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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Restless Legs Syndrom (RLS)

1.1.1 Epidemiologie, Diagnose, Klinik und Therapie

Der schwedische Neurologe Ekbom beschrieb 1945 erstmalig die Symptome des Restless
Legs Syndroms (Ekbom 1945; Ekbom and Ulfberg 2009). Heute zahlt es zu den haufigsten
neurologischen Erkrankungen (Berger et al. 2004; Allen et al. 2005). Die Pravalenz ist
abhangig vom Alter, der ethnischen Abstammung und nicht zuletzt dem Geschlecht. So wird
bis zum 60.- 70. Lebensjahr eine kontinuierliche Zunahme der Erkrankung beschrieben
(Berger et al. 2004; Allen et al. 2005; Tison et al. 2005). Die Pravalenz betragt um die 0,1-
3,9% in Asien, der Turkei sowie in Sudosteuropa (Tan et al. 2001; Sevim et al. 2003;
Hadjigeorgiou et al. 2007), wohingegen sie in Nordeuropa und der USA mit circa 10%
abhangig vom durchschnittlichen Alter der Probanden angegeben wird (Berger et al. 2004;
Hogl et al. 2005; Tison et al. 2005). Ferner besitzen Frauen ein nahezu doppelt so hohes
Risiko am RLS zu erkranken (Rothdach et al. 2000; Berger et al. 2004; Allen et al. 2005;
Tison et al. 2005). Patienten mit RLS berichten Uber einen intensiven Drang Ihre Beine zu
bewegen, meistens in Begleitung von Missempfindungen. Letztere werden als ,ziehend®,
.Kribbelnd®, ,elektrifizierend®, ,klopfend“ oder auch ,reiRend“ beschrieben, wobei einige der
Patienten sie als schmerzhaft empfinden (Winkelmann et al. 2000; Allen et al. 2003; Ekbom
and Ulfberg 2009). Den meisten Patienten fallt es schwer, lhre Empfindungen in Worte zu
fassen. Sie beschreiben diese lediglich als ,unangenehmes Gefihl, das aus der Tiefe der
Beine kommt“ (Allen et al. 2003). Die haufigste Lokalisation der Beschwerden erfolgt im
Bereich zwischen Sprunggelenk und Knie (Ekbom and Ulfberg 2009). Die Erkrankung
verlauft haufig progredient. So berichten Patienten, dass sich lhre Beschwerden Uber die
Jahre auf andere Kérperteile zum Beispiel die Arme ausbreiten. Selten sind diese Stellen
von Anfang an mit betroffen (Winkelmann et al. 2000; Bassetti et al. 2001; Allen et al. 2003;
Ekbom and Ulfberg 2009). Die Intensitdt der Beschwerden sowie die Haufigkeit des
Auftretens nimmt ebenfalls tber die Jahre zu (Allen et al. 2003; Tison et al. 2005). Berichtet
ein Patient GOber derartige Symptome, so ist das erste von vier obligatorischen RLS-
Diagnosekriterien, die von der Internationalen Restless Legs Syndrome Study Group
(IRLSSG) 1995 entwickelt und 2003 Uberarbeitet wurden, erfiillt (Walters 1995; Allen et al.
2003). Das zweite Diagnosekriterium basiert auf der Beobachtung, dass die Symptome in
Ruhe, meist im Sitzen oder Liegen, beginnen bzw. sich verstarken. Dabei bezieht sich der
Begriff ,Ruhe“ nicht nur auf die motorische Immobilitat, sondern auch auf eine reduzierte
geistige Aktivitat (Allen et al. 2003). Man kann dies mit Hilfe des Immobilisationstestes von
Montplaisir et al. feststellen (Montplaisir et al. 1998). Patienten, bei denen die fir RLS
typischen Symptome in Ruhe auftreten, versuchen diese durch entsprechende MaBnahmen
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zu unterdricken. Dabei kann eine geistige Ablenkung, zum Beispiel Beschéftigung am
Computer, ebenso wirkungsvoll sein, wie Anspannung der Muskeln, Kreisen der FiiBe oder
abwechselndes Waschen der Beine mit heiBem und kaltem Wasser (Winkelmann et al.
2000; Allen et al. 2003). Sind die Symptome mit derartigen Methoden nicht in den Griff zu
bekommen, ist der Patient letztlich gezwungen aufzustehen und umherzulaufen. Wenngleich
dies meistens zur erhofften Linderung der Symptome fiihrt, beginnt der Kreislauf von vorne,
sobald der Patient zur Ruhe kommt. Das dritte Diagnosekriterium beinhaltet somit die
Verbesserung der Symptome durch Bewegung zumindest so lange, wie die Aktivitat anhalt
(Allen et al. 2003). Das letzte der vier obligatorischen Diagnosekriterien bezieht sich darauf,
dass sich die Symptome vor allem abends oder nachts verschlimmern bzw. erst erscheinen
(Allen et al. 2003). Ein zirkadianer Rhythmus wurde fir die RLS-Beschwerden (Hening et al.
1999b) sowie fur die periodischen Beinbewegungen (PLM) beschrieben, die bei 80-90% der
RLS-Patienten beobachtet werden (Trenkwalder et al. 1999). Neben diesen essentiellen
Kriterien gibt es noch weitere supportive Kriterien und assoziierte Charakteristika, die die
Diagnose RLS festigen [Tabelle 1a-c] (Allen et al. 2003).
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Tabelle 1a: Essentielle Kriterien des Restless Legs Syndroms

Essentielle Kriterien des Restless Legs Syndroms (Allen et al. 2003)

RLS-Symptome

Das typische Symptom fir RLS ist ein Bewegungsdrang, meist in den Beinen, haufig
kombiniert mit sensorischen Missempfindungen. Diese Missempfindungen werden unter
anderem als ,ziehen®, ,kribbeln“ oder sogar ,schmerzhaft* empfunden. Vielen Patienten fallt
es schwer, ihre Beschwerden Uberhaupt in Worte zu fassen (Winkelmann et al. 2000;
Ekbom and Ulfberg 2009).

Verschlechterung der Symptome

Die RLS-Symptome beginnen bzw. verschlechtern sich bei Ruhe. Der Begriff ,Ruhe”
beinhaltet dabei sowohl die motorische Immobilitdt als auch eine reduzierte geistige
Aktivitat. Zur Diagnosesicherung kann der Immobilitdtstest von Montplaisir et al.
herangezogen werden (Montplaisir et al. 1998).

Verbesserung der Symptome

Eine teilweise bzw. vollstandige Verbesserung der RLS-Beschwerden kann durch geistige
Aktivitat oder wirkungsvoller durch Bewegung erzielt werden. Jedoch halt die Besserung
meist nur solange an, wie diese Aktivitat ausgetbt wird (Winkelmann et al. 2000).

Zirkadianer Rhythmus der Beschwerden

Sowohl fir die RLS-Beschwerden als auch fir die bei RLS-Patienten gehauft beobachteten
PLM, wurde ein zirkadianer Rhythmus beschrieben. Beide Symptome verschlechtern sich
am Abend bzw. in der Nacht oder treten ausschlieBlich dann auf (Trenkwalder et al. 1999;
Hening et al. 1999b).
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Tabelle 1b: Supportive Kriterien des Restless Legs Syndroms

Supportive Kriterien des Restless Legs Syndroms (Allen et al. 2003)

Positive Familienanamnese

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass bei Familienangehdrigen ersten Grades eines
RLS-Patienten mit einer Haufigkeit von Uber 50% ein weiterer Betroffener gefunden werden
kann. Dabei ist die positive Familienanamnese umso wahrscheinlicher, je friiher der Patient
am RLS erkrankt. (Montplaisir et al. 1997; Winkelmann et al. 2000).

Ansprechen auf eine dopaminerge Therapie

90% der RLS-Patienten berichten, dass bei erstmaliger Gabe von Levodopa oder einem
anderen Dopamin-Agonisten sich sowohl die sensorischen als auch die motorischen
Symptome verbessern bzw. diese verschwinden. (Benes et al. 1999; Hening et al. 1999a;
Comella 2002; Silber et al. 2004). Zur Diagnose wird der von Stiasny-Kolster et al. validierte
Levodopa-Test verwendet (Stiasny-Kolster et al. 2006).

Periodische Beinbewegungen

Die PLM, die bei 80-90% der RLS-Patienten auftreten, werden in zwei Gruppen unterteilt;
PLM im Wachzustand, diese gelten durchweg als pathologisch, und PLM im Schlaf, diese
werden erst ab einem Auftreten von mehr als 5 Mal pro Stunde als pathologisch angesehen.
Es handelt sich dabei um unwillklrliche, stereotypische Reflexe, die als Dorsalflexion im
oberen Sprunggelenk und der groBen Zehe bzw. als Flexionsbewegung im Knie- und
Huftgelenk beschrieben werden. Die PLM gelten aber in keiner Weise als RLS-spezifisch.
Sie treten ebenfalls bei Patienten mit Parkinson, Narkolepsie und sogar bei alteren
gesunden Menschen auf (Montplaisir et al. 1997; Montplaisir et al. 1998; Bassetti et al.
2001).
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Tabelle 1c: Assoziative Charakteristika des Restless Legs Syndroms

Assoziative Charakteristika des Restless Legs Syndroms (Allen et al. 2003)

Klinischer Verlauf

Sowohl das Alter der Erstmanifestation als auch die Haufigkeit und Starke der Symptome
kénnen bei der Erkrankung RLS erheblich variieren. Treten die ersten Symptome frih auf
(vor dem 45. Lebensjahr = early onset), so ist der Verlauf in der Regel eher schleichend. Bei
diesen Patienten wird eine genetische Komponente fur die Erkrankung vermutet.
Wohingegen Patienten, die erst nach dem 45. Lebensjahr (late onset) erkranken, haufiger
ein sogenanntes sekundares RLS besitzen. Die Erkrankung bei den ,late onset”- Patienten
hat in der Regel einen schwereren Verlauf mit schnellerer Progredienz (Allen and Earley
2000; Winkelmann et al. 2000; Allen and Earley 2001; Allen et al. 2002; Hanson et al. 2004).

Schlafstérungen

Durch den zirkadianen Rhythmus wie auch das Uberwiegende Auftreten der Beschwerden
in Ruhe leiden viele Patienten an einer Ein- und/oder Durchschlafstérung; sowohl die
Schlafdauer als auch die Schlafqualitat sind beeintrachtigt. Viele Patienten leiden daher an
einer erhdhten Tagesmudigkeit. Daraus resultierende weitere Folgeerscheinungen sind
vermehrte Depressionen, erniedrigte Lebensqualitdt und ein erhdhtes kardiovaskulares
Risiko. Zur Objektivierung des Schlafprofils kann eine Polysomnographie durchgefiihrt
werden (Allen and Earley 2001; Berger and Kurth 2007; Winkelman et al. 2008).

Kérperliche Untersuchung

Eine intensive kérperliche Untersuchung, unterstltzt durch technische und laborchemische
Zusatzuntersuchungen, tragt dazu bei, die Diagnose RLS zu sichern. So fiihren
neurologische Untersuchungen, die Bestimmung der Nervenleitgeschwindigkeit sowie die
Elektromyographie und laborchemische Untersuchungen (Bestimmung von Blutbild, Ferritin,
Serumeisen, Kreatinin, Harnstoff, TSH, fT3, fT4, Vitamin B12 und Folsaure) bei primaren
RLS-Patienten zu unauffalligen Befunden. Diese kénnen aber einerseits zur Klassifikation
eines sekundaren RLS herangezogen werden und andererseits dazu dienen andere
neurologische Erkrankungen wie eine Polyneuropathie (PNP) auszuschlieBen (Garcia-
Borreguero et al. 2006; Allen and Earley 2007). Weitere diagnostische MaBnahmen beruhen
auf der Durchfiihrung einer Polysomnographie, dem Immobilitatstest, sowie dem Levodopa-
Test [siehe Tabelle 1 a-c].
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Anhand der Atiologie lassen sich Patienten mit RLS in zwei Gruppen einteilen, primares und
sekundéares RLS. Beim primdren oder idiopathischen RLS findet man keine zugrunde
liegende Erkrankung als Ausléser. Im Gegensatz dazu besteht bei dem sekundaren oder
symptomatischen RLS ein Zusammenhang mit einer anderen Krankheit, einem Medikament
oder einer hormonellen bzw. metabolischen Veranderung (Garcia-Borreguero et al. 2006;
Ekbom and Ulfberg 2009). Die bekanntesten Ausléser sind dabei ein Eisenmangel (O'Keeffe
et al. 1994; Allen and Earley 2007), eine Uramie (Winkelman et al. 1996; Garcia-Borreguero
et al. 2006) sowie das Vorliegen einer Schwangerschaft (Manconi et al. 2004). Bei einigen
RLS-Patienten konnte eine Assoziation mit einer peripheren Neuropathie oder
Radikulopathie festgestellt werden (lannaccone et al. 1995; Polydefkis et al. 2000;
Gemignani et al. 2006). Ferner wurden Medikamente wie Antidepressiva, Neuroleptika und
Dopamin-Antagonisten als ,Trigger“ des RLS beschrieben (Wetter et al. 2002; Rottach et al.
2008). Wird der spezifische Ausléser des RLS beseitigt, zum Beispiel durch einen Ausgleich
des Eisendefizits oder eine Nierentransplantation bei den urdmischen Patienten, so kommt
es zur Besserung der Symptome, bestenfalls verschwinden diese sogar vollstandig (O'Keeffe
et al. 1994; Wetter et al. 2002; Winkelmann et al. 2002; Allen and Earley 2007). Beide RLS-
Formen unterscheiden sich nicht in der Auspragung der RLS-typischen Symptome (Walters
1995; Winkelmann et al. 2000). Allerdings tritt die Erstmanifestation bei der sekundaren
Form haufig im hoheren Alter auf und die Wahrscheinlichkeit einer familidren Haufung ist
geringer als bei der primaren Form (Winkelmann et al. 2000; Allen et al. 2002; Hanson et al.
2004; Whittom et al. 2007). Neben der Beseitigung des Auslésers bei der sekundaren Form
des RLS ist die dopaminerge Therapie mit Levodopa (in Kombination mit einem
Decarboxylasehemmer) oder einem Dopamin-Agonisten das Mittel der Wahl (Hening et al.
1999a; Silber et al. 2004). Die dopaminergen Medikamente unterscheiden sich unter
anderem in ihrer Halbwertszeit und der Zeit bis zum Wirkungseintritt. Levodopa wirkt bereits
nach einer kurzen Zeit von circa 30 Minuten. Es wird daher meist als Bedarfsmedikation bei
intermittierendem RLS verwendet oder als Zusatzmedikament in Situationen, in denen die
RLS-Beschwerden besonders ausgepragt auftreten (Benes et al. 1999; Silber et al. 2004).
Die Dopamin-Agonisten besitzen eine langere Halbwertszeit; zum Beispiel hat Levodopa
eine Halbwertszeit von 1,5 Stunden, wohingegen der Dopamin-Agonist Pramipexol eine
Halbwertszeit von 8-12 Stunden aufweist (RuB and von Stuckrad-Barre 2008). Der Vorteil
eines Dopamin-Agonisten besteht darin, dass insbesondere bei taglichem Auftreten von
mittleren bis schweren RLS-Schiben die Einnahme auf wenige Gaben reduziert werden
kann. So reicht eine einmalige Gabe den Patienten haufig fir die gesamte Nacht (Comella
2002; Silber et al. 2004). Ferner treten unter der Therapie mit Dopamin-Agonisten seltener
sogenannte Rebound-Phdnomene auf. Letztere sind dadurch gekennzeichnet, dass gegen

Wirkungsende des Medikaments die RLS-Beschwerden verstarkt auftreten (Comella 2002;
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Silber et al. 2004). Als alternative Medikamente bei unzureichendem Behandlungserfolg oder
Komplikationen bzw. Kontraindikationen der dopaminergen Therapie koénnen Opiate
verwendet werden (Silber et al. 2004). Sie beeinflussen wie die dopaminergen Medikamente
sowohl die sensorische als auch die motorische Komponente positiv (Hening et al. 1999a;
Walters et al. 2001). Weitere alternative Praparate sind Antikonvulsiva wie Gabapentin oder
Benzodiazepine; diese werden meist als Kombinationstherapie mit Opiaten oder Dopamin-
Agonisten verschrieben (Hening et al. 1999a; Silber et al. 2004).

1.1.2 Pathophysiologie

Obwohl in den letzten Jahren viel am RLS geforscht wurde, ist die Pathophysiologie noch
nicht vollstdndig verstanden. Man geht davon aus, dass unterschiedliche neuroanatomische
Strukturen an der Entstehung des RLS beteiligt sind. Sie umfassen kortikale und subkortikale
Areale wie die Basalganglien, den Thalamus, die A11 Neuronengruppe, die Substantia nigra
sowie den Hirnstamm. Ferner scheinen auch das Rickenmark und die opioiden und
dopaminergen Transmittersysteme betroffen zu sein (Winkelmann and Trenkwalder 2001;
Paulus et al. 2007a; Paulus et al. 2007b). Es wird von einer erhdhten kortikalen sowie
spinalen Erregbarkeit berichtet, fur deren Ursache unterschiedliche Theorien existieren
(Tergau et al. 1999; Bara-Jimenez et al. 2000). So wurde eine reduzierte interkortikale
Hemmung festgestellt, die auf eine Beteiligung des supraspinalen motorischen
Hemmungsmechanismus sowie zum anderen auf eine Dysfunktion der subkortikalen
Strukturen zurlckgefuhrt wurde (Tergau et al. 1999; Allen and Earley 2001). Die erhdhte
spinale Erregbarkeit, auch zentrale Sensibilisierung genannt, lasst sich entweder durch
Veranderungen in den vom zentralen Nervensystem absteigenden Bahnen (Wei et al. 1999)
oder den spinalen Neuronenkreislaufen erklaren (Pertovaara 1998; Bara-Jimenez et al.
2000; Paulus et al. 2007b). Dabei wird vermutet, dass es durch afferenten Input von den
C/Ad-Fasern zu Plastizitdtsverdanderungen der Neuronen im Rickenmark kommt; zum
Beispiel verlieren hemmende Interneurone ihre Funktion (LaMotte et al. 1991; Paulus et al.
2007b; D'Mello and Dickenson 2008; Bachmann et al. 2010). Infolge dessen tritt eine erhdhte
spinale Erregbarkeit auf. In einer Studie von Bara-Jimenez et al. wurden bei RLS-Patienten
eine erniedrigte Erregungsschwelle sowie eine gréBere Ausbreitung der Reflexantwort bei
den Flexorenreflexe nachgewiesen. Dies spricht fur eine Enthemmung der spinalen
Reflexkreislaufe (Bara-Jimenez et al. 2000). In weiteren Studien konnten Verdnderungen im
somatosensorischen Profil von RLS-Patienten gefunden werden, die ebenfalls fir eine
zentrale Sensibilisierung sprechen (Schattschneider et al. 2004; Stiasny-Kolster et al. 2004;
Bachmann et al. 2010). Dabei wurde in zwei Studien eine mechanische Hyperalgesie, die
sich durch eine erniedrigte mechanische Schmerzschwelle sowie eine erhéhte mechanische
Schmerzsensitivitat auBert, festgestellt (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010).

Bezlglich der thermischen Detektionsschwellen unterscheiden sich die Studien. Bachmann
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et al. stellten eine Hypéasthesie gegenlber thermischen Reizen nur in den sekundaren RLS-
Patienten fest, wohingegen Schattschneider et al. in beiden RLS-Gruppen (primare und
sekundare) eine signifikante Beeintrachtigung der thermischen Wahrnehmung beobachteten
(Schattschneider et al. 2004; Bachmann et al. 2010). Weiterhin wird in vielen
Untersuchungen der Frage nachgegangen, warum Levodopa und andere Dopamin-
Agonisten die Medikamente sind, mit denen RLS am erfolgreichsten therapiert werden kann.
Eine besondere Bedeutung wird in diesem Zusammenhang den A11- Neuronen
zugeschrieben (Ondo et al. 2000; Clemens et al. 2006). Diese zahlen zum dorsalposterior
hypothaldmischen System. Sie besitzen einen hemmenden Einfluss auf afferente
sensorische sowie praganglionare sympathische Neuronen auf spinaler Ebene. lhre
Fehlfunktion kénnte ebenfalls zur erhéhten spinalen Erregbarkeit beitragen. Sie scheinen
aber auch im Zusammenhang mit der Schmerzverarbeitung und der Kontrolle von
autonomen und motorischen Funktionen zu stehen (Winkelman 2006). Der bei RLS-
Patienten beobachtete zirkadiane Rhythmus kénnte aufgrund der anatomischen Nahe von
den A11-Neuronen und dem Nukleus Suprachiasmaticus, dem wichtigsten Taktgeber fir den
zirkadianen  Rhythmus beim Menschen, auf entsprechende Wechselwirkungen
zurickzufiihren sein (Trenkwalder and Paulus 2004; Winkelman 2006). Im Zusammenhang
mit RLS wird noch ein weiteres dopaminerges System, das nigrostriatale A9-System,
diskutiert. Dieses System spielt vor allem eine Rolle bei der Generation willkirlicher
Bewegungen (Winkelman 2006).

Ferner wurden viele Studien mit bildgebenden Verfahren zur Untersuchung des
dopaminergen und opioidalen Systems durchgefihrt (Wetter et al. 2004). Sie lassen
vermuten, dass es bei der Erkrankung zur Remodulierung bzw. Abschwéachung der
dopaminergen und opioidalen Systeme kommt, nicht jedoch zu einer primaren
Neurodegeneration (Paulus et al. 2007b). So zeigten Untersuchungen mit der Positronen-
Emmissions-Tomographie unter Verwendung von 18-Fluordopa eine verminderte Aufnahme
des 18-Fluordopa im Putamen und Caudatum (Turjanski et al. 1999; Winkelmann and
Trenkwalder 2001; Paulus et al. 2007b). Untersuchungen via Single- Photon-
Emmisionscomputertomographie zeigten eine geringfligig verminderte Bindung von
lodobenzamid an den postsynaptischen striatalen Dopamamin-D2-Rezeptoren; dies wird
durch eine verringerte Dichte an Rezeptoren bzw. durch eine geringere Affinitat der
Rezeptoren zum Substrat erklart. In anderen Studien wurden jedoch kontrare Resultate
erzielt (Winkelmann and Trenkwalder 2001; Wetter et al. 2004; Paulus et al. 2007b). Auch
sind die Veranderungen im Vergleich zu denen bei Parkinson, einer anderen das
dopaminerge System betreffenden Erkrankung, eher geringfigig (Winkelmann and
Trenkwalder 2001; Paulus et al. 2007a; Paulus et al. 2007b). Des Weiteren wurde die
Beteiligung des endogenen Opiatsystems bei der Entstehung des RLS untersucht. In einer
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Studie, bei der =zur Untersuchung eine Positronen-Emmissions-Tomographie mit
Diprenorphin als Ligand verwendet wurde, konnten keine Verdnderungen gezeigt werden
(von Spiczak et al. 2005; Paulus et al. 2007b). Mit Hilfe einer hochauflésenden funktionellen
Magnetresonanztomographie wurde hingegen wahrend des Auftretens von RLS-
Beschwerden eine bilaterale Aktivierung des Kleinhirns, vor allem subkortikal, sowie eine
kontralaterale Aktivierung der Thalamus festgestellt (Bucher et al. 1997). Anhand von
weiteren bildgebenden Studien konnte in den aktivierten Kleinhirnbereichen eine Dominanz
von p-Opiat-Rezeptoren festgestellt werden. Mdglicherweise kann so der Einfluss der Opiate
auf die sensorischen und motorischen Symptome beim RLS erklart werden (Winkelmann
and Trenkwalder 2001).

Darlber hinaus scheint auch die Therapie mit Antikonvulsiva effizient zu sein. Letztere
wirken vermutlich unspezifisch GOber hemmende Transmitter bzw. Uber Aktivierung
hemmender Kanéle (Paulus et al. 2007a). Nicht zuletzt wurde die Rolle des Eisendefizits bei
sekundaren RLS-Patienten genauer untersucht (O'Keeffe et al. 1994; Allen and Earley
2007). Magnetresonanztomographie-Studien zeigen eine erniedrigte Eisenverteilung in der
Substantia nigra und dem Putamen, wobei der Grad der Erniedrigung mit dem Schweregrad
des RLS korrelierte (Winkelman 2006). In einer Studie, bei der Gehirngewebe post mortem
untersucht wurde, zeigte sich, dass die Transferrin-Rezeptoren gegeniiber Gesunden
geringer exprimiert waren und in den Zellen weniger Eisen und H-Ferritin (Speicherform der
Ferritins) angefarbt werden konnte (Connor et al. 2003; Winkelman 2006). Des Weiteren
wurden bei der Untersuchung des Liquors erniedrigte Ferritin-Werte (wichtigstes
Eisenspeichermolekil) bei gleichzeitig erhdhten Transferrin-Werten (Haupttransportmolekil)
gefunden (Winkelman 2006). Der Zusammenhang zwischen dem Eisendefizit und der
dopaminergen Fehlfunktion bei RLS-Patienten wird darin gesehen, dass die eisenabhangige
Tyrosinkinase, die das geschwindigkeitsbestimmende Enzym der Dopaminsynthese ist, bei
einem Eisendefizit eine verminderte Aktivitat besitzt (Winkelman 2006).

1.1.3 Genetik

Bei einem hohen Prozentsatz (40-65%) der Patienten mit primarem RLS wird eine positive
Familienanamnese beschrieben; dies kann auf eine genetische Beteiligung hinweisen
(Montplaisir et al. 1997; Winkelmann et al. 2000). Bei der sekundaren Form des RLS werden
deutlich seltener positive Familienanamnesen beschrieben; 42,3% beim idiopathischen RLS
vs. 11,7% beim urdmischen RLS (Winkelmann et al. 2000), 65% beim idiopathischen RLS
vs. 20% beim RLS und PNP (Polydefkis et al. 2000) bzw. 92% beim idiopathischen RLS vs.
13% beim RLS und periphere Neuropathie (Ondo and Jankovic 1996). Ferner konnte gezeigt
werden, dass Patienten mit einer positiven Familienanamnese haufig in jingeren Jahren am
RLS erkranken und eine langsamere Krankheitsprogression aufweisen, als die nicht-

hereditar Erkrankten (Montplaisir et al. 1997; Allen and Earley 2000; Winkelmann et al. 2000;
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Allen et al. 2002; Hanson et al. 2004). Die These, dass bei der RLS-Erkrankung genetische
Faktoren eine Rolle spielen, wird durch Zwillingsstudien gestitzt (Xiong et al. 2007;
Winkelmann et al. 2007a). In den letzten Jahren wurden vor allem Kopplungsstudien und
Assoziationsstudien in der genetischen Grundlagenforschung vom RLS durchgefihrt. Mit
Hilfe von Kopplungsstudien in Familien mit RLS-Patienten konnten bisher 6 fir das RLS
relevante Risikoloci auf dem Chromosomen 12g22-23.3, 14q13-22, 9p22-24, 2q33, 20p13
und 16p12.1 beschrieben werden (Winkelmann et al. 2007a; Levchenko et al. 2009). Diese
wurden aufgrund der Annahme eines autosomal-dominanten Erbgangs identifiziert. Nur
Genlokus RLS1 wird autosomal-rezessiv vererbt; er erscheint auf Grund der hohen
Allelfrequenz aber pseudodominant (Desautels et al. 2001). In anderen Studien konnten
noch weitere Loci identifiziert werden. Eine unmittelbar fir das RLS verantwortliche
Sequenzvariante konnte jedoch durch einen Familien-basierten Ansatz bisher nicht
beschrieben werden (Winkelmann et al. 2007a; Winkelmann et al. 2007b). Bei genomweiten
Assoziationsstudien, in denen die Allelfrequenzen von Einzel-Nukleotid-Polymorphismen
(SNPs) zwischen betroffenen und nicht betroffenen Personen verglichen wurden mit dem
Ziel, signifikante Frequenzunterschiede zu finden, konnten beim Vergleich des Genoms von
RLS-Patienten mit dem gesunder Probanden in fiinf Genen RLS-assoziierte SNPs
identifiziert werden (Stefansson et al. 2007; Winkelmann et al. 2007b; Schormair et al. 2008;
Winkelmann et al. 2011). Flr einen sechsten Lokus auf Chromosom 12 im NOS1-Gen
ergaben sich widersprichliche Ergebnisse (Winkelmann et al. 2008). Bei allen assoziierten
SNPs handelt es sich um haufige genetische SNPs mit schwachem Effekt auf den Phanotyp.
Die Funktion der Gene und ihre Bedeutung bei der Entstehung des RLS sind bis zum
jetzigen Zeitpunkt nicht geklart, jedoch gibt es einige Hypothesen bezlglich ihrer Bedeutung
beim RLS. Die ersten drei Risikovarianten, jeweils bestehend aus mehreren mit dem RLS-
assoziierten SNPs, wurden in den Genen MEIS1, BTBD9 und SKOR1/MAP2K5 bei
Assoziationsstudien in einer europaischen Population identifiziert und in einer kanadischen
Population repliziert (Winkelmann et al. 2007b). In einer unabhangigen US-amerikanischen
Population konnte die Assoziationen mit MEIS1 und BTBD9 ebenfalls bestatigt werden
(Vilarino-Guell et al. 2008). Bei allen drei Genen gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang
mit der embryonalen Entwicklung der Extremitdten und des zentralen Nervensystems
(Winkelmann et al. 2007b). Das MEIS1-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 2 (2p)
lokalisiert. Die Risikoregion liegt im Intron 8/Exon 9. Ein Zusammenhang zwischen RLS und
MEIS1 kann darauf beruhen, dass MEIS1 als Teil des HOX-transkriptions-regulations-
Netzwerks, welches allgemein fir die Steuerung der Zelldifferenzierung und der
Morphogenese zustandig ist, eine Rolle bei der Festlegung der Identitat und der Vernetzung
der spinalen Motoneurone spielt (Winkelmann et al. 2007b). Eine erhbhte spinale
Erregbarkeit, wie sie in einigen Studien fir das RLS gezeigt wurde, entsteht moglicherweise
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auf der genetischen Grundlage von MEIS1 (Tergau et al. 1999; Bara-Jimenez et al. 2000;
Winkelmann et al. 2007b). Ferner wurde eine verénderte Expression von MEIS1 bei adulten
Mausen in den Granulazellen des Kleinhirns, des Vorderhirns sowie vor allem in den
dopaminergen Zellen der Substantia nigra und im Nukleus ruber diskutiert (Mignot 2007;
Winkelmann et al. 2007b). Veranderungen in diesen Strukturen des Gehirns beim RLS
konnten bereits in unterschiedlichen bildgebenden Studien gezeigt werden. Dariber hinaus
gehéren die wirksamsten Medikamente bei der Therapie des RLS zur Gruppe der
Dopaminagonisten; diese kdnnten ebenfalls an diesen Strukturen des Gehirns wirken
(Wetter et al. 2004; Paulus et al. 2007a). Andere Studien zeigen neben den Veradnderungen
im dopaminergen System auch erniedrigte Eisenwerte in der Substantia nigra (Winkelman
2006). Eine aktuelle Studie bestatigt einen Zusammenhang zwischen einem erniedrigten
Eisenniveau und der verminderten Expression von MEIS1 im Gehirngewebe von
verstorbenen RLS-Patienten und in Lymphoblasten von RLS-Patienten (Catoire et al. 2011).
Eine genetische Veranlagung basierend auf MEIS1-Varianten wird im Zusammenhang mit
den erniedrigten Eisenverteilungen als Ursache der Entstehung von Symptomen, wie dem
Drang die Beine zu bewegen und/oder die Entstehung der PLM im Schlaf, vermutet (Mignot
2007; Paulus et al. 2007a). Im Intron 5 des BTBD9-Gens wurde die zweite signifikante
Region lokalisiert. Es liegt auf Chromosom 6p und kodiert fiir ein BTBD-Protein unbekannter
Funktion (Winkelmann et al. 2007b). Erstmals wurde das Vorkommen der BTBD-Proteine in
Drosophila melanogaster untersucht. Dort zeigte sich ein ubiquitdres Vorkommen sowohl im
peripheren als auch zentralen Nervensystem, was es schwierig macht, die exakte Funktion
des Gens bei der Entstehung des RLS zu identifizieren (Mignot 2007; Winkelmann et al.
2007b). In einer unabhangigen Assoziationsstudie mit Patienten einer islandischen
Population konnte primér ein Zusammenhang zwischen den PLM im Schlaf und denselben
BTBD9 - Genvariationen gefunden werden. Es kann daher angenommen werden, dass
BTBD9 vor allem bei der motorischen Komponente des RLS eine Rolle spielt (Stefansson et
al. 2007; Winkelmann 2008). Diese Hypothese wird durch eine aktuelle Studie unterstitzt, in
der die Funktion des BTBD9-Gens an Mausmodellen untersucht wurde. So konnte bei
BTBD9-Mutationsmausen, die nahezu identische Symptome zu den RLS-Patienten zeigten,
eine Beteiligung des BTBD9-Gens bei der Lokomotion und dem Dopa-Stoffwechsel gezeigt
werden (DeAndrade et al. 2012). Ebenfalls konnte in beiden Studien ein Zusammenhang
zwischen dem Eisenhaushalt und der Risikovariante des BTBD9-Gens gefunden werden,
wenngleich die Korrelation kontrovers diskutiert wurde (Stefansson et al. 2007; DeAndrade
et al. 2012). Die dritte auf Chromosom 15q lokalisierte Region umfasst das 3'Ende des
MAP2K5-Gens und Teile des SKOR1-Gens (Winkelmann et al. 2007b). MAP2K5 gehért zur
Familie der mitogenaktivierenden Proteinkinasen und ist ein spezifischer ERKS (extracallular
signal-regulated kinase)-Aktivator. Die MAP2K5-Proteinkinase wird unter anderem durch
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oxidativen Stress und Hyperosmolaritat aktiviert (Winkelmann et al. 2007b). In einer Studie
zur Funktion des ERKS5 konnte eine protektive Wirkung auf dopaminerge Zellenlinien gezeigt
werden, sodass deren Funktionséanderung bei RLS-Patienten einen Zusammenhang mit der
Wirkung der dopaminergen Therapie beim RLS vermuten lassen (Cavanaugh et al. 2006;
Winkelmann et al. 2007b). Das SKOR1-Gen fungiert als transkriptionaler Korepressor flr das
LBX1-Gen. LBX1 wird unter anderem wahrend der embryonalen Entwicklung des
Rickenmarks in einer Gruppe von Interneuronen im Hinterhorn exprimiert (Gross et al.
2002). Dort ist es, wie an Hand von Mausmodellen gezeigt werden konnte, flr die
Zelldifferenzierung zu GABAergen (y-Aminobuttersdure) Interneuronen verantwortlich
(Cheng et al. 2005; Mignot 2007). Eine Veranderung in den hemmenden GABAergen
Interneuronen kénnte zur Entstehung der sensiblen Komponenten sowie dem Schmerz bei
RLS-Patienten fihren (Mignot 2007; Paulus et al. 2007a; Winkelmann et al. 2007b). In der
ersten genomweiten Assoziationsstudie beim RLS im Jahr 2007 zeigte sich bereits ein Trend
auf Chromosom 9p (Winkelmann et al. 2007b). Dies war auch der alleinige Genlokus, der in
Kopplungsstudien mit Familien, deren Angehérige am RLS erkrankt waren, aufgedeckt
werden konnte. Eine weitere Assoziationsstudie in diesem Bereich konnte den vierten Lokus,
der mit dem RLS in Verbindung gebracht werden kann, im PTPRD-Gen identifizieren
(Schormair et al. 2008). Knockout Maus-Modelle zeigten, dass das Gen bei der Pfadfindung
von Axonen und der Termination von Motorneuronen eine Rolle spielt (Uetani et al. 2006;
Schormair et al. 2008). Wie beim MEIS1-Gen kann vermutet werden, dass das Gen bei der
erhoéhten spinalen Erregbarkeit eine Rolle spielt. Erst kirzlich konnte in einer erweiterten
genomweiten Assoziationsstudie in einer deutschen Population, mit Replikation in einer
Gruppe aus europaischen, amerikanischen und kanadischen Probanden, ein weiterer
Genlokus auf Chromosom 16q entdeckt werden (Winkelmann et al. 2011). Er umfasst unter
anderem das 5 Ende des TOX3-Gen. TOX3 reguliert in Neuronen die calcium-abhangige
Transkription. Inwiefern diese Funktion mit der Entstehung des RLS zusammenhangt, ist zu
diesem Zeitpunkt nicht bekannt (Yuan et al. 2009; Winkelmann et al. 2011).

1.2 Neuropathischer Schmerz

1.2.1 Epidemiologie, Definition, Klinik, Diagnose und Klassifikation

Das neuropathische Schmerzsyndrom ist eine haufige Erkrankung mit steigender Pravalenz.
Aktuell geht man davon aus, dass circa 6% der Allgemeinbevdlkerung von dieser
Erkrankung betroffen sind (Toelle et al. 2007; Toelle and Baron 2008). Sie beeintréchtigt die
Lebensqualitat der Patienten in erheblicher Weise und kann in vielen Fallen nicht in
ausreichendem MaBe therapiert werden (Toelle and Baron 2002a; Toelle and Baron 2002b;

Toelle et al. 2007; Toelle and Baron 2008). Die International Association for the Study of
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Pain definiert den chronisch neuropathischen Schmerz als einen Schmerz, der durch
Lasionen und Dysfunktionen im peripheren oder zentralen Nervensystem verursacht wird
(Cruccu et al. 2004; Toelle et al. 2007; Toelle and Baron 2008). Davon abzugrenzen ist der
nozizeptive Schmerz, bei dem das Nervensystem der Patienten intakt ist und ein adaquater
Stimulus flir den Schmerz existiert (Toelle and Baron 2002a; Baron 2006b). Da die
Abgrenzung oft schwer féllt, setzen neuere Definitionen die Rolle des somatosensorischen
Systems starker in den Mittelpunkt und liefern zusétzlich ein Einstufungssystem fir die
Diagnose ,neuropathischer Schmerz* [Abbildung 1] (Treede et al. 2008).

Abbildung 1: Einstufungsschema fir die Diagnose ,neuropathischer Schmerz*
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(Modifizierte Abbildung aus Treede et al. 2008)

Die Ursachen flr die Entstehung von neuropathischem Schmerz sind vielféltig. Sie lassen
sich grob in vier Gruppen einteilen: periphere fokale und multifokale schmerzhafte
Neuropathie, periphere generalisierte schmerzhafte Neuropathie, zentrale schmerzhafte
Neuropathie und komplexe neuropathische Schmerzerkrankung [haufigste Ursachen siehe
Tabelle 2] (Toelle and Baron 2002a; Baron 2006a; Baron and Toelle 2008).
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Tabelle 2: Atiologisch basierte Klassifikation von neuropathischem Schmerz

Atiologisch basierte Klassifikation von neuropathischem Schmerz (Baron 2006a)

periphere fokale und multifokale periphere generalisierte schmerzhafte
schmerzhafte Neuropathie Neuropathie (Polyneuropathie)
e Engpasssyndrome e Diabetes mellitus
e Phantomschmerz, Stumpfschmerz e Alkohol
e Posttraumatische Neuropathie e Amyloidose
e Postzosterische Neuropathie e Plasmazytom
e Diabetische Mononeuropathie e HIV Neuