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1 Einleitung

1.1  Definition Schmerz

Die IASP (International Association for the Study of Pain) definiert Schmerz als
,unangenehmes Sinnes- und Geflihlserlebnis, das mit einer tatsachlichen oder potentiellen
Gewebeschadigung einhergeht” (Raja, Carr et al. 2020).

Diese Gewebeschadigungen kdénnen zum Beispiel durch chemische, thermische und
mechanische Noxen, aber auch durch Fehl- oder Uberbelastungen oder durch Krankheiten
(wie zum Beispiel Diabetes, Infektionen, Polyneuropathie oder Herpes Zoster) verursacht

werden.

Um Schmerzen weiter differenzieren zu kdnnen, werden verschiedene Schmerzformen und

—stadien unterschieden, welche im Folgenden (siehe Punkt 1.3) beschrieben sind.

1.2 Epidemiologie des chronischen Schmerzes

Chronischer Schmerz ist ein weit verbreitetes Phanomen in der modernen westlichen
Gesellschaft und dariiber hinaus ein gravierendes Problem der Gesundheitsflirsorge. Schon
seit mehr als zehn Jahren ist bekannt, dass etwa ein Flnftel der europdischen Bevélkerung
von chronischen Schmerzen betroffen und zu Hause oder am Arbeitsplatz beeintrachtigt ist
(Breivik, Collett et al. 2006).

Allerdings werden nur 2% der Patienten, die eine Behandlung durch spezialisierte
Schmerztherapeuten bendtigen, adaquat behandelt (Breivik, Collett et al. 2006, Smith and
Torrance 2011). Ergebnisse einer reprasentativen Stichprobe zur schmerztherapeutischen
Versorgung in Deutschland zeigen, dass 31,9% der Patienten mit beeintrachtigenden
Schmerzen von einem Schmerzspezialisten behandelt wurden und unterstreichen den

derzeitigen Mangel an Therapeuten (Hauser, Schmutzer et al. 2014).



1.3  Schmerzformen

Eine Einteilung von Schmerzen erfolgt oft anhand der Intaktheit des somatosensorischen
Systems. Hierbei werden nozizeptive, noziplastische, neuropathische und gemischte
Schmerzen unterschieden (Kosek, Cohen et al. 2016).

Die Erregung von peripheren sensorischen Nozizeptoren durch gewebereizende oder
—schadigende Stimuli (mechanisch, chemisch oder thermisch) vermittelt nozizeptiven Schmerz
(Kehlet, Jensen et al. 2006). Das nozizeptive System bleibt hierbei intakt (Wolfe and Michaud
2007). Beispiele fir diese Schmerzform kdnnen zum Beispiel Verbrennungen, Veradtzungen,
Entziindungsschmerz, Schmerz nach Quetschungen oder Stauchungen sein.

Liegt eine Verdanderung des schmerzverarbeitenden Systems ohne Gewebeschaden vor (wie
es bei Fibromyalgie oder dem komplexen regionalen Schmerzsyndrom (CRPS) der Fall sein
kann (Trouvin and Perrot 2019)), so werden auftretende Schmerzen als noziplastisch
beschrieben (neue Definition der IASP seit 2017 (Raja, Carr et al. 2020)).

Als neuropathischen Schmerz bezeichnet man Schmerz, der als direkte Folge einer Irritation
oder Schadigung im somatosensorischen System (peripher und/oder zentral) entsteht
(Finnerup, Haroutounian et al. 2016, Kosek, Cohen et al. 2016, Colloca, Ludman et al. 2017).
Typische Erkrankungen mit neuropathischen Schmerzkomponenten sind die Postzosterische
Neuralgie, Schmerzen bei Polyneuropathien, Schmerzen nach Riickenmarkverletzungen, die
Trigeminusneuralgie sowie Phantomschmerz.

Nozizeptiver und neuropathischer Schmerz sind oft nicht eindeutig voneinander abgrenzbar,
sondern liegen gemeinsam als ,gemischter Schmerz“ vor (Kosek, Cohen et al. 2016): Bei vielen
Erkrankungen kommt es gleichzeitig zur chronischen Erregung afferenter Nerven (nozizeptiv)
und zur Schadigung der Nervenwurzeln (neuropathisch). Ein typisches Beispiel flir gemischte
Schmerzen sind Riickenschmerzen im Rahmen von Bandscheibenvorfallen, welche
neuropathische (Nervenwurzelkompression mit ausstrahlenden Schmerzen) sowie
nozizeptive Schmerzkomponenten (lokaler Bindegewebs-/ Gelenks- oder Muskelschmerz)

haben kénnen.

Es konnen weitere Schmerzformen definiert werden: Schmerz, der aufgrund einer
inaddquaten Funktion der (physiologischen und biochemischen) Regulationssysteme

entsteht, wird als funktioneller Schmerz bezeichnet. Beispiele hierfiir sind die fehlerhafte



motorische Steuerung der Skelettmuskulatur (Hartspann, Schmerzen bei Fehlhaltung) sowie
die Fehlregulation der Wirkung von Neurotransmittern (bei Migrane).

Psychische bzw. psychosoziale Faktoren kénnen Hauptursache fiir Auftreten und Intensitat
von somatoformem Schmerz sein. Das Auftreten von Schmerzen nach psychischer Belastung

zahlt hierzu (Pschyrembel 2013).

1.3.1 Definition Neuropathischer Schmerz
Als neuropathischen Schmerz bezeichnet man das Resultat einer Erkrankung oder Lasion des
somatosensorischen Systems inklusive der peripheren Fasern (A-beta, A-delta und C Fasern)
und der zentralen Neurone (Colloca, Ludman et al. 2017). Dabei kénnen entweder periphere
Nerven durch eine Vielzahl entziindlicher, metabolischer, mechanischer oder toxischer
Prozesse geschadigt werden, oder Lasionen des Riickenmarks oder Gehirns z.B. durch
Schlaganfille, Entziindungen oder Medikamente zu zentralen neuropathischen Schmerzen

fliihren (Sommer 2003).

Bei der Entstehung und bei der Verarbeitung der neuropathischen Schmerzkomponente kann
sowohl eine Abnahme der Erregbarkeit durch verminderte Nervenaktionen als auch eine
Ubererregbarkeit durch verstirkte neuronale Aktivitit auftreten und Einfluss nehmen (Baron,
Binder et al. 2010).

Unabhangig von der zugrundeliegenden Erkrankung unterscheidet man daher sogenannte
Positiv- (verstarktes sensorisches Empfinden) und Negativsymptome (vermindertes
sensorisches Empfinden) (siehe Tabelle 1). Kennzeichnend fir die Variabilitat des
neuropathischen Schmerzes ist, dass beide Symptomgruppen durchaus auch gemeinsam

auftreten konnen (Baron, Binder et al. 2010).



Positivsymptome

Verstarktes sensorisches Empfinden

Hyperalgesie Ein schmerzhafter Reiz wird verstarkt schmerzhaft
wahrgenommen
Parasthesie Empfindungsstérung wie ,Ameisenlaufen” oder
Kribbeln
Dysasthesie Missempfindung, die schmerzhaft ist
Allodynie Ein  nicht-schmerzhafter  Stimulus wird als
schmerzhaft wahrgenommen
Spontane Schmerzattacke EinschieRend, kurz anhaltend
Brennschmerz Schmerz wird als brennend beschrieben

Negativsymptome

Reduziertes sensorisches Empfinden

Hypalgesie Reduzierte Schmerzwahrnehmung

(Therm-) Hypasthesie reduzierte Empfindlichkeit auf nicht-schmerzhafte

(thermische) Reize

Pallhypasthesie Reduziertes Vibrationsempfinden

Tabelle 1: Typische Symptome neuropathischer Schmerzen

Angelehnt an:

Baron, R., A. Binder, and G. Wasner, Neuropathic pain: diagnosis, pathophysiological mechanisms, and
treatment. Lancet Neurol, 2010. 9(8): p. 807-19. Gierthmiihlen, J., Baron, R. Neuropathic Pain. Semin
Neurol 2016; 36:462-468.

Mit einer Pravalenz von 7-10% (Colloca, Ludman et al. 2017) ist der neuropathische Schmerz
eine relativ haufige Erkrankung (Moalem and Tracey 2006). Es sind haufiger Frauen als Manner
(8% vs. 5,7%) betroffen, auBerdem nimmt die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit héherem
Alter zu (8,9% Patienten >50 Jahre vs. 5,6% Patienten <49 Jahre; (Colloca, Ludman et al. 2017)).
Die genauen Mechanismen der Schmerzentstehung sind bisher nur unzureichend bekannt,
daher ist die Symptomkontrolle besonders schwierig zu erreichen: Von 151 Patienten mit
neuropathischen Schmerzen unterschiedlicher Ursache klagten 72,8% (iber eine

unzureichende Schmerzkontrolle (Gilron, Bailey et al. 2002).



1.3.2 Akuter Schmerz
Akuter Schmerz hat die physiologische Funktion eines Warnsignals und soll den Koérper
schiitzen (Elman and Borsook 2016). Der akute Schmerz nimmt in der Regel mit dem Grad der
Ausheilung des urspriinglich auslosenden Traumas ab.
Krankheitswert erhalt der Schmerz dann, wenn er langer als drei Monate anhalt, obwohl er
seine Ursache verloren hat, denn damit hat er auch seine Funktion verloren (Kehlet, Jensen et

al. 2006).

1.3.3 Chronischer Schmerz
Chronische Schmerzen gehen mit einer abnormen neuronalen Aktivitdt im ZNS einher und
verursachen eine Uberempfindlichkeit des nozizeptiven Systems.
Eine adaptive ,kurze” Antwort auf Gewebeschaden entwickelt sich zu einer langanhaltenden
maladaptiven Erkrankung, dafiir sind vermutlich Sensibilisierungsprozesse verantwortlich:
Diese fiihren zu Schmerzen, die nach der Ausheilung der urspriinglichen Verletzung oder der

ursachlichen Krankheit autonom weiterbestehen.

Aber nur ein Teil der Patienten entwickelt nach dem akuten auch einen chronischen
Schmerz: Bei 7-18% der Bevolkerung (Bouhassira, Lanteri-Minet et al. 2008) bleibt der
Schmerz nach der Ausheilung der Verletzung bestehen und gelangt in ein Stadium des
chronischen neuropathischen Schmerzes (Austin and Moalem-Taylor 2010). Warum ist das

so? Gibt es Risikofaktoren oder Marker fiir die Entwicklung eines chronischen Schmerzes?

1.3.4 Periphere und zentrale Sensibilisierung
Gewebetrauma sowie -entziindung fihren (voriibergehend) zu einer Sensibilisierung und
leichteren Erregbarkeit umliegender Nozizeptoren (Baron, Hans et al. 2013). Diese periphere
Sensibilisierung geht in der Regel mit zunehmender Ausheilung zuriick.
Bei der zentralen Sensibilisierung kommt es aufgrund einer Schadigung des zentralen
Nervensystems oder aufgrund einer dauerhaften Weiterleitung nozizeptiver Stimulation bei
geschadigtem peripherem Nervensystem zu strukturellen Veranderungen des nozizeptiven

Systems und der Aktivitat beteiligter Neurone.



Ein typisches Symptom zentraler Sensibilisierung stellt z.B. die Allodynie dar: Eigentlich nicht-
schmerzhafte Reize (wie Berlhrung oder ein Windhauch) werden als schmerzhaft
wahrgenommen (Baron, Binder et al. 2010). Pathophysiologisch liegen u.a. Umbauprozesse
im Hinterhorn des Riickenmarks zugrunde, bei denen Verbindungen zwischen
Berlihrungsafferenzen und zentralen nozizeptiven Neuronen entstehen: Die Erregbarkeit der
Wide-Dynamic-Range-Neurone (WDR-Neurone), welche nozizeptive sowie nicht-nozizeptive
Informationen an schmerzverarbeitende Hirnstrukturen vermitteln, wird bei dauerhafter
Stimulation peripherer Nozizeptoren gesteigert. Die hierunter stattfindenden strukturellen
Veranderungen haben eine fehlerhafte Weiterleitung der Informationen zur Folge — nicht-
schmerzhafte Reize werden schmerzhaft wahrgenommen (Guan, Borzan et al. 2006).

Zum Prozess der Sensibilisierung gehort nach neueren Erkenntnissen auch ein
Ungleichgewicht zwischen schmerzférdernden und schmerzhemmenden Faktoren: Die
deszendierenden schmerzhemmenden Neuronensysteme, welche im Wesentlichen
Noradrenalin als Neurotransmitter und GABAerge Interneurone verwenden, kontrollieren
physiologischerweise eine Uberaktive Nozizeption (Melzack and Wall 1965, Ossipov,
Morimura et al. 2014). Diese Bahnen konnen in ihrer Aktivitdat zunehmend kompromittiert
sein (Kosek and Ordeberg 2000). Dies fiihrt in der Konsequenz zu einer verminderten bis
inkompetenten korpereigenen Schmerzhemmung (Dickenson 2014, Goncalves, Friend et al.
2015) und einer daraus resultierenden dauerhaften Weiterleitung nozizeptiver Impulse.
Marker fiir periphere sowie zentrale Sensibilisierung kdnnen mittels Quantitativ Sensorischer
Testung detektiert werden. Eine veranderte Hitzeschmerzschwelle (HPT) liefert Anzeichen fiir
eine periphere Sensibilisierung (LaMotte, Thalhammer et al. 1982), Zeichen fiir zentrale
Sensibilisierung stellen die mechanische Schmerzsensitivitdit (MPS), eine veranderte
mechanische Schmerzschwelle (MPT) sowie eine pathologische Wind-up ratio dar (WUR)
(Baron, Hans et al. 2013). Diese Parameter lassen sich mithilfe der Quantitativen Sensorischen

Testung (QST; siehe 4.3.) detektieren.



1.35 Patientenstratifizierung
Die Quantitative Sensorische Testung (QST) ist ein standardisiertes Verfahren zur Messung der
somatosensorischen Funktion afferenter Nervenfasern (AB-, AS- und C-Fasern) und ihrer
zentralen Bahnen (siehe Punkt 2.3) (Rolke, Baron et al. 2006). Mithilfe der QST ist eine
Subgruppierung der Patienten in verschiedene sensorische Phanotypen moglich. Hierbei
werden die Sensorik, das Vorliegen einer thermischen Hyperalgesie (schmerzhafte
Uberempfindlichkeit gegeniiber thermischen Reizen) sowie eine Allodynie zur Einteilung in
Cluster berlcksichtigt (Vollert, Maier et al. 2017). Die verschiedenen sensorischen
Phanotypen zeigen auf, dass bei den einzelnen Patienten - auch bei gleichen
Grunderkrankungen - unterschiedliche neurobiologische Pathomechanismen zugrunde liegen
kénnen (Baron, Maier et al. 2017). Die Einteilung in einzelne sensorische Profile bietet die
Moglichkeit, Patienten anhand vorliegender Pathomechanismen einzuteilen nicht nur (wie
bisher) anhand ihrer Symptome. So kann eine genauere, Mechanismen-basierte Therapie

moglich werden.

1.4 Rolle des Immunsystems bei Schmerzchronifizierung

Abgesehen von bestimmten Risikofaktoren flir chronische Schmerzen (wie niedriger
sozioOkonomischer Status (Smith, Macfarlane et al. 2007), Depression (Ramond, Bouton et al.
2011, Taylor, Goode et al. 2014) oder Unzufriedenheit im Beruf (Smith, Macfarlane et al. 2007,
Shaw, van der Windt et al. 2009)) ist bekannt, dass das Immunsystem einen grofRen Einfluss
auf die Schmerzentstehung nach Nervenverletzungen hat. Als Hauptausldser der peripheren
und zentralen Sensibilisierung kristallisieren sichimmer deutlicher Vorgange im Immunsystem
heraus: Die wichtigsten Mechanismen der zellularen Immunantwort sind Entziindung und
Zytotoxizitat (Ren and Dubner 2010, Totsch and Sorge 2017, Raoof, Willemen et al. 2018,
Davies, Rinaldi et al. 2020).

Austin und Moalem-Taylor wiesen 2010 nach, dass nach Nervenldsionen dem angeborenen
und erworbenen Immunsystem eine entscheidende Beteiligung zukommt (Austin and
Moalem-Taylor 2010): Periphere Nervenverletzungen provozieren eine Reaktion im
Immunsystem wie zum Beispiel die Infiltration von inflammatorischen Zellen (wie z.B.
T-Zellen) oder die Aktivierung residenter Immunzellen (wie Mastzellen und Mikroglia).
Bisherige Tierstudien zeigten eine Assoziation zwischen spezifischen Immunzellmustern im

Liquor und (persistierenden) Schmerzzustanden, auferdem fanden sie eine Leukozyten-



Einwanderung ins Riickenmark nach peripherer L5-Nervenverletzung, was mit mechanischer
Allodynie korrelierte (Sweitzer, Hickey et al. 2002, Rutkowski, Lambert et al. 2004, Marchand,
Perretti et al. 2005). Nervenverletzungen fihren regelmaRig zu chronischen neuropathischen
Schmerzen, die mit einer peripheren und zentralen neuroimmunologischen-Aktivierung und
Entziindungsreaktionen des Nervengewebes assoziiert sind (Austin and Moalem-Taylor 2010).
Dabei begilinstigen Entziindungsmediatoren eine Aktivierung immunkompetenter
Nervenzellen, sensibilisieren afferente Neurone und fiihren im Ergebnis zur Hyperalgesie
(Moalem and Tracey 2006), die fiir neuropathische Schmerzphdanomene symptomatisch ist.
Eine maladaptive Immunantwort bewirkt dabei aktiv den bleibenden Schmerz (Calvo, Dawes
et al. 2012).

Auch die Unterdriickung der Immunantwort im verletzten Nerven kann die Entwicklung einer
Hyperalgesie, einem der haufigsten Symptome chronischer Schmerzen, verhindern

(Clatworthy, Illich et al. 1995).



1.5 Fragestellung

Bisherige Tierstudien untersuchten Immunreaktionen in neuropathischen Schmerzmodellen.
Sie fanden heraus, dass zentrale Neuroinflammation die zentrale Sensibilisierung und
moglicherweise die Schmerzchronifizierung vorantreibt (Sweitzer, Hickey et al. 2002,
Rutkowski, Lambert et al. 2004, Marchand, Perretti et al. 2005). Es konnte auRerdem gezeigt
werden, dass die ZNS-Immunitat auch eine schiitzende Rolle bei Schmerzen zu spielen scheint
(Davies, Kim et al. 2019). Beim Menschen wurde das Immunzellmuster im Liquor bisher nicht
im Hinblick auf chronische neuropathische Schmerzzustiande untersucht.

Unsere Studie befasste sich mit den Fragen: Gibt es spezifische Immunzellmuster, die zur
Schmerzchronifizierung beitragen koénnen? Gibt es eine Korrelation zwischen
Immunzellprofilen und somatosensorischen Profilen, wenn Schmerzen chronisch werden?
Mit diesem Ansatz wollten wir spezifische Immunzellen detektieren, die an der Entstehung
von chronischen Schmerzen beteiligt sein kénnen.

Immunologische Marker der Schmerzchronifizierung waren von hohem Wert fiir eine
effizientere Schmerztherapie, weil sie

1. dazu beitragen kdnnten, Patienten mit einem hoéheren Chronifizierungsrisiko friiher zu
identifizieren und deren Behandlung friihzeitig einzuleiten und

2. ermoglichen, immunologisch wirksame Medikamente aus den gewonnenen Erkenntnissen

zu konzipieren.



2 Methodik

In dieser Arbeit werden Patienten mit einer akuten neuropathischen Erkrankung (Herpes-
Zoster-Infektion) und einer chronischen neuropathischen Erkrankung (Polyneuropathie) initial
(Baseline-Untersuchung) und im Verlauf (Follow-up) mittels Quantitativer Sensorischer
Testung (QST) phanotypisiert. Eine QST wird sowohl initial als auch im Verlauf durchgefiihrt,

um eine (entstehende) Chronifizierung nachzuweisen.

Zehn Patienten mit Postzosterische Neuralgie und 31 Polyneuropathie-Patienten wurden von
Juni 2016 bis Januar 2019 untersucht. Es handelte sich um eine translationale Untersuchung
zu Mechanismen der Schmerzentstehung und -chronifizierung.

Bei der Baseline-Untersuchung erhielten die Patienten Fragebogen sowie eine Quantitative
Sensorische Testung (QST) im am stdrksten betroffenen Bereich und der entsprechenden
kontralateralen Seite (Herpes Zoster Patienten) oder auf beiden Seiten des am starksten
betroffenen Areals (PNP-Patienten) zur Beurteilung des somatosensorischen Profils.

Der Liquor wurde gemaR der klinischen Routinediagnostik analysiert, einschlieflich Zellzahlen,
Protein, Laktat und Glukose. Zusatzlich wurde eine durchflusszytometrische Analyse des
Liquors (siehe unten) durchgefiihrt.

Drei Monate spater wurden die QST und die Fragebdgen wiederholt, um eine mogliche
Schmerzchronifizierung zu ermitteln. Die Studie ist im Deutschen Register fir klinische Studien
registriert (Registrierungsstudie: DRKS00023537) und wurde in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki durchgefiihrt. Das Versuchsdesign wurde durch die Ethikkommission
der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel genehmigt (ID: D552/15). Alle Teilnehmer gaben

nach ausfihrlicher Aufklarung ihre schriftliche Einwilligung.
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2.1  Ein- und Ausschlusskriterien

Allgemeine Einschlusskriterien

Kriterium

Begriindung

1. Die Studienteilnehmer mussen eine

Einwilligungserklarung unterschrieben haben, in der sie
erklaren, den Zweck der Studie und die darin
angewendeten Verfahren zu verstehen und in die Studie

einzuwilligen.

Gesetzliche Vorgabe

2. Mannliche oder weibliche Person > 18 Jahre

Standardisierung, Sicherheit

3. Studienteilnehmer miissen zu angemessener
Kommunikation fahig und auch imstande sein, die
Lokalisation und Intensitat von Schmerzen zu benennen
bzw. unterscheiden und die in dieser Studie verwendeten

Fragebogen ausfiillen zu kénnen.

Standardisierung

Studienspezifische Einschlusskriterien

Kriterium

Begriindung

4, Diagnosestellung einer Polyneuropathie oder einer

Postzosterischen Neuralgie klinisch durch einen

Facharzt.

Standardisierung

Allgemeine Ausschlusskriterien (Rekrutierungsvisite)

Kriterium

Begriindung

1. Friherer Alkohol-, Drogen- oder Arzneimittelmiss-

brauch oder dahingehender Verdacht des Priifers.

Sicherheit, Standardisierung

2. Bekannte andere Erkrankungen, die mit einer

Veranderung der sensorischen Wahrnehmung oder

immunologischen Prozessen einhergehen.

Fehlinterpretation der

Ergebnisse

3. Bekannte Immunschwache, Schwangerschaft

4.  Gleichzeitige Teilnahme an Medikamentenstudien

Standardisierung, Sicherheit

Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien
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2.2  PainDETECT Fragebogen

Dieser Fragebogen wird als Screeningverfahren bei Verdacht auf neuropathische
Schmerzkomponente eingesetzt (Freynhagen, Baron et al. 2006). Er enthdlt Fragen zu
Schmerzintensitat, -verlauf, -ausstrahlung und -—intensitdt. Bei einem Gesamtergebnis
zwischen 13 und 18 ist keine eindeutige Aussage zu treffen. Hinweis flir eine neuropathische

Komponente ( >90% Wahrscheinlichkeit) besteht ab einer Gesamtpunktzahl von 18 Punkten.

2.3  Quantitative Sensorische Testung

Zur Beurteilung des somatosensorischen Profils der Patienten wurde eine Quantitative
Sensorische Testung (QST) verwendet. Es handelt sich um eine standardisierte Messung, die
die somatosensorische Funktion der primar afferenten Nervenfasern (AB-, AS- und C-Fasern)
und ihrer zentralen Bahnen testet.

Die QST wurde nach dem Protokoll des Deutschen Forschungsverbundes Neuropathischer
Schmerz (DFNS) durchgefiihrt (Rolke, Baron et al. 2006, Geber, Scherens et al. 2009, Vollert,
Maier et al. 2017). Getestet wurde im betroffenen Dermatom und der entsprechenden
kontralateralen Seite bei Herpes Zoster Patienten und beidseitig im am meisten betroffenen
Areal bei Polyneuropathie-Patienten (d.h. FuBriicken (n= 29) und Handriicken (n= 2)).

Die folgenden 13 Parameter wurden aufgezeichnet: Kiltedetektionsschwelle (CDT), Warme-
detektionsschwelle (WDT), thermische Unterschiedsschwelle (TSL), Kalteschmerzschwelle
(CPT), Hitzeschmerzschwelle (HPT), Druckschmerzschwelle (PPT), mechanische Schmerz-
schwelle (MPT), mechanische Schmerzsensibilitdt (MPS), Wind-up ratio (WUR), mechanische
Detektionsschwelle (MDT), Vibrationsdetektionsschwelle (VDT) sowie dynamische

mechanische Allodynie (DMA) und paradoxe Hitzeempfindung (PHS).

2.3.1 Thermische Detektionsschwelle und Schmerzschwelle
Fir die Prifung der Temperaturempfindungen wurde der ThermoTester (TSA; MEDOC, Israel)
zuerst auf die kontralaterale Seite, dann auf das betroffene Dermatom aufgelegt.
Es handelt sich hierbei um eine ca. 9,0 cm? groBe Temperaturelektrode, welche eine
Basistemperatur von 32 °C aufweist.
Es wurden zuerst die Kalteschwelle (CDT) und die Warmeschwelle (WDT) ermittelt: Dabei

kiihlte/erwdrmte sich die Temperaturelektrode um 1 °C/Sekunde. Sobald der Patient die
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Abkihlung bzw. Erwdrmung wahrnahm, zeigte er dies mit einem Mausklick an, die
Temperaturelektrode warmte/kihlte zur Ausgangstemperatur zuriick und begann erneut, bis
drei Testzyklen durchlaufen waren.

Darauf folgte die Testung der Wahrnehmung von Temperaturveranderungen und des
paradoxen Hitzeempfindens: Die Temperaturelektrode wurde entweder kalter oder warmer.
Der Patient hatte die Aufgabe, anzuzeigen, wenn er eine Temperaturveranderung wahrnahm
und diese daraufhin als , kdlter” oder ,warmer” zu definieren.

Als letztes wurden die Schmerzschwellen fiir Kalte (CPT) und fir Warme (HPT) bestimmt:
Genau wie bei der Temperaturschwellenmessung (CDT und WDT) wird dazu die
Temperaturelektrode kihler oder warmer. Diesmal sollte der Patient anzeigen, wenn
zusatzlich zu der Empfindung Kalte/Warme Dysasthesien wie Brennen, Stechen, Bohren oder
Ziehen auftraten.

Jedes Messverfahren wurde drei Mal durchgefiihrt, um einen Mittelwert zu finden.

2.3.2 Mechanische Detektionsschwelle

Flr die Testung der mechanischen Detektionsschwelle (MDT) wurde ein Standardset aus Frey-
Haaren (Optihair,-Set, Marstock Nervtest, Starke 0,25 mN bis 512 mN, Kontaktflache jeweils
Durchmesser von 0,5 mm) verwendet.

Beginnend mit 16 mN wurden die Frey-Haare in aufsteigender Starke fir ein bis zwei
Sekunden im Testareal aufgesetzt und die Starke dokumentiert, bei der der Patient erstmals
eine Berlhrung empfand. Dann wurden die Frey-Haare in absteigender Reihenfolge
verwendet, bis der Patient sie nicht mehr wahrnahm, auch dieser Wert wurde dokumentiert.

Dieses Messverfahren wurde fiinf Mal durchgefiihrt.

2.3.3 Mechanische Schmerzschwelle
Die Messung der mechanischen Schmerzschwelle (MPT) wurde mit einem Pinprickset
durchgefiihrt. Das Set besteht aus sieben Stiften mit einem Durchmesser von je 0,2 mm. Durch
die unterschiedlichen Gewichte der Stifte werden unterschiedliche Krafte auf der Haut
erzeugt: 8 mN, 16 mN, 32 mN, 64 mN, 128 mN, 256 mN, 512 mN.
Der Patient wurde angewiesen, zwischen ,,stumpfem” und ,,spitzem” Reiz zu unterscheiden.

Beginnend mit 8mN wurden die Pinpricks mit aufsteigender Intensitdt senkrecht auf das
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Testareal gesetzt, bis ein Reiz als ,spitz“ empfunden wurde, die auslosende Kraft wurde
dokumentiert und die Testung in absteigender Reihenfolge fortgefiihrt, bis ein Reiz als
,stumpf” empfunden wurde. Die dazugehdrende Kraft wurde ebenfalls dokumentiert und

dieses Verfahren insgesamt finf Mal durchgefiihrt.

234 Stimulus-Antwort-Funktion und dynamische mechanische Allodynie
Dasselbe Pinprick-Set wurde auch zur Bestimmung der mechanischen Schmerzintensitat
(MPS) verwendet. Zuséatzlich wurden ein Pinsel (Intensitdat 200-400 mN), ein Q-Tip (Intensitat
100 mN) und ein Wattebausch (3 mN) verwendet, wozu sie jeweils ca. 2 cm weit Gber das
Testareal gestrichen wurden.

Das Messprotokoll sah 50 Stimulationen in einer festgelegten, pseudo-randomisierten
Reihenfolge (siehe QST-Bogen im Anhang) vor.

Der Patient beurteilte jeden Reiz nach seiner Schmerzhaftigkeit mittels einer numerischen
Analogskala (NAS) mit den Grenzen 0 (kein Schmerz) und 100 (starkster vorstellbarer

Schmerz).

2.3.5 Vibrations-Detektionsschwelle
Fir die Bestimmung der Vibrations-Detektionsschwelle (VDT) wurde eine Stimmgabel (64 Hz,
8/8 Skala) verwendet. Sie wurde vibrierend auf einen Knochenvorsprung der betroffenen
Region (zum Beispiel: im Gesicht der Processus zygomaticus, bei betroffener oberer
Extremitat der Processus styloideus ulnae, bei betroffener unterer Extremitat der Malleolus
medialis) gesetzt, wobei der Patient angab, sobald er keine Vibration mehr wahrnahm. Dieser

Wert wurde notiert und die Untersuchung drei Mal durchgefiihrt.

2.3.6 Wind-up Ratio
Bei der Bestimmung der Wind-up Ratio (WUR) wurde ein definierter Pinprick (im Gesicht mit
128 mN, am Korper mit 256 mN) als Einzelstimulus aufgesetzt. Der Patient sollte die
Schmerzhaftigkeit auf einer numerischen Analogskala (NAS, Grenzen 0 bis 100, siehe oben)
bewerten. Dann wurden mit einem Rhythmus von 1/Sekunde zehn Reize hintereinander
gesetzt, welche der Patient in ihrer Gesamtheit auf der NAS beurteilen sollte. Diese

Untersuchung wurde drei Mal durchgefiihrt.
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2.3.7 Druckschmerzschwelle
Die Ermittlung der Druckschmerzschwelle wurde mithilfe eines Druckmessers (FDN20O,
Auflageflaiche 1 cm?) durchgefiihrt. Hierzu wurde der Druckmesser auf einen Muskel des
betroffenen Hautareals (zum Beispiel: im Gesicht dem M. masseter, bei betroffener oberer
Extremitdat dem Thenarmuskel, bei betroffener unterer Extremitat dem M. abductor hallucis)
aufgesetzt und mit einer Geschwindigkeit von 0,5 kg/Sekunde aufgedriickt, bis der Patient

einen Schmerz angab. Diese Untersuchung wurde drei Mal durchgefiihrt.

2.4 Durchflusszytometrie
Die folgende Beschreibung des Verfahrens der Durchflusszytometrie basiert auf (Biosciences)

sowie (Rothe 2007).

24.1 Prinzip

Die Durchflusszytometrie oder auch FACS (fluorescence activated cell sorting) Analyse ist eine
Methode, um Zellen in flissigen Medien (z.B. Blut oder Liquor) zu sortieren und zu
charakterisieren. Dabei durchlauft die zu untersuchende Zellsuspension einen Laser (siehe
Abbildung 1). Durch unterschiedliche Brechungsindices bezogen auf das Laserlicht
verschiedener Zellen und ihrer Bestandteile gelingt die genaue Identifizierung einzelner
Zellpopulationen.

Wenn Partikel den Laser passieren, streuen sie Licht. Das entstehende Streulicht (light
scatter), welches von Detektoren erfasst wird, ist fiir verschiedene Zelltypen charakteristisch.
Es werden Vorwartsstreulicht (Forward scatter, FSC) und Seitwaértsstreulicht (Side scatter,
SSC) unterschieden. Durch Messung des Streulichts kénnen Aussagen (iber die jeweils
untersuchte Zelle bezlglich u.a. ihrer GréRe, Granularitat, intrazellularer Kompartimente
enthaltener Zellorganellen getroffen werden. Der FSC definiert die Lichtmenge, die in
Vorwartsrichtung gestreut wird. Er ermoéglicht die Bestimmung der ZellgroBe. Der SSC
bezeichnet die Lichtmenge, die zur Seite gestreut wird. Er gibt Auskunft tiber die Granularitat,
die GroRRe des Zellkerns sowie die Anzahl der Vesikel in der gemessenen Zelle.

Die Durchflusszytometrie ist auflerdem in der Lage, zellassoziierte Fluoreszenz zu
quantifizieren. Hierflir konnen verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe verwendet werden:

Mithilfe fluoreszenzmarkierter monoklonaler Antikérper ist es maoglich, einzelne

15



Oberflachenantigene auf Zellen oder intrazelluldre Antigene zu markieren und die jeweilige
Intensitat der Fluoreszenz zu messen: Entsprechend ihrer Markierungen emittieren die Zellen
spezifische Signale, welche (iber Spektralfilter in die Emissionsspektren der verschiedenen
Farbstoffe aufgespalten werden. Lichtdetektoren erfassen und quantifizieren die

entstandenen Signale.

Forward scatter

Side scatter

Probenréhrchen

\ Y
o
s

v Alaser

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Durchflusszytometrie

Neben den Streulicht-parametern (FSC und SSC, siehe oben) wird auch die Intensitdt der Fluoreszenz
der angeregten Farbstoffe auf den Antikérpern detektiert.

Die Detektoren wandeln erfasstes Licht in proportionale elektronische Signale um, welche dann
weiterverarbeitet und an den Computer gesendet werden. Die Daten fiir jede Zelle bzw. jedes Teilchen
werden im Computer gespeichert und auf verschiedene Weise (z.B. als Streudiagramme, siehe weiter
unten) fiir die weitere Analyse aufbereitet.

Die ermittelten Parameter kodnnen einzeln oder in Kombination beurteilt werden.
Verschiedene  Darstellungen ermoglichen  hierbei die Identifikation einzelner
Zellpopulationen: Mithilfe von Streudiagrammen (sog. ,Dot-Plots“) kdnnen zwei GroRen
gleichzeitig betrachtet und Informationen (ber ihre Beziehung zueinander erhoben werden

(siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Streudiagramm CDA45 exprimierender Leukozyten

Jeder einzelne Punkt im Streudiagramm (Dotplot) stellt ein Ereignis (eine detektierte Zelle) dar. Auf der
x- bzw. y-Achse werden die Intensitdten jeweils eines Parameters (z.B. Zellgréfie oder
Fluoreszenz) dargestellt. Anhand der aufgezeigten Eigenschaften kénnen einzelne Zellpopulationen
identifiziert werden.

Hier: x-Achse = Intensitdt der CD45-Expression; y-Achse = Side scatter (Granularitét). Es knnen CD45
exprimierende Leukozyten identifiziert werden. Die Population der Leukozyten ist eingekreist.

SSC = side scatter; PerCP-Cy 5.5 = CD45-Antikérper

Soll ein bestimmter Bereich im Streudiagramm naher untersucht werden, erfolgt ein weiterer
Schritt, das sog. Gating. Markierte Regionen (sog. ,Gates”; in Abbildung 2 z.B. die markierte
Region der Leukozyten) kdnnen hierbei gesondert betrachtet und so beziglich weiterer
Parameter beurteilt werden (siehe Abbildung 3). Die betrachteten Zellen kbnnen z.B. auf das
Vorliegen verschiedener Oberflachenantigene untersucht werden, wodurch eine immer
genauere Sortierung moglich wird. Wiederholte Gating-Schritte ermdglichen die Abgrenzung

von Zellpopulationen, die anhand aller erhobenen Parameter beurteilt wurden.
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Abbildung 3: Prinzip des Gatings am Beispiel der Leukozyten-Subgruppierung

Wenn mehr als zwei Parameter wichtig sind, um die Zellen zu identifizieren, werden die Zellen in
einzelne Regionen, sog. , Gates” eingeteilt. (1) Die Zellen werden anhand ihrer CD45-Expression und
ihrer Granularitdt (SSC) dargestellt. Mit ,,Region 1“ werden CD45 exprimierende Leukozyten markiert.
(2) Es werden lediglich Zellen der ,Region 1“ betrachtet und anhand ihrer Expression von CD3 und CD56
eingeteilt. CD3 exprimierende T-Zellen kénnen im unteren rechten Quadranten, CD56 exprimierende
nattiirliche Killerzellen (NK-Zellen) kénnen im oberen linken Quadranten identifiziert werden.

SSC = Side scatter; PerCP-Cy 5.5 = CD45-Antikérper; PE = CD56-Antikérper; FITC = CD3-Antikérper; NK-
Zellen = natiirliche Killerzellen
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Zu Beginn einer Messreihe sollte zur Qualitatskontrolle ein sogenannter Doublettenausschluss

sowie die Unterscheidung lebender von toten Zellen mittels Farbung erfolgen.

Als Doubletten werden Zellen bezeichnet, die aggregieren. Diese mussen aussortiert werden,
bzw. ihre Abwesenheit muss nachgewiesen werden, um die Korrektheit der Ergebnisse zu
gewahrleisten. Zellen kdnnen andernfalls z.B. aufgrund einer falschen GrofRe und Granularitat
als eine andere Zellpopulation fehlinterpretiert werden. Zellen einer Population zeigen
dhnliche GroRe und Granularitat. Daher werden einzelne Zellen diagonal bzw. waagerecht (je
nach Darstellung) geclustert und von den Doubletten separiert. Doubletten kénnen so direkt

identifiziert werden (siehe Abbildung 4).

FSC-A
FSC-W

FSC-H FSC-H

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Doublettenausschluss

Es sind zwei verschiedene Méglichkeiten der Darstellung présentiert. Einzelzellen sind innerhalb der
griinen Fléche zu finden. Doubletten finden sich im rot markierten Areal.

FSC = Vorwirtsstreulicht (Forwardscatter); H = Héhe (Height): beschreibt die Intensitdt des Signals;
W = Breite (Width): beschreibt die Zeit, die die Zelle benétigt, um den Laser zu passieren. Ist
proportional zur ZellgréfSe und der Dauer des Signals; A = Fldche (Area): errechnet sich aus H x W.

Die Unterscheidung lebender von toten Zellen (im Folgenden ,Live/Dead cell staining”
genannt) (siehe Abbildung 5) ermoglicht eine klare Detektion und gegebenenfalls Exklusion
toter Zellen. Die Zellintegritat apoptotischer und avitaler Zellen verandert sich. Die bei der
Analyse verwendeten Antikorper kénnen unspezifisch an diese toten Zellen binden und falsch-
positive Werte bedingen und somit das Gesamtergebnis verfalschen. Der Farbstoff kann vitale
Zellmembranen nicht Gberwinden und farbt sie daher nur wenig (an der Zelloberflache) an.

Bei avitalen Zellen tritt eine verstarkte Anfarbung mit dem Farbstoff und somit eine deutlich
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erhohte Fluoreszenz auf. Der Unterschied der Fluoreszenzintensitaten ermaoglicht eine klare

Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen.

lebend tot lebend tot
A : A .

0"0%a 0% = N
< ENOENOE: [ EIOCNOE
Sl o . L T )
[ s R s | o il
vi| - I LN . 0

Fluoreszenzintensitat Fluoreszenzintensitat

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Live/Dead cell staining

Es sind zwei verschiedene Mdéglichkeiten der Darstellung prdsentiert. Die Intensitéit der Fluoreszenz
lebender Zellen ist deutlich geringer (griine Fléiche) als die der avitale Zellen (rotes Areal).

SSC = Seitwdrtsstreulicht (Side scatter); H = H6he (Height): beschreibt die Intensitit des Signals;
W = Breite (Width): beschreibt die Zeit, die die Zelle benétigt, um den Laser zu passieren. Ist
proportional zur Zellgréfse und der Dauer des Signals; A = Fldche (Area): errechnet sich aus H x W.

Mittels Durchflusszytometrie ist aulRerdem die Sortierung einzelner Zelltypen maoglich. Diese

Technik wurde in der vorliegenden Arbeit nicht angewendet und wird hier daher nicht

genauer erldutert.
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24.2 Durchfiihrung
Der Anwendungsbereich der Durchflusszytometrie ist vielseitig. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde sie genutzt, um Subgruppen von Leukozyten im Liquor genauer zu untersuchen.
Die Farbung der Zellen erfolgt nach Angaben des Herstellers mit den folgenden monoklonalen,

murinen Antikorpern (mit Fluorochromen) von BD Biosciences (siehe Tabelle 3).

Zellpopulation Antigen Antikorper
T-Zellen CD3 Anti-CD3: FITC
T-Helferzellen Cb4 Anti-CD4: PE-Cy7
Zytotoxische T-Zellen CD8 Anti-CD8: APC-Cy7
B-Zellen CD19 Anti-CD19: APC
Leukozyten CD45 Anti-CD45: PerCP-Cy 5.5
Naturliche Killerzellen CD56 Anti-CD56: PE

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten monoklonalen, murinen Antikorper

Da Liquor hauptsachlich T-, B- und natirliche Killerzellen enthalt (Svenningsson, Hansson et
al. 1993, Svenningsson, Andersen et al. 1995), konzentrierte sich die FACS-Analyse in dieser
Arbeit auf diese Zellen. Alle Analysen wurden mit einem BD FACSCanto™ (BD Biosciences)
durchgeflihrt und die Daten wurden mit FlowJo (Version 10.6.2) analysiert. In die Analyse
wurden ausschlieBlich Proben mit mindestens 500 Leukozyten (definiert durch CD45-
Expression) einbezogen. Die Qualitatskontrolle fiir Doublettenausschluss (Abbildung 6) und
Live/Dead cell staining (Abbildung 7) wurde exemplarisch durchgefiihrt und zeigte weder eine
Doppelzellpopulation (Doubletten) noch eine relevante Menge apoptotischer Zellen (keine

Liquorprobe Uberschritt 100 Zellen/pl).
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Abbildung 6: Qualitatskontrolle Doublettenausschluss

FSC = Vorwiirtsstreulicht (Forwardscatter); H = Héhe (Height): beschreibt die Intensitit des Signals;
W = Breite (Width): beschreibt die Zeit, die die Zelle benétigt, um den Laser zu passieren. Ist
proportional zur Zellgréf3e und der Dauer des Signals; A = Fldche (Area): errechnet sich aus H x W. Dieses
Beispiel der durchgefiihrten Qualitidtskontrollen zum Doublettenausschluss in der Liquorférbung zeigt
keine Doubletten.
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Abbildung 7: Qualitatskontrolle apoptotische Zellen

Das Beispiel der Qualitdtskontrolle fiir die Fdrbung von lebenden/toten Zellen mit 7-AAD zeigt nahezu
keine apoptotischen Zellen in der Liquorfdrbung.

Hervorzuheben ist, dass die Liquorproben innerhalb von 30 Minuten nach der Lumbalpunktion
bearbeitet wurden. Fir die Proben wurden die Haufigkeiten von CD3+CD4+-Zellen (CD4+- T-
Helfer-Zellen), CD3+CD8+-Zellen (zytotoxische T-Zellen), CD19+-Zellen (B-Zellen) und CD56+-

Zellen (natirliche Killerzellen) bestimmt (Abbildung 8).

22



(1) s

200K =~

1505 =

SSC-A

100K =

50K =

N

10° =4 NK-Zellen
. 3 NK-T-Zellen
O 10~ -
R 1
O ~
()
i
o
1 10t
FITC:CD3
10”3 10" Ypg) T-zeten
[0¢]
10‘ - 0 m‘ -
o 8 ]
8 =3
i , = o,
TR B-Zelien G 10
e 3 a b
: M N
3 cD4 + T-zelen
0' 4 10}
T Ll T Al Al T Lol T Al v
100 o 10} 10 10° 100 o 10° 10! 10°
APC:CD19 PE-Cy7:CD4

Abbildung 8: Gatingstrategie zur Identifizierung einzelner Zellpopulationen

(1) Die Zellen werden anhand ihrer CD45-Expression als Leukozyten identifiziert. (2) Die Region (das
sog. Gate) , Leukozyten” wird im nédichsten Schritt genauer beurteilt und anhand der CD3- bzw. CD56-
Expression der betrachteten Zellen weiter unterteilt. Es kénnen CD56 exprimierende natiirliche
Killerzellen im oberen linken Quadranten identifiziert werden. Die CD56 negativen Zellen werden in (3)
und (4) - aufgeteilt nach ihrer CD3-Expression - weiter subgruppiert. (3) Die CD3 und CD56 negativen
Leukozyten im unteren linken Quadranten werden genauer betrachtet; anhand ihrer CD19-Expression
kénnen die Zellen als B-Zellen identifiziert werden. (4) Die CD3 exprimierenden Leukozyten werden
anhand ihrer CD4- und CD8-Expression unterteilt. So knnen CD3 und CD4 exprimierende T-Helferzellen
bzw. CD3 und CD8 exprimierende zytotoxische T-Zellen identifiziert werden.

APC = CD19-Antikérper; APC-Cy7 = CD8-Antikérper; FITC = CD3-Antikérper; PE = CD56-Antikérper; PE-
Cy7 = CD4-Antikérper; PerCP-Cy 5.5 = CD45-Antikérper; SSC = Side scatter.
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5-10 ml Liquor werden ca. 5 Minuten in einer Zentrifuge (1600 Umdrehungen/Minute,
Zentrifugalkraft 544 g) in ihre Bestandteile getrennt. Die Uberstehende Flussigkeit wird
verworfen, das Zentrifugat wird in zwei Sarstedt-FACS-Réhrchen (Katalog-Nr. 55.1579)
pipettiert: In ein Sarstedt-Réhrchen werden 50 ul Liquor sowie 20 pl Antikérper Multitest 6-
Color TBNK (CE/IVD, Katalog-Nr. 337166) pipettiert. In das zweite Sarstedt-Réhrchen werden
zu den 50 pl Liquor 20 pl Antikérper Multitest CD3 / CD8 / CD38 / HLA-DR (CE/IVD, Katalog-
Nr. 333184) pipettiert. Beide Rohrchen werden in ein Vortex Schiittelgerdt gegeben und der
Inhalt wird jeweils durchmischt. Nach 20 Minuten Inkubationszeit in Dunkelheit bei
Zimmertemperatur werden jedem Réhrchen 500 pl gebrauchsfertige Lyselosung (FACS Lysing
Solution, Katalog-Nr. 349202, 1:10 mit aqua bidest verdiinnt) zugegeben. Nach erneuter
Durchmischung im Vortex Schiittelgerat erfolgt eine erneute 20-mindtige Inkubation in
Dunkelheit bei Zimmertemperatur.

Die aufbereiteten Gemische werden in einem Durchflusszytometer (CYTOMICS FC 500
Beckman Coutter) analysiert, indem sie in einer Pufferlésung (PBS) an einem Laser (488 nm)

vorbeiflieRen.

2.5 Statistische Auswertung

Die Analyse der erhobenen Daten wurde mit IBM SPSS Statistics fir Mac (Version 26.0)
durchgefiihrt.

Die QST-Ergebnisse wurden gemaR den aktuellen Richtlinien analysiert und mit einer
Referenzdatenbank von gesunden Kontrollen verglichen (Maier, Baron et al. 2010, Vollert,
Attal et al. 2016).

Einzelne QST-Parameter der beiden Gruppen wurden mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests
verglichen. Die intra-individuellen Vergleiche aus der ersten und zweiten Untersuchung
wurden mit dem Wilcoxon-Test ausgewertet.

Mit dem Ziel, Zusammenhange zwischen der Immunzellverteilung im Liquor und dem
sensorischen Phanotyp zu finden, fliihrten wir eine Spearman-Korrelationsanalyse durch. Fir
multiples Testen wurde nach Bonferroni korrigiert, wobei FACS-Daten, PDQ-Scores sowie QST-
Marker fir Schmerzchronifizierung (d.h. HPT, als Marker fiir periphere Sensibilisierung
(LaMotte, Thalhammer et al. 1982); MPS, MPT und WUR, als Marker fiir zentrale
Sensibilisierung (Baron, Hans et al. 2013) einbezogen wurden; p-Werte < 0,05 wurden als

statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

Die epidemiologischen Daten der Patienten mit Herpes Zoster und Polyneuropathie sind in

Tabelle 4 dargestellt.

Herpes Zoster Patienten

PNP Patienten

Anzahl [n] (%)

10 (24)

31(76)

Alter 63,2 Jahre (£ 14,34) 65,19 Jahre (£ 14,5)
Geschlecht Weiblich [n] (%) 4 (40) 12 (39)
Mannlich [n] (%) 6 (60) 19 (61)

Erkrankungsdauer [+ SD]

1,7 Monate (+ 1,14)

48,98 Monate (+ 79,62)

Betroffenes Areal

[n] (%)

Gesicht [n] (%) 2 (20) 0(0)
Arm [n] (%) 2 (20) 0(0)
Hand [n] (%) 1(10) 2* (6)
Rumpf [n] (%) 4 (40) 0(0)
FuB [n] (%) 0(0) 29 (94)
Kein Areal betroffen 1(10) 0(0)

Tabelle 4: Epidemiologische Daten von Patienten mit Herpes Zoster und Polyneuropathie

* Beide Patienten leiden an einer chronisch-entziindlichen demyelinisierenden Polyneuropathie (CIPD),

in beiden Féllen sind die Hdnde deutlich stérker betroffen als die FiifSe.
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3.1 Schmerzintensitat und Fragebogen-Scores bei Baseline und Follow-up

Die Schmerzwerte und Fragebogen-Scores sind in Tabelle 5 dargestellt.

Herpes Zoster Patienten PNP Patienten
Baseline Follow-up Baseline Follow-up
Schmerzintensitat 4,44 + 3,36 2,33 +£2,07 3,16 £ 3,53 29+2,7
innerhalb der letzten [0-9], n=9 [0-5], n=6 [0-10], n=31 [0-8], =30
72h
Schmerzminimum 3,8+3,9 2,0+£2,45 1,0+1,79 1,31+2,04
[0-9], n=5 [0-5],n=6 [0-7], n=28 [0-7], n=26
Schmerzmaximum 6,4+4,34 3,67+3,39 4,21 +3,99 4,67 +3,79
[0-10],n=5 [0-10],n=6 [0-10], n=28 [0-10], n=30
PDQ Gesamtscore 14,89+ 6,75 9,2+£4,09 10,52 +8,03 10,57 7,5
[4-22],n=9 [2-12],n=5 [0-26], n=31 [0-25], n=28
PDQ-Auswertung: 3(33)/2(22)/4(44) | 5(100)/0(0)/0(0) | 19(61)/6(19.5)/ 17 (61) /6 (21) /5 (18)
neuropathische 6(19.5)
Schmerzkomponente
unwahrscheinlich /
unsicher /
wahrscheinlich [n](%)

Tabelle 5: Schmerz- und PDQ-Scores von Patienten mit Herpes Zoster und Polyneuropathie

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung [Minimum-Maximum] dargestellt, Anzahl der
Patienten.

Die beiden Patientengruppen unterschieden sich nicht signifikant in Bezug auf
Schmerzparameter oder PDQ-Scores (p > 0,1 fir alle Vergleiche). Es gab keine Unterschiede
zwischen den Bewertungen der Schmerzen sowie den PDQ-Scores wahrend der Baseline- und

Follow-up-Untersuchung (p > 0,5 fiir alle Vergleiche).
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3.2 Somatosensorische Profile
3.2.1 Vergleich der QST-Profile bei Baseline und Follow-up
Im Abbildung 9 und 10 sind die QST-Ergebnisse der Patienten mit Polyneuropathie bzw.

Herpes Zoster zum ersten Untersuchungszeitpunkt (Baseline) sowie bei der

Nachuntersuchung (Follow-up) dargestellt.
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Abbildung 9: Vergleich der QST-Befunde der Patienten mit Polyneuropathie bei Baseline und Follow-

up

Es sind die Z-Werte der 13 QST-Parameter angegeben. Der graue Bereich zeigt den Bereich der
normativen Werte gemdf der Datenbank des deutschen DFNS. Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwertes an.

Z-Wert = jeder einzelne Parameter ist auf seinen areal-, alters- und geschlechtsspezifischen
Referenzbereich bezogen und wird als Anzahl der Standardabweichungen (liber oder unter dem
normalen Mittelwert dargestellt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.

CDT = Kdlteerkennungsschwelle, WDT = W¢édrmeerkennungsschwelle, TSL = Temperatursensibilitdits-
grenze, CPT = Kdlteschmerzschwelle, HPT = Wérmeschmerzschwelle, PPT = Druckschmerzschwelle,
MPT = Mechanische Schmerzschwelle, MPS = Mechanische Schmerzempfindlichkeit, WUR = tempordre
Summation, MDT = Mechanische Erkennungsschwelle, VDT = Vibrationserkennungsschwelle,
DMA = Dynamisch-mechanische Allodynie, PHS = Paradoxe Wdrmeempfindung.
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Abbildung 10: Vergleich der QST-Befunde der Patienten mit Herpes Zoster bei Baseline und Follow-
up

Es sind die Z-Werte der 13 QST-Parameter angegeben. Der graue Bereich zeigt den Bereich der
normativen Werte gemdf3 der Datenbank des deutschen DFNS. Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwertes an.

Z-Wert = jeder einzelne Parameter ist auf seinen areal-, alters- und geschlechtsspezifischen
Referenzbereich bezogen und wird als Anzahl der Standardabweichungen (iber oder unter dem
normalen Mittelwert dargestellt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.

CDT = Kdlteerkennungsschwelle, WDT = Wdrmeerkennungsschwelle, TSL = Temperatursensibilitdts-
grenze, CPT = Kdlteschmerzschwelle, HPT = Wédrmeschmerzschwelle, PPT = Druckschmerzschwelle,
MPT = Mechanische Schmerzschwelle, MPS = Mechanische Schmerzempfindlichkeit, WUR = tempordre
Summation, MDT = Mechanische Erkennungsschwelle, VDT = Vibrationserkennungsschwelle,
DMA = Dynamisch-mechanische Allodynie, PHS = Paradoxe Wdrmeempfindung.

Beim Vergleich der Follow-up-Daten mit den Ausgangswerten wurden keine signifikanten
Veranderungen der QST-Befunde festgestellt, weder bei den Patienten mit Herpes Zoster

(p > 0,05 fiir alle Vergleiche) noch bei PNP-Patienten (p > 0,1 fir alle Vergleiche).
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3.2.2 Vergleich der QST-Profile der beiden Patientengruppen

In Bezug auf die QST-Parameter wurden Unterschiede zwischen den beiden Patientengruppen
hinsichtlich der WDT (WDT Z-Werte Zoster: -0,23 + 1,72 vs. WDT Z-Werte PNP: -1,63 + 1,34;
p=0,03), TSL (TSL Z-Werte Zoster: -0,7 £ 1,51 vs. TSL Z-Werte PNP: -1,75 + 1,15; p= 0,025), CPT
(CPT Z-Werte Zoster: 0,6 £ 1,04 vs. CPT Z-Werte PNP: -0,36 + 1,02; p= 0,012), HPT (HPT
Z-Werte Zoster: 0,83 + 1,98 vs. HPT Z-Werte PNP: -0,89 * 1,17; p= 0,004), und VDT (VDT
Z-Werte Zoster: -1,07 £ 2,33 vs. VDT Z-Werte PNP: -3,43 £ 2,54; p=0,021) gefunden (Abbildung
11), was auf einen ausgepragten Funktionsverlust der temperatur-, berihrungs- und

vibrationsvermittelnden Fasern bei Patienten mit Polyneuropathie hinweist.
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Abbildung 11: Vergleich der Baseline QST-Befunde von Patienten mit Herpes Zoster und Patienten
mit Polyneuropathie

Es sind die Z-Werte der 13 QST-Parameter angegeben. Der graue Bereich zeigt den Bereich der
normativen Werte gemdf3 der Datenbank des deutschen DFNS. Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwertes an.

Z-Wert = jeder einzelne Parameter ist auf seinen areal-, alters- und geschlechtsspezifischen
Referenzbereich bezogen und wird als Anzahl der Standardabweichungen (iber oder unter dem
normalen Mittelwert dargestellt. Die Fehlerindikatoren zeigen den Standardfehler.

*p<005 **p<0.01 ***p<0.001

CDT = Kdlteerkennungsschwelle, WDT = Wiérmeerkennungsschwelle, TSL = Temperatursensibilitéts-
grenze, CPT = Kdlteschmerzschwelle, HPT = Wdrmeschmerzschwelle, PPT = Druckschmerzschwelle,
MPT = Mechanische Schmerzschwelle, MPS = Mechanische Schmerzempfindlichkeit, WUR = tempordre
Summation, MDT = Mechanische Erkennungsschwelle, VDT = Vibrationserkennungsschwelle,
DMA = Dynamisch-mechanische Allodynie, PHS = Paradoxe Wdrmeempfindung.
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3.3 Liquoranalyse

Die Liquorbefunde aller Patienten sind in Tabelle 6 dargestellt.

Einheit Referenzbereich Herpes Zoster Polyneuropathie
Leukozytenzahl /ul <5 5,46 £ 13,69 [1-76], n=10 3,61 8,19 [0-51], n=31
Glukose mmol/| 2,8-4,4 3,47 £0,32[3,04-3,89], 3,79 0,56 [2,96-5,72],
n=10 n=31
Glucosequotient >0,5 0,66 + 0,06 [0,52-0,76], 3,85+17,84[0,4-100],
L/S n=9 n=31
Gesamteiweild mg/I 150 - 450 485 + 237,98 [255-963], 500,87 + 182,74 [229-
n=10 936], n=31
Albumin mg/| 35-53 297,1+ 207,76 [39,1-679], 308 + 118,19 [105-628],
n=10 n=31
Laktat mmol/| 1,3-24 1,8+0,26[1,46-2,25], 1,78 £0,3[1,34-2,71],
n=10 n=31
IgA Liquor mg/| 0,7-4,0 4,6 £ 2,68 [0,84-9,82], 5,32+7,14[0,84-39,7],
n=10 n=31
IgG Liquor mg/I 7-16 31,14 + 14,82 [16,7-57,9], 49,74 + 63,17 [10,1-294],
n=10 n=31
IgM Liquor mg/| 0,4-2,3 0,87 +1,73 [0-5,73], n=10 0,94 + 0,45 [0,25-2,25],
n=31
Q Albumin *103 7,68 + 4,28 [3,22-15,9], 7,76 + 3,37 [2,95-16,7],
n=10 n=31
QlgG *103 3,8+1,81[1,76-7,2], N=10 | 4,74 +5[1,26-23], N=31
QlgA *10°3 2,27 £1,27[0,9-4,36], 2,04 £1,2[0,7-6,29],
n=10 n=31
QlgMm *10°3 0,68 +0,5[0,16-1,41], 0,55+ 0,62 [0,09-2,81],
n=10 n=30

Tabelle 6: Liquorbefunde aller Patienten

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung [Minimum - Maximum] dargestellt, Anzahl der

Patienten.

Bis auf die Leukozytenzahl (gesamte Studienkohorte: 18,11/ul + 26,6/l bei Zosterpatienten

vs. 1,9/ul = 2,4/ul bei PNP-Patienten; p= 0,000436; FACS-Kohorte: 23,33/ul + 32,15/ul bei

Zoster vs. 2,5/ul

+ 3,2/ul bei PNP; p= 0,04; Abbildung 12) unterschieden sich die

Liquorbefunde nicht signifikant zwischen den beiden Gruppen der Zoster- und PNP-Patienten

(p > 0,05 fiir alle Vergleiche).
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Abbildung 12: Vergleich der Leukozytenzahl von Patienten mit Herpes Zoster und Patienten mit
Polyneuropathie

Dargestellt sind die Liquorergebnisse der gesamten Kohorte sowie der FACS Kohorte.
A) Patienten mit Herpes Zoster; B) Patienten mit PNP

Pyes.konorte= 0,000436; pracs-kohorte= 0,04

*p<005 **p<0.01 ***p<0.001

3.4 Durchflusszytometrische Analyse

Zweiundzwanzig Liquorproben erflllten das Kriterium von mindestens 500 Lymphozyten
(definiert durch CD45+ Expression) und konnten in die nachfolgende Analyse einbezogen
werden.

Die epidemiologischen Parameter sowie die Schmerzintensitdt innerhalb der letzten 72
Stunden, der minimale Schmerz und der maximale Schmerz der Patienten mit den FACS-Daten
waren mit der gesamten Studienkohorte vergleichbar und sind in den Tabellen 7 und 8

dargestellt.
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Herpes Zoster Patienten

PNP Patienten

Anzahl [n] (%)

6 (27)

16 (73)

Alter 58,5 Jahre (£ 12,74) 58,63 Jahre (+ 14,46)
Geschlecht Weiblich [n] (%) 2 (33) 6 (38)
Mannlich [n] (%) 4 (67) 10 (62)

Erkrankungsdauer [+ SD]

1,63 Monate (+ 1,28)

45,02 Monate (* 70,06)

Betroffenes Arm & Schulter [n] (%) | 2 (33) 0(0)
Areal Rumpf [n] (%) 4 (67) 0(0)
FuB [n] (%) 0(0) 16 (100)

Tabelle 7: Epidemiologische Daten der Patienten mit validen FACS-Daten

Herpes Zoster Patienten

PNP Patienten

Baseline

Follow-up

Baseline

Follow-up

Schmerzintensitat

innerhalb der letzten 72h

4,83 + 3,97 [0-9],
n=6

3+2,65[0-5],
n=3

2,56 + 3,41 [0-10],
n=16

2,38 +£2,55[0-8],
n=16

Schmerzminimum

3,80 £ 3,90 [0-9],
n=>5

2,33+2,52[0-5],
n=3

0,86 + 1,56 [0-5],
n=14

0,94 + 1,69 [0-4],
n=16

Schmerzmaximum

6,40 £ 4,34 [0-10],
n=>5

4,67 £ 5,03 [0-10],
n=3

4,2 +2,09 [0-10],
n=15

4,25 + 3,82 [0-10],
n=16

PDQ Gesamtscore

17,2+ 6,02 [7-22],
n=9

6,5 £ 6,36 [2-11],

n=5

8,63 17,75 [0-24],
n=16

9,79 + 8,66 [0-25],
n=14

PDQ-Auswertung:
neuropathische
Schmerzkomponente
unwahrscheinlich /
unsicher / wahrscheinlich

[n] (%)

3(33)/2(22)/4
(44)

5(100)/0(0)/0
(0)

19 (62)/6(19)/6
(19)

17 (61)/ 6 (21)/ 5
(18)

Tabelle 8: Schmerz- und PDQ-Scores der Patienten mit validen FACS-Daten

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung [Minimum - Maximum] dargestellt, Anzahl der

Patienten.
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Die genaue Verteilung der verschiedenen Zellen im Liquor ist in Tabelle 9 dargestellt.

Herpes Zoster Patienten PNP Patienten
CD4in% 58,56 + 12,74 [36,72-71,82],n=6 | 51,65+ 18,92 [15,77-77,79], n=16
CD8in% 14,4 + 11,06 [1,07-31,16], n=6 13,3+9,05[1,64-32,23], n=16
CD19in % 3,54+5,72[0,32-15,14],n=6 4,01+7,2[0,43-30,06], n=16
CD 56 in % 7,11+6,48[2,2-19,4],n=6 6,06 + 4,56 [0,16-17,93], n=16

Tabelle 9: Zellverteilung im Liquor

Alle Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung [Minimum - Maximum] dargestellt, Anzahl der
Patienten.

Es gab keine signifikanten Unterschiede zwischen Zoster- und PNP-Patienten hinsichtlich der
Zellverteilung im Liquor (p > 0,5 fur alle Vergleiche).

Der PDQ-Gesamtscore zeigte einen signifikanten Unterschied zwischen Zoster- und PNP-
Patienten (PDQ-Score Zoster: 17,2 + 6,02 vs. PNP: 8,63 + 7,75; p= 0,04); d.h. Zosterpatienten
berichteten haufiger als PNP-Patienten (ber Symptome, die eine neuropathische
Schmerzkomponente wahrscheinlich machten.

Ansonsten unterschieden sich die beiden Gruppen nicht in Bezug auf die
Schmerzcharakteristika (p > 0,1 fir alle Vergleiche). Auch gab es keine signifikanten
Unterschiede der Schmerzparameter oder PDQ-Scores zwischen der ersten Messung und der

Nachuntersuchung (p > 0,5 fiir alle Vergleiche).

3.5 Korrelationsanalysen

3.5.1 Immunzellhdufigkeiten und PDQ-Scores
Es gab keine signifikanten Korrelationen zwischen den FACS-Daten und den PDQ-Scores,

weder fir alle Patienten noch in einer der Untergruppen (p > 0,05 fir alle Vergleiche).

3.5.2 Immunzellhdufigkeiten und somatosensorischen Parametern
Alle Patienten
Zytotoxische T-Zellen (CD8+) korrelierten positiv (r= 0,482, p= 0,023; nach Bonferroni-
Korrektur p= 0,207; n= 22) mit der HPT, d.h. eine erhohte CD8-Haufigkeit konnte mit
Hitzehyperalgesie assoziiert sein, wobei dieser Zusammenhang nach der Bonferroni-Korrektur

nicht mehr signifikant war.
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Es gab eine negative Korrelation (r= -0,596, p= 0,004; nach Bonferroni-Korrektur p= 0,036;
n= 21) zwischen mechanischer Schmerzsensitivitat (MPS) und der Haufigkeit der natirlichen
Killerzellen: Eine erhohte NK-Zellfrequenz korrelierte mit einer reduzierten mechanischen
Schmerzsensitivitat. Dieses Ergebnis blieb nach Bonferroni-Korrektur robust (korrigiertes

p=0,036) (Abbildung 13).

Mechanische Schmerzsensitivitat (MPS)
Z-Scores

% der Leukozyten
0 Frequenz natdrlicher Killerzellen 20

Abbildung 13: Signifikante Korrelation der mechanischen Schmerzsensitivitat und der Frequenz der

natirlichen Killerzellen

Herpes Zoster Patienten

Es wurde eine positive Korrelation zwischen CD8+-Zellfrequenz und mechanischer
Schmerzsensitivitat gefunden (r= 0,990, p= 0,001; nach Bonferroni-Korrektur p= 0,009; n=5)
(Abbildung 14). Dieses Ergebnis blieb nach Bonferroni-Korrektur robust (korrigiertes
p=0,009).
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Abbildung 14: Signifikante Korrelation der mechanischen Schmerzsensitivitat und der Frequenz
zytotoxischer T-Zellen der Patienten mit Herpes Zoster

(*) N= 5, ein Patient mit Herpes Zoster beendete die Untersuchung vorzeitig.
Polyneuropathie-Patienten

Eine hohe CD8+-Zellfrequenz war mit einer reduzierten mechanischen Schmerzsensitivitat
(r=-0,516, p= 0,041, n= 16) sowie einer erhohten Hitzehyperalgesie (r= 0,551, p= 0,027; nach
Bonferroni-Korrektur p= 0,243, n= 16) assoziiert (Abbildung 15).

Z-Scores

Hitzeschmerzschwelle (HPT)

% der Leukozyten

0 Frequenz zytotoxischer T-Zellen 40

Abbildung 15: Signifikante Korrelation der Hitzeschmerzschwelle und der Frequenz der zytotoxischen

T-Zellen der Patienten mit Polyneuropathie
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Es bestand eine signifikante Korrelation (r= -0,545, p= 0,029; nach Bonferroni-Korrektur
p= 0,261, n= 16) zwischen mechanischer Schmerzempfindlichkeit (MPS) und der Haufigkeit
der natirlichen Killerzellen (Abbildung 16). Eine erhohte NK-Zellfrequenz korrelierte mit einer

reduzierten mechanischen Schmerzsensitivitat.

Mechanische Schmerzsensitivitat (MPS)
Z-Scores

-4 % der Leukozyten
0 Frequenz natirlicher Killerzellen 20

Abbildung 16: Signifikante Korrelation der mechanischen Schmerzsensitivitdt und der Frequenz der

natdrlichen Killerzellen der Patienten mit Polyneuropathie

3.5.3 Immunzellhdufigkeiten und Schmerzentwicklung

Wir fanden keine signifikanten Korrelationen zwischen FACS-Daten und PDQ- Scores in der
Nachuntersuchung (p > 0,05), es gab auch keine signifikante Verdnderung der PDQ-Scores
zwischen Baseline- und Follow-up-Untersuchung (p > 0,1).

Bei zwei Patienten zeigte der PDQ, dass eine neuropathische Schmerzkomponente zu
Studienbeginn unwahrscheinlich, bei der Nachuntersuchung jedoch wahrscheinlich geworden
war. Beide Patienten zeigten niedrige NK-Zellfrequenzen im Vergleich zum Mittelwert aller
auswertbaren NK-Zellfrequenzen.

Zwei Patienten entwickelten bei der Follow-up-Untersuchung eine pathologische HPT, fir
beide Patienten liegen keine giltigen FACS-Ergebnisse vor.

Es gab vier Patienten, deren urspriinglich normale MPS-Werte im Verlauf pathologisch
wurden. Zwei dieser Patienten hatten giiltige FACS-Befunde und zeigten eine reduzierte

NK-Zellfrequenz im Vergleich zum Mittelwert der gesamten Studienkohorte (Abbildung 17).
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Ein Patient entwickelte eine pathologische WUR und zeigte eine reduzierte NK-Zell-Haufigkeit

im Vergleich zum Mittelwert der gesamten Studienkohorte.
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Abbildung 17: QST-Befunde der Patienten, die im Verlauf pathologische MPS-Werte entwickelten

Es sind die Z-Werte der 13 QST-Parameter angegeben. Der graue Bereich zeigt den Bereich der
normativen Werte gemdf3 der Datenbank des deutschen DFNS. Fehlerbalken geben den Standardfehler
des Mittelwertes an.

Z-Wert = jeder einzelne Parameter ist auf seinen areal-, alters- und geschlechtsspezifischen
Referenzbereich bezogen und wird als Anzahl der Standardabweichungen (liber oder unter dem
normalen Mittelwert dargestellt.

Die MPS-Werte, die zu Untersuchungszeitpunkt zwei pathologisch waren, wurden rot umkreist.

CDT = Kdlteerkennungsschwelle, WDT = W¢érmeerkennungsschwelle, TSL = Temperatursensibilitdits-
grenze, CPT = Kdlteschmerzschwelle, HPT = Wérmeschmerzschwelle, PPT = Druckschmerzschwelle,
MPT = Mechanische Schmerzschwelle, MPS = Mechanische Schmerzempfindlichkeit, WUR = tempordre
Summation, MDT = Mechanische Erkennungsschwelle, VDT = Vibrationserkennungsschwelle,
DMA = Dynamisch-mechanische Allodynie, PHS = Paradoxe Wdrmeempfindung.

37



4 Diskussion

Ziel dieser Studie war es, spezifische Immunzellmuster im Liquor zu finden, die zur
Chronifizierung von Schmerzen beitragen kénnen.

Wir fanden eine signifikante Assoziation von NK-Zellhdufigkeit und mechanischer
Schmerzsensitivitdt, einem wichtigen QST-Marker fir zentrale Sensibilisierung und damit
einem potenziellen Marker fiir chronische Schmerzen. Diese Ergebnisse deuten auf einen
protektiven Effekt von NK-Zellen hinsichtlich der Schmerzchronifizierung hin. Wir fanden auch
signifikante Korrelationen beziiglich der zytotoxischen T-Zellen, die auf den ersten Blick
widersprichlich erscheinen. Bei Patienten mit Herpes Zoster korrelierte die Haufigkeit von
CD8+-Zellen mit der mechanischen Schmerzsensitivitat (hohe Werte von CD8+-Zellen waren
mit einer ausgepragten zentralen Sensibilisierung verbunden). Bei Polyneuropathie-Patienten
war die CD8+-Zellfrequenz jedoch mit einer reduzierten MPS assoziiert, was auf weniger
Anzeichen einer zentralen Sensibilisierung hindeutet. Diese Ergebnisse werden im Folgenden

diskutiert.

4.1 Protektiver Effekt von NK-Zellen auf zentrale Sensibilisierung

Das interessanteste Ergebnis war eine signifikante inverse Korrelation zwischen mechanischer
Schmerzsensitivitat (MPS; als eines der relevantesten Merkmale fiir zentrale Sensibilisierung
in der QST (Hullemann, Watfeh et al. 2015) und der Haufigkeit von natdlrlichen Killerzellen.
Dies deutet darauf hin, dass NK-Zellen einen protektiven Effekt auf die
Schmerzsensibilisierung haben kénnten.

Natdrliche Killerzellen geh6ren zum angeborenen Immunsystem. lhre primare Funktion ist die
Zerstorung virusinfizierter Zellen oder Tumorzellen. Inzwischen haufen sich Nachweise einer
Multifunktionalitat der Zellen und ihrer Beteiligung an verschiedenen Immun- / Zellreaktionen
nach Nervenldsionen. Einige Studien zeigen NK-Zellrekrutierung in der Peripherie nach
Nervenldsionen: Ratten mit Nervenverletzungen zeigten eine signifikante Hochregulation von
NK-Zellen in diesen Nerven im Vergleich zu scheinoperierten Kontrollen (Cui, Holmin et al.
2000). In einem weiteren Experiment an Mausen konnte gezeigt werden, dass die Verletzung
von peripheren Nerven zur Rekrutierung von NK-Zellen in diese Nerven fihrte. Die Funktion
der NK-Zellen korrelierte mit einem verminderten Auftreten von zentraler Sensibilisierung.

Die Autoren betrachten diese selektive NK-Zell-vermittelte Zerstoérung geschadigter Axone als
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Erganzung zur Wallerschen Degeneration und weisen auf ein mogliches therapeutisches
Potenzial von NK-Zellen bei der schmerzhaften Neuropathie hin, indem NK-Zellen partiell
geschadigte Nerven beseitigen (Davies, Kim et al. 2019). Daruber hinaus zeigten Gao et al.,
dass NK-Zellen nach elektrischer Stimulation von ligierten Ischiasnerven bei Ratten sowohl in
ihrer Aktivitat als auch in ihrer Anzahl in der Milz und im peripheren Blut erh6ht waren. Durch
wiederholte Elektroakupunktur wurden IL-2 und B-EP, zwei wirksame Aktivatoren von
NK-Zellen, erhéht (Gao, Wang et al. 2014).

Die Infiltration von Immunzellen in das Zentralnervensystem wahrend peripherer
Neuroinflammation wird kontrovers diskutiert (Marchand, Perretti et al. 2005). Nach
peripherer Nerventeilresektion wurde eine erhéhte spinale Aktivitat von CD4- und MHC-II-
Zellen bei persistierender mechanischer Allodynie beobachtet (Sweitzer, White et al. 2002),
was auf eine konsekutive zentrale Neuroinflammation hinweist. Eine andere Studie zeigte die
Infiltration von CD3+-T-Lymphozyten und MHC-II-Zellen ins Rickenmark, welche mit
mechanischer Allodynie korrelierte (Sweitzer, Hickey et al. 2002). Rutkowski et al. wiesen eine
Extravasation von Mikroglia im zentralen Nervensystem von Ratten mit neuropathischen
Schmerzen nach peripherer L5 Nervenverletzung nach. Die Autoren vermuteten eine
spezifische Rolle der infiltrierenden Zellen mit neuroprotektiven oder anti-hyperalgetischen
Effekten (Rutkowski, Lambert et al. 2004).

Die von uns nachgewiesene Reduktion der mechanischen Schmerzempfindlichkeit in
Kombination mit einer erhohten NK-Zellfrequenz passt zu diesen Befunden und liefert die

ersten Daten beim Menschen.

Die Ergebnisse legen nahe, dass NK-Zellen ein protektiver Faktor fir Schmerzsensibilisierung
sein konnten. Bekannte QST-Marker, die eine (periphere oder zentrale) Sensibilisierung
anzeigen, sind HPT, MPS, WUR und MPT (LaMotte, Thalhammer et al. 1982, Baron, Hans et al.
2013). Es gab vier Patienten, die eine Sensibilisierung zeigten: lhre anfanglich normalen
MPS-Werte wurden mit der Zeit pathologisch. Zwei von ihnen hatten valide FACS-Befunde;
beide zeigten in der FACS-Analyse erniedrigte NK-Zellfrequenzen im Vergleich zum Mittelwert
der NK-Frequenzen der gesamten Studienkohorte. Ein Patient entwickelte eine pathologische
WUR, er zeigte ebenfalls eine reduzierte NK-Zellfrequenz. Auch diese Befunde stiitzen die

Vermutung, dass NK-Zellen einen protektiven Effekt auf die Schmerzsensibilisierung haben
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konnten. Diese Beobachtungen sollten in einer groBeren Kohorte von Probanden weiter
untersucht werden.

Es gibt zahlreiche Hinweise, dass NK-Zellen an der Pathogenese des Herpes Zoster beteiligt
sind (Biron, Byron et al. 1989, Wendland, Herren et al. 2000, Etzioni, Eidenschenk et al. 2005,
Notarangelo and Mazzolari 2006). NK-Zellen zirkulieren im Blut, wandern als Teil der
angeborenen Immunantwort in entziindetes Gewebe ein und reagieren so friihzeitig auf eine
Infektion (Vivier, Tomasello et al. 2008). Es wird berichtet, dass NK-Zellen eine Herpes-Zoster-
Infektion eindammen kénnen. Andererseits zeigten Campbell et al., dass das Varizella-Zoster-
Virus spezifisch in gesunde NK-Zellen eindringt und damit zur Ausbreitung der Infektion

beitragt (Campbell, McSharry et al. 2018).

4.2 Zytotoxische T-Zellen und Sensibilisierung

Bei den Patienten mit Herpes Zoster waren hohe CD8+-Zellspiegel mit einer ausgepragten
zentralen Sensibilisierung (MPS) assoziiert, wahrend bei Polyneuropathie-Patienten die
CD8+-Zellhaufigkeit mit weniger Anzeichen einer zentralen Sensibilisierung verbunden war.
Diese Befunde legen nahe, dass im akuten Stadium einer neuropathischen
Schmerzerkrankung (in unserer Studienkohorte trat die Postzosterische Neuralgie innerhalb
der ersten drei Monate auf) zytotoxische T-Zellen eine zentrale Sensibilisierung fordern,
wahrscheinlich als relevanter Faktor innerhalb der neuroinflammatorischen Kaskade.

Neuere Studien konnten CD8+-Zellen als eine der Hauptzellgruppen identifizieren, die
Ganglien nach oder wahrend einer Zoster-Infektion infiltrieren (Gowrishankar, Steain et al.
2010, Steain, Sutherland et al. 2014, Sutherland, Steain et al. 2019). Es ist heute bekannt, dass
VZV-Antigene T-Zell-vermittelte Immunantworten induzieren (Kleemann, Distler et al. 2012,
Sei, Cox et al. 2015). In einer Studie an Mausen berichteten Cao et al., dass T-Lymphozyten-
defiziente Mause eine Reduktion der verletzungsinduzierten Hypersensibilitat aufwiesen. Dies
deutet darauf hin, dass T-Lymphozyten ein wichtiger Faktor fir die Aufrechterhaltung von
neuropathischen Schmerzen sind (Cao and DeLeo 2008).

Andererseits waren bei einer chronischen neuropathischen Schmerzerkrankung (in unserer
Kohorte lag der Schmerzbeginn der Polyneuropathie-Patienten Jahre zurlick) die
CD8+-Zellspiegel mit einer reduzierten zentralen Sensibilisierung assoziiert. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass CD8+-Zellen schiitzende Eigenschaften entwickeln, wenn neuropathische

Schmerzen chronisch werden. Was diese Vermutung unterstreicht, ist das Ergebnis einer

40



Mausstudie zur chronischen Arthritis: Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass CD8+-Zellen
durch die Freisetzung endogener Opioide im chronischen Krankheitsstadium einen
protektiven und analgetischen Effekt auf Entziindungsschmerzen haben (Baddack-Werncke,
Busch-Dienstfertig et al. 2017). Darliber hinaus zeigte ein anderes Experiment an Mausen,
dass CD8+-Zellen fiir die Erholung von Paclitaxel- oder Cisplatin-induzierter mechanischer
Allodynie notwendig sind und spontane Schmerzen und Taubheitsgefiihle lindern (Laumet,
Edralin et al. 2019).

Bei chronischen Schmerzzustanden wie dem komplexen regionalen Schmerzsyndrom und
Fibromyalgie wurde eine Reduktion der zirkulierenden CD8+-T-Zellen im Blut festgestellt
(Kaufmann, Eisner et al. 2007).

Dieser Wechsel vom Promotor zum Protektor ist flr einige Zytokine und Immunzellen
bekannt: Innerhalb der Immunantwort kénnen sie sowohl einen férdernden als auch einen
schitzenden Charakter haben. Man weill jedoch nicht, wann und warum dieser Wechsel

stattfindet und was ihn verursacht.

4.3 Leukozyten-Einwanderung in das ZNS

Die Leukozytenzahl war bei den Patienten mit Herpes Zoster signifikant héher als bei PNP-
Patienten. Dieses Ergebnis weist auf eine mégliche Leukozytenwanderung in das ZNS wahrend
der peripheren Entziindung innerhalb der Spinalnervenwurzel hin. Eine Erhéhung der
Leukozytenzahl innerhalb des Rickenmarks aufgrund einer Varizella-Zoster-Infektion wurde
bereits friiher berichtet (Skripuletz, Pars et al. 2018). Die Autoren erkldaren diese
Liquorveranderungen durch die anatomische Ndhe der betroffenen Ganglien zum ZNS.
Haanpaa et al. schlugen auch eine direkte Ausbreitung des Varizella-Virus vom Spinalganglion
in das zentrale Nervensystem vor (Haanpaa, Attal et al. 2011). Das Einwandern von

Leukozyten in das ZNS bleibt ein kontroverses Thema, lber das bisher wenig bekannt ist.

4.4 Limitationen

Als Pilotstudie zur humanen Liquor-FACS-Analyse bei Herpes Zoster und PNP liegt die
Hauptbeschriankung der Studie in der relativ geringen Patientenzahl. Da wir strenge
Qualitatskriterien fir die Aufnahme in die FACS-Analyse definierten, war die Anzahl der Falle

mit validen FACS-Ergebnissen deutlich kleiner als die urspriingliche Gruppengrolle. AuRerdem
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ist die Liqguorentnahme bei Patienten ein invasiver Eingriff, der eine klare neurologische
Indikation erfordert, was bei akutem Zoster oder Polyneuropathie nicht immer der Fall ist.
Somit war die Liquorentnahme aus ethischen Griinden eingeschrankt und nur bei

bestehender medizinischer Indikation moglich.
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5 Zusammenfassung

Das Immunsystem hat einen entscheidenden Einfluss auf die Entstehung und Chronifizierung
neuropathischer Schmerzen nach Schadigung des peripheren und/oder zentralen
Nervensystems. Einzelne Zellpopulationen und deren Rolle bei der Schmerzentstehung und
-chronifizierung im zentralen Nervensystem wurden bislang ausschlieBlich im Tiermodell
untersucht. Dabei erwies sich die zentrale Neuroinflammation einerseits als Motor fir
zentrale  Sensibilisierungsprozesse  (und  damit  relevanter  Faktor fir  die
Schmerzchronifizierung), andererseits wurden schmerzprotektive Mechanismen im Rahmen
der Neuroinflammation identifiziert.

Inwieweit sich diese Erkenntnisse auf den Menschen (ibertragen lassen, ist bisher nicht
untersucht worden: Eine Untersuchung von Gewebeproben des zentralen Nervensystems ist
beim Menschen nachvollziehbarerweise aufgrund medizinischer und ethischer Grundsatze
unmoglich. Da der Liquor das zentrale Nervensystem vollstandig umgibt, ermoglicht dessen
Analyse am ehesten Einblicke in immunologische Ablaufe des zentralen Nervensystems.

Ziel dieser Arbeit war, im Liquor von Patienten mit Postzosterischer Neuralgie und
Polyneuropathie = Immunzellmuster zu identifizieren, die moglicherweise zur
Schmerzchronifizierung bei diesen neuropathischen Schmerzzustanden beitragen. Dafir
wurde der Zusammenhang zwischen Immunzellprofilen und somatosensorischen Profilen
untersucht.

Liguor von 41 Patienten wurde mittels Durchflusszytometrie analysiert, es wurden
Zellpopulationen der T-Helfer-Zellen, zytotoxische T-Zellen, B-Zellen und natirlichen
Killerzellen identifiziert und quantifiziert. Eine somatosensorische Phanotypisierung erfolgte
durch eine Quantitative Sensorische Testung; der Fokus lag dabei auf Parametern, die als
Marker fiir Schmerzchronifizierung bzw. zentrale Sensibilisierung bekannt sind.

Es zeigte sich eine negative Korrelation zwischen der Frequenz nattrlicher Killerzellen und der
mechanischen Schmerzsensitivitdit, einem der wichtigsten Marker fir zentrale
Sensibilisierung, in der Quantitativen Sensorischen Testung:

Eine hohe Frequenz der natiirlichen Killerzellen korrelierte mit einer niedrigen mechanischen
Schmerzsensitivitat, wahrend eine niedrige Frequenz natirlicher Killerzellen mit Anzeichen
einer zentralen Sensibilisierung verbunden war.

Die vorliegende Studie ist die erste, die zeigt, dass eine hohe Frequenz natirlicher Killerzellen

im menschlichen Liquor mit einer reduzierten zentralen Sensibilisierung bei neuropathischen
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Schmerzerkrankungen einhergeht. Obwohl natiirliche Killerzellen nur einen kleinen Teil der
Immunzellen ausmachen, scheinen sie eine einzigartige Aufgabe im Sinne einer protektiven
Funktion innerhalb der neuroinflammatorischen Kaskade zu besitzen.

Unsere Beobachtungen resultieren aus einer begrenzten Patientenzahl. Dennoch fanden wir
vielversprechende Marker fiir Schmerzchronifizierung im Liquor, die einer Korrektur fir
multiples Testen standhielten und die es daher wert sind, in zuklnftigen Liquor-Studien in

einer groReren Kohorte (z.B. in multizentrischen Studien) eingehender betrachtet zu werden.
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7 Anhang

7.1 Patientenaufklarung

Sektion Neurologische Schmerzforschung und —therapie

Leiter: Prof. Dr. R. Baron

Studienarzte: Prof. Dr. R. Baron, PD Dr. Andreas Binder, PD Dr. Janne Gierthmiihlen,
Dr. med. Ph. Hillemann, Dr. med. Stefanie Rehm, Johanna H6per, Maren Reimer, Dr.
med. Paul Mdller Tel.: 0431-597-8510

Patientenaufklarung

Erforschung und Identifizierung unterschiedlicher Immunzellpopulationen und ihre Rolle bei der
Entstehung chronischer Schmerzen

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Wir mdchten Sie bitten, an einer wissenschaftlichen Untersuchung teilzunehmen, mit Hilfe derer wir
maogliche Marker fur eine Schmerz-Chronifizierung identifizieren wollen.

1. Ziel der Untersuchung
Identifizierung von neuro-immunologischen Markern fir die Entwicklung chronischer Schmerzen.
2. Ablauf der Untersuchung

Zur Teilnahme an der Studie sind keine Untersuchungen nétig, welche nicht ohnehin
im Rahmen der klinischen Routine-Diagnostik durchgefiihrt wiirden. Die Analyse von
Immunzellen wird aus Nervenwasser (Liquor) oder Material aus Hautbiopsien oder aus
Blutserum durchgefiihrt, dabei wird nur jenes Material verwendet, was in der klinischen
Praxis i.d.R. fur spatere zusatzliche Bestimmungen zurtickgelegt.

Um lhren aktuellen Gesundheitszustand jetzt und zu einem spateren Zeitpunkt
einschatzen zu kénnen, wirden wir Sie bitten einige Fragebdgen zu beantworten (Sie
erhalten von uns einen frankierten Rickumschlag, um uns die Bdgen nach
Beantwortung kostenfrei zuriickschicken zu kdnnen).

Bei einigen Patienten sind Folgeuntersuchungen geplant (koérperliche Untersuchung,
nicht invasive Messung der Nervenfunktion mittels Quantitativ Sensorischer Testung
und Fragebdgen). Sollten Sie hierfir infrage kommen, werden Sie hiertber bereits
heute informiert.

Sollten Sie jetzt noch Fragen zu der Untersuchung haben, wenden Sie sich bitte an
den Studienarzt.
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7.2 Einwilligungserkldarung

Sektion Neurologische Schmerzforschung und —therapie

Leiter: Prof. Dr. R. Baron

Studienarzte: Prof. Dr. R. Baron, PD Dr. Andreas Binder, PD Dr. Janne Gierthmuhlen,
Dr. med. Ph. Hullemann, Dr. med. Stefanie Rehm, Johanna Ho6per, Maren Reimer, Dr.
med. Paul Mdller Tel.: 0431-597-8510

Einwilligungserklarung

Erforschung und Identifizierung unterschiedlicher Immunzellpopulationen und ihre Rolle bei der
Entstehung chronischer Schmerzen

Vor- und Nachnahme der Patientin/ des Patienten

Ich bin ausreichend in mundlicher und schriftlicher Form Uber die Ziele und Methoden, die
moglichen Risiken und den Nutzen der Studie informiert worden. Ich habe die Patienten-
/Probandeninformation gelesen und den Inhalt verstanden.

Ich hatte ausreichend Gelegenheit, die Studie mit meinem Arzt zu besprechen und Fragen zu
stellen. Alle meine Fragen und Bedenken wurden zu meiner Zufriedenheit beantwortet.

Ich bin damit einverstanden, dass im Rahmen der Studie meine personenbezogenen Daten
(Name, Geburtsdatum, Anschrift etc.) und meine medizinischen Daten aufgezeichnet und
anonymisiert/pseudonymisiert (d.h. ohne Namensnennung verschllisselt) zur Auswertung der
Ergebnisse verwendet werden. Alle im Rahmen der Studie erhobenen Daten werden strikt
vertraulich gemafl dem Datenschutz behandelt.

Einer wissenschaftlichen Auswertung der Daten und einer méglichen Verdffentlichung der
vollstandig anonymisierten Ergebnisse stimme ich zu.

Ich weil3, dass meine Studienteilnahme freiwillig ist und dass ich jederzeit ohne Angabe von
Grinden meine Zusage zur Teilnahme widerrufen kann und mir daraus keine Nachteile
entstehen. Beim Widerruf werden auf mein Verlangen alle erhobenen Daten geléscht, soweit
zuvor Kkeine vollstandige Anonymisierung erfolgte. Ich gebe hiermit meine freiwillige
Zustimmung zur Teilnahme an dieser Studie. Eine Kopie dieser Einwilligung und eine Kopie der
Patienten-Probandeninformationsschrift habe ich erhalten.

Ort, Datum Unterschrift der Patientin/ des Patienten

Die Patientin/der Patient wurde von mir Uber Ziel, Bedeutung, Tragweite sowie etwaige Risiken
der Studie aufgeklart.

Ort, Datum Unterschrift des Arztes
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7.3

PainDETECT Fragebogen

PaINDETECT SCHMERZ-FRAGEBOGEN

o W Name:

Vorname: I

Wie wiirden Sie lhren Schmerz jetzt im Augenblick einschatzen?

kein max

Wie stark war der stirkste Schmerz in den letzten 4 Wochen?
0 1 2.3 4 5 6 7 a 1

kein max

Wie stark war der Schmerz in den letzten 4 Wochen im
Durchschnitt?

0 1 2 3 4 5 6 7 i i Iil

kein max

Kreuzen Sie das Bild an, welches
Ihren Schmerzverlauf am besten beschreibt:

] ot Smiangen ]
bl i Zimncsiacon [
W
ladd EvEethe [

Bitte kennzeichnen Sie Ihren
Hauptschmerzbereich

Strahit Ihr Schmerz in weitere Korperregionen
aus? ja D nein D

wenn ja, dann zeichnen Sie bitte die Richtung
ein, wohin der Schmerz ausstrahlt.

Leiden Sie in den eingezeichneten Bereichen an einem Brenngefiihl (z.B. Brennnesseln)?

nie D kaum D gering D mittel D stark D seh& D
Haben Sie im Bereich lhrer Schmerzen ein Kribbel- oder Prickelgefiihl (wie Amebonladon,sgoppm)?

nie D kaum D gering D mittel D : stark D g.ia’“:D
Ist leichte Beriihrung (Kleidung, Bettdecke) in diesem Bereich schmerzhaft? :

nie [ kaum [ gering i mittel D - stark D “'H(D
Haben Sie im Bcrench Ihrer Schmerzen blitzartige, elektrisierende Schmouattackcn?

nie D kaum D gering [:] mittel D - stark D “‘H( D
Ist Kélte oder Warme (Badewannenwasser) in diesem Bereich gelegentlich schmerzhait?

nie D kaum D genngD mittel D stark D '-s?af‘( D
Leiden Sie in den von lhnen eingezeichneten Bereichen unter Taubheitsgefih!?

nie D kaum D geringD mittel D - stark D gg‘rf(D

Lést ein leichter Druck z.B. mit dem Finger in diesem Bereich Schmerzen aus?

nie D : kaum D .gering D mittel D . stark D g‘r‘( D

{vom Arzt auszufGllen)
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7.4 QST Dokumentationsbogen

Name: Kontrollareal:
Geburtsdatum: Datum: Testareal:
Schmerziokallsatlon: Schmerzstirke vor Q5T: {0-100)
Anzahl der Schmerzattacken In den letzten 24 Stunden 0 o113 610 o more than 10
Inensitit der Missempfindungen vor Q5T: o kelne Missempfindungen o kklcht o stark o nicht erfasst
InEenslitit des Jucke zes vor Q5T keln Juckrelz okelcht o stark o nicht erfasst
Raumtemperatur: G Hautemperatur Kontrollamal: “C Testareal: c
Koniroliarsal Taszamal
COT WOT TSL CPT HPT COT  WOT TSL c HPT
5 7 5 = 7 i a 14 iy
g w o = w i e o D
. ' iy . d " - o w
- PHS = PHS N
“r sl panci o & warpd ndeym 1 Arr wrd sk 1 H i am rps e e
O T Zl E
MDT: mechanische Detektonsschws s (won Frey Haam) MPT; sechanische Scrme rzschws [k (Fingrick E-
Kontroliarsal Testaraa Homtrollam al Tastaral 3
- [ m
L0 | AT -hl %
i i —
e -r.l =]
s - a
nul -nl -
I [ =
=]
nul -nl [17]
I L - =
] ]
S R-Funktion; MPS: Pinprick; DMA: Pinsc (EFL 0-Tip{OT). Watksbauscs (C#)
Koniroliarsal
128 oW 32 256 ER
oW 256 128 8 32
32 128 BR oW 16
256 a8 oW aT 128
ER 32 16 128 512
8 aT 256 64 oW
16 BR 512 32 64
aT B4 8 512 256
512 16 64 BR aT
B4 512 aT 16 8
Tasiorea
8 16 aT 512 64
QT BR 64 16 512
256 512 a8 64 aT
B4 32 512 ER 16
CW 64 256 aT 8
512 128 16 32 BR
128 aT [H1] 8 256
16 CW BH 128 32
32 8 128 256 W
ER 256 32 CW 128
WIUR: Wind-up ratio {Sarks 10 Rtz Elrmsinais VOT: vicratorss & kionsschw sk PPT; Druckscrms rzschws s
Eoniroliarsal Tasianed Kornrodlams o Tasiareda Konirollarcal Ta szame al
Erpsmi Feime Eipsne Feimre Knoc S — Musiel
I |
I
= T =
Der {die} Patient{-in} hat die Instruktionen verstanden und befolgt

& rraEm S T mamm - iE mein unsicher

1 Solls an Fat mil ™1 00 geraled werdan, od diesar R im Lauka darwaliaran Teshang) ichiwisder im batofonen Anaa angewand und fir jeden Feiz der eirofianen end hoheren Sanke sin Ratng van
(0T E WErdar.

b =d?£‘~'mtm s Naxdairoirstmekaiors der Stirks 256 mh (128 miM Im Gesic) sichi inlaniar wind, kan 2l one siedrger: Reirstics sescowichos waren. Dies mess jedoch sowohl im Bogan as
auch bel dar Caienangabs wamacd wordas. Ggl. mess im Korbolarcal de: Teshong med dar niodngenan Flarnicnst# wiodorhol wordes, um ane cinhofiche Wosang ) gewircsion
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