zustand der SF bieten, ist aber aufgrund der zum Teil
nur qualitativen Beschreibung und durch fehlende einheitliche Kriterien subjektiver Natur

und zudem zusatzlich zeitintensiv.

Insbesondere aufgrund des hohen Zeitaufwandes der manuellen Analyse der END und
SND wurde in den letzten Jahren nach Methoden gesucht, die Auswertungen zu be-
schleunigen und zu automatisieren, was zu einer effizienteren Anwendung in der klini-
sche Diagnostik fuhren kdnnte (Bergwerf et al., 2019). Diesbezugliche, aktuelle Ansatze
wurden mit Verfahren des ,Deep-Learnings*® zur automatisierten Analyse der epiderma-
len Nervenfaserdichte (Bergwerf et al., 2019) und computergestitzten Vorgehensweisen
fur die SND (Minota et al., 2019) beschrieben. Automatisierte Herangehensweisen mit
konfokaler Mikroskopie und 3D-Rekonstruktion scheinen nach neuesten Arbeiten der
manuellen Auszahlung im zeitlichen Aufwand und womaglich auch in der Prézision der
Erkennung von Nervenfasern Uberlegen zu sein (Gibbons et al., 2010; Minota et al.,
2019; Bergwerf et al., 2019).

Die Farbung der Hautbiopsien erfolgte in sogenannter ,Free-Floating“Methode, bei der

die Schnitte in Pufferfliissigkeit und mit den zugesetzten Antikdrpern in kleinen Napfchen
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schwimmen. Die jeweiligen Antikdrper und Pufferlosungen werden zu- und abpipettiert,
wodurch die Hautschnitte in Mitleidenschaft gezogen werden kénnen. Dies kann insbhe-
sondere die Schweil3driisen betreffen, da diese eigenbettet in das subkutane Fettge-
webe am dermal-epidermalen Ubergang liegen und sich leicht durch den Farbevorgang
ablésen kdnnen. Dies ist sicherlich auch eine Erklarung dafiir, dass bei sechs Proben
keine Schweil3driisen bzw. zu wenige fir die Analyse zu finden waren. Hier ware mog-
licherweise ein schonenderes pipettieren von Vorteil gewesen. Da die Auswertung der
SND zusammen mit der END erfolgen sollte, stellte eine ,On-Slide“Technik keine Alter-
native dar, da die ,Free-Floating““Methode zur Analyse der END empfohlen wird und es
nur unzureichende Daten zur ,On-Slide“Methode gibt (Nolano et al., 2015). Hinsichtlich
der Untersuchung der Schweil3drisen wurde, wie bereits erwahnt, mit Antikdrpern ge-
gen PGP 9.5 eher eine strukturelle Untersuchung der Schweil3driiseninnervation durch-
gefuhrt statt einer funktionellen. Dies hatte mit der Anwendung weiterer Antikorper (z.B.

VIP) untersucht werden kénnen (Liu et al., 2015).

Die klinischen Daten wurden in dieser Arbeit retrospektiv analysiert und standardisierte
Fragebdgen/Klassifikationen zur Erfassung der Schmerzsymptomatik und der Be-
schwerden, die das autonomen Nervensystem betreffen, waren nicht verfiigbar. Aul3er-
dem wurden keine standardisierten Untersuchungen, z.B. eine QST, durchgefiihrt, um
klinische Zeichen einer SFN (z.B. Allodynie oder Starke der Schmerzwahrnehmung) zu
verifizieren. Dies ware hilfreich gewesen, um die morphometrischen Ergebnisse der
END und SND in einen differenzierteren, statistischen Zusammenhang mit einzelnen

Punkten der klinischen Symptomatik/klinischen Zeichen setzen zu kénnen.

Bei den Patient*innen mit Schmerzsymptomatik wurden lediglich Biopsien von distaler
Lokalitdt entnommen. Interessant ware ein Vergleich der distalen Werte mit proximalen,
die vom Oberschenkel enthommen wurden (z.B. bei den Patient*innen mit diffuser
Schmerzverteilung) oder dem Patienten mit Morbus Pompe gewesen. Dies wirde eine
Einteilung in langenabhangige und nicht-langenabhange SFN ermdglichen und Hin-
weise auf den Ursprung der SF-Schadigung geben (distale Axone vs. DRG) (Gemignani
et al., 2010). Aus ethischen Gesichtsgrinden wurde in dieser Arbeit darauf verzichtet.
Wir konnten zwar keinen Zusammenhang zwischen Krankheitsdauer und END oder
SND schon allein aufgrund der kleinen Stichprobe feststellen; trotzdem ist nicht auszu-
schlie3en, dass z.B. bei den 35% der Patient*innen mit grenzwertig-reduzierter END
diese im weiteren Verlauf abnimmt, was eine Analyse von ,Follow-up“Biopsien ermog-
lichen kénnte (MacDonald et al., 2019).
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6.3 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit wurden die kleinen somatosensorischen und autonomen Nervenfasern
in Hautstanzbiopsien von Kindern und Jugendlichen mit und ohne chronische Schmer-
zen sowie Symptomen des autonomen Nervensystems untersucht. In rund 50% der Pa-
tient*innen mit Schmerzsymptomatik konnte eine verminderte Anzahl an somatosenso-
rischen als auch autonomen Fasern gefunden werden, die in Zusammenhang mit der
klinisch prasentierten Symptomatik stehen. Die Daten verdeutlichen einen diagnosti-
schen Nutzen der Hautbiopsie bei Betroffenen mit unklaren Schmerzbeschwerden und
Symptomen, die das autonome Nervensystem betreffen. Dadurch sollte eine SFN bei
Kindern und Jugendlichen mit chronischen Schmerzen differenzialdiagnostisch erwogen
werden. Weiterfuhrende Diagnostik hinsichtlich der individuellen Genese und der an-
schlieRenden Einleitung einer entsprechenden Therapie ist dabei insbesondere fiir eine
langfristige Prognose des Krankheitsverlaufs von groRer Bedeutung. Darlber hinaus ist
es wichtig, z.B. fur die Altersgruppe ausgelegte Schmerzfragebdgen einzusetzen, um
die Diagnose im Kontext der Hautstanzbiopsie valider betrachten und die Schmerzsymp-
tome und die entsprechende Klinik besser charakterisieren zu kdnnen. Eine SFN-Diag-
nose bedeutet ferner zusatzlich eine Polyneuropathie abzuklaren, da dort neben den
kleinen Nervenfasern auch die Grof3en betroffen sein kénnen, was zu zuséatzlichen
Komorbiditaten fiihren kann. In weiteren Studien mit gré3erer Proband*innenzahl sollten
altersabhangige Referenzwerte fur gesunde Kinder und Jugendliche im Hinblick auf die
hier untersuchten Parameter gefunden und die Schadigung der kleinen Nervenfasern in
gréReren Kohorten Betroffener untersucht werden. So kann eine bessere Einordnung
von Studienergebnissen, aber auch von den Messwerten einzelner Patient*innen in der

Routinediagnostik fur Kinder und Jugendliche gelingen.
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7 Zusammenfassung

Eine pathologische Veranderung der kleinen somatosensorischen und autonomen Ner-
venfasern (engl.: ,small fiber“, SF) kann zu neuropathisch-sensorischen Krankheitszei-
chen (brennende Schmerzen, Parasthesien, u.a.), autonomen Symptomen (Hyper-
hidrose, Schwindel, Verstopfung u.a.) und weiteren unspezifischen Beschwerden (Fati-
gue u.a.) fihren. Dies bringt haufig eine deutliche Einschrankung der Lebensqualitat be-
troffener Personen vom Kindes- bis zum Erwachsenenalter mit sich. Bei vielen Pati-
ent*innen ist die Diagnose oft schwierig und damit eine gute Therapie meist nicht moég-
lich. Im Erwachsenenalter ist die Analyse der epidermalen Nervenfasern an einer Haut-
biospie eine etablierte Methode zur Diagnose einer Pathologie der SF und es gibt etab-
lierte Normwerte fiir Proband*innen > 20 Jahre. Fur Kinder und Jugendliche dagegen
liegen nur wenige Studien beziiglich einer histopathologischen Analyse der SF in Zu-
sammenschau mit der klinischen Symptomatik sowie einer mdglichen Atiologie vor.

Normwerte sind bislang nicht publiziert.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob in Hautbiopsien von 26 Kindern und Ju-
gendlichen mit ungeklarter Schmerzsymptomatik (7 - 20 Jahre) die epidermale Nerven-
faserdichte (END) und die Schwei3driiseninnervationsdichte (SND) pathologisch veran-
dert waren und eine Korrelation der Ergebnisse mit den klinischen Daten bestand. Nach
unserem Wissen ist dies die bisher grofite untersuchte Kohorte mit dieser Fragestellung.
Darlber hinaus wurden bei 15 Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik (7 Monate -
19 Jahre) die END und SND hinsichtlich einer altersabhangigen Verminderung analy-
siert. Ferner wurde bei einem 7,5 Jahre alten Kind mit der Diagnose einer angeborenen
Muskelerkrankung (Juveniler Morbus Pompe, IOPD) die Fragestellung untersucht, ob

das periphere Nervensystem - also die SF - bei dieser Erkrankung mitbetroffen ist.

Bei 50% der Patient*innen mit Schmerzsymptomatik zeigte sich eine reduzierte END,
sowie bei 55% eine reduzierte SND, wobei keine Korrelation mit der Schmerzlokalisation
oder der Krankheitsdauer vorlag. Eine Atiologie der SF-Schadigung wurde bei 50% ge-
funden. Dazu z&ahlten hereditare, metabolische und gré3tenteils autoimmune Erkrankun-
gen. Die Analyse der END bei den Proband*innen ohne Schmerzsymptomatik zeigte
eine signifikante Abnahme der END mit zunehmendem Alter. Bei dem Kind mit IOPD
konnte eine Beteiligung der SF und somit des peripheren Nervensystems nachgewiesen
werden. Unsere Daten verdeutlichen zusammenfassend einen diagnostischen Nutzen
der Hautstanzbiopsie bei Kindern und Jugendlichen mit unklaren Schmerzbeschwerden
sowie Symptomen, die das autonome Nervensystem betreffen, und eine Notwendigkeit

von Normwerten fur die hier untersuchten Parameter in dieser Altersgruppe.
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8 Summary

A damage of the small somatosensory and autonomic nerve fibers (SF) can lead to neu-
ropathic (e.g. burning/prickling pain, paraesthesia, allodynia), autonomic (e.g. hyperhi-
drosis, dizziness, constipation, diarrhoea), and other unspecific symptoms (e.g. fatigue,
restless-leg syndrome). This often results in an impaired daily life of infant and adult
patients. Diagnosing an SF impairment and to treat the symptoms and the underlying
disease is often difficult. In adults, the analysis of epidermal nerve fibers from a skin
punch biopsy provides an established method to diagnose an SF pathology. Normative
values are available in patients >20 years of age, but not for younger patients. However,
there is only a small number of studies undergoing a histopathologic analysis in correla-

tion with clinical presentation and possible aetiologies of the SF damage in children.

Aim of this study was to examine the epidermal nerve fiber density (END) and sudomotor
nerve fiber density (SND) from skin biopsies of 26 children and adolescents (aging 7 to
20 years) with pain of unknown origin. The results were compared with clinical data. To
the best of our knowledge, this is the largest cohort of young patients where skin biopsies
were performed. Above, skin biopsies of 15 subjects without a history of pain aging 7
months to 19 years were analysed considering an age-dependency of END and SND.
Additional, in a 7.5-year old child with an innate muscle disease (infantile-onset Pompe
disease, IOPD), we examined, if the peripheral nervous system, hence the SF, was also

affected.

In our patients, END was reduced in 50% and SND in 55%. No correlation was found
between morphometric data and localisation or duration of pain. An underlying aetiology
of the SF damage was found in 50% of the patients mostly with autoimmune diseases,
but also hereditary or metabolic causes were found. There was a significant reduction of
END with increasing age in young subjects without pain. Considering the child with IOPD,
lowered values for END and SND were found, which highlights an involvement of the

peripheral nervous system in the pathogenesis of the disease.

Our data emphasize a diagnostic benefit of skin biopsies in children and adolescents
with pain of unknown origin and symptoms affecting the autonomic nervous system. Ref-

erence values for healthy controls younger than 20 years of age are needed.
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9 Abklrzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ACh Acetylcholin

AFT Autonome Funktionstestung, engl. ,autonomic function testing*
AK Antikorper

AOI Interessensgebiet, engl.: ,area of interest”

bzw. beziehungsweise

bspw. beispielsweise

Bz Blutzucker

Ca?* Calcium

Caspr Contactin associated protein 1

CGRP Calcitonin Gene-Related Peptide

COLG6A5 Kollagen Typ VI, alpha 5

DBH Dopaminbetahydroxylase

DRG Dorsalwurzelganglion, engl.: ,dorsal root ganglion®
EFNS/PNS Gui- European Federation of Neurological Societies/Peripheral Nerve
delines Society

END epidermale Nervenfaserdichte

ENF epidermale Nervenfasern

ERT Enzymersatztherapie

HSAN IV Hereditére sensorische und autonome Neuropathie Typ IV
IF Immunfluoreszenz

IgG Immunglobulin G

IH Immunhistochemie

IOPD infantiler Morbus Pompe, engl.: ,infantile onset Pompe disease*
k.A. keine Angabe

LF groRekalibrige Nervenfasern, engl. ,large fiber”

LFN Grol3faserneuropathie, engl.: ,/arge fiber neuropathy“

M. Musculus

MBP Myelin-basisches Protein

mdNB myelinisierte dermale Nervenbiindel

MEFV Mutationsspektrum bei familiarem Mittelmeerfieber

MR Mechanorezeptoren

N. Nervus

NLG Nervenleitgeschwindigkeit

NO Stickstoffmonoxid

OEX Obere Extremitat

PFA Paraformaldehyd
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PGP 9.5 Protein-Gen-Produkt 9.5

PNP Polyneuropathie

QST Quantitativ-sensorische Testung

RLS Restless-Leg-Syndrom

S.C. subkutan

SCNXxA Neuroendokriner Natriumkanal Nr. X

SF kleine Nervenfasern, engl.: ,small fiber”

SFN Kleinfaserneuropathie, engl.: ,small fiber neuropathy*

SFP Kleinfaserpathologie, engl.: ,small fiber pathology*

SND Schweil’driseninnervationsdichte, sudomotorische Nervenfaserdichte,
engl.: ,sudomotor nerve fiber density*

SP Substanz P

TRPA1 Transient receptor potential ankyrin 1

TS-HDS Trisulfatiertes Disaccharid 1do-A2S-GICNS-6S

TST Thermoregulatorische Schweif3testung

UEX Untere Extremitét

VAS Visuelle Analog Skala

VIP Vasoaktives intestinales Polypeptid

z.B. zum Beispiel

ZNS Zentralnervensystem
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13 Anhang
13.1Gerate

Fluoreszenz-Mikroskop DM 2000

Leica, Wetzlar

Kamera DFC450C

Leica, Wetzlar

Kryostat Leica CM1950

Leica, Wetzlar

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P2

Gilson Inc., Middletown, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P10

Gilson Inc., Middletown, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P20

Gilson Inc., Middletown, USA

Manuelle Pipette Gilson Pipetman® P1000

Gilson Inc., Middletown, USA

Schiittler Titramax 101

Heidolph, Schwabach

Vortexer M21/1

Frane G

Vortexer Ikanag KMC-1

IKA Labortechnik, Staufen im Breisgau

Zentrifuge klein

unbekannt

Zentrifuge groR

unbekannt

13.2 Software

Citavi 6

Zitationsprogramm

Fiji-lmageJ (Version 1.51n)

Auswertung der Schweif3driiseninnervation

GraphPad Prism 7

Statistische Auswertung

Leica Application Suite (Version 4.7.1)

Aufnahme und Ausmessung der Schweil3dri-

sen bzw. Hautareale

13.3 Verbrauchsmaterialien

2-Methylbutan

Merck, Darmstadt

24-well Platten

Becton-Dickinson, New Jersey, USA

Objekttrager Superfrost

Langenbrinck, Emmendingen

Deckgléasschen (24x50 mm)

Roth, Karlsruhe

Nitrilhandschue

Ansell, Belgien

Falcon-Rdhrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich

Pipettenspitzen (200 pl, 1000 ul)

Eppendorf, Hamburg

Pipettenspitzen (10 pl)

Nerbe Plus, Winsen-Luhe

Parafilm M Verschlussfolie

Parafilm, Oshkosh, WI, USA

Tissue-Tek

Sakura, The Netherlands

Triton X-100

Serva, Heidelberg

Fluoroshield Mounting Medium with Dapi
20ml

Abcam, Cambridge, UK
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13.4Zusammensetzung der Gebrauchslésungen
Antikdrper-Verdinnungslésung: 1g BSA (Kihlschrank)

0,3 ml (besser 0,3g abwiegen) Triton X 100
0,1 ml (besser 0,1g abwiegen) Tween 20
auf 100 ml 0,1M PBS bei 4°C lagern

10x PBS-Stammldsung: fr 500 ml fur1L
NaH>PO4~H>0 2649 529
Na;HPO4~H0 6,229 12,44 g
NacCl 38,09 76,09

PH-Wert auf 7,4 mit 1 N NaOH einstellen

Fur den Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. verdinnen

0,1% Triton-PBS:

- 0,1ml (besser 0,1g abwiegen) Triton X 100 auf 100ml 0,1M PBS

Zamboni-LOsung:

- 20g Paraformaldyd zu 150ml Pikrinsaurelésung und fiir 2 Stunden bei 60°C in
den Warmeschrank stellen

- mit verdinnter 2,5% NaOH tropfenweise neutralisieren bis die Losung klar ist

- Filtrieren und mit Phosphatpuffer (1xPBS) auf 1000ml auffiillen

10%-Succrose-Loésung:

- 109 Succrose in 100ml 1xPBS auflésen
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13.5Skalierung des Fluoreszenzmikroskop Leica DM 2000

Als Referenzwerte fiir das Raster zur Darstellung der Schweil3driseninnervation von
Gibbons et al. (2009), das aus leeren Kreisen besteht, wird pro Kreis ein Durchmesser
von 10 um angegeben. Die Kreise stehen in einem horizontalen Abstand von 50 um und
vertikal 25 um zueinander (Abb. 13). Da die Skalenverhaltnisse bei ImageJ in Pixel an-
gegeben werden, mussen die obenstehenden metrischen Angaben entsprechend in Pi-
xel umgerechnet werden. Zundchst muss dafiir das Verhaltnis aus Pixel und Millimeter
fur das entsprechende Mikroskop (hier Leica DM 2000) sowie die jeweiligen Objektive
bestimmt werden. Dafilir wurde in dieser Arbeit ein Lineal unter dem Mikroskop mit dem
5-fach Objektiv platziert und eine Strecke von 2 mm abgemessen (Abb. 27A). In ImageJ

wurde anhand dieser Strecke die Anzahl der entsprechenden Pixel bestimmt und auf die

1999668 prm

B Leica Aufnahme mit 5x-VergréRerung
VergréBerung x5 x20
Lange in Pixel: 2049 8200
Referenzwert (um): 2000 2000
1,0245 4,1
wm 10 25 50
Pixel 41 102,5 205

Abbildung 27: Vorgehen zur Skalierung von metrischen
Verhaltnissen in Pixel. Referenzstrecke fiir die Skalierung in
ImageJ (A) und Umrechnung der metrischen Werte in Pixel
entsprechend der VergréRerung des Objektivs (B)

20-fach Vergrof3erung fur die Aufnahme der Schwei3driisen umgerechnet (Abb. 27B).
Fur das Objektiv mit 20-facher VergroRerung ergeben sich somit fir den Durchmesser
der Kreise 41 Pixel, fur den horizontalen Abstand 205 Pixel und den vertikalen 102,5

Pixel.
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13.6 Protokoll Immunfluoreszenz-Doppelfarbung fir PGP 9.5 und
Anti-MBP Antikorper

Je sechs 50-um grof3e Schnitte pro Biopsie in einem Well
0,1% Triton X-100/PBS => 0,1g Triton auf 100g Gebrauchslésung PBS
1. Tag
3 x 10 min waschen mit 0,1% Triton X-100/PBS
Inkubation mit Primarantikérpern tGber Nacht bei RT auf Schiittler (500 pl pro Well)
PGP 9.5 1:1000
Anti-MBP 1:250
+ Antikdrperverdinnungslésung (Zusammensetzung siehe Anhang 13.4)
2.Tag
3) 3 x 15 min wachen mit 0,1% Triton X-100/PBS

4) Inkubation mit Sekundarantikérpern bei RT auf Schittler Gber 3 Stunden (470 ul pro
Well)

- Ab diesem Punkt auf Arbeiten im Dunkeln achten -

Vor Benutzung der Sekundar-Antikdrper (AK), diese in Original-R6hrchen kurz an zent-
rifugieren (auf 2000 rpm und sofort wieder auf Stopp stellen). Nach Mischung der Se-
kundar-Ak mit Antikérperverdinnungslésung die Falconrohrchen auf 3000 rpm zentrifu-
gieren und dann die Drehzahl auf O zurickstellen. Vor Inkubation mit Sekundar-Ak
Wachlésung méglichst komplett absaugen. Cave: Beim Ubertragen der Sekundar-Ak

aus den Original-Réhrchen bzw. den Falconréhrchen nicht vom Boden pipettieren!
Alexa Fluor 488 1:1000
Alexa Fluor 568 1:500
+ Antikorperverdiinnungslésung (Zusammensetzung siehe Anhang 13.4)
5) 3 x 15 min waschen mit 0,1M PBS
6) Schnitte auf Objekttrager bringen
7) 1,5h im Dunkeln trocknen lassen

8) Mit Fluoreszenz-Mounting Medium mit DAPI (Abcam) eindecken
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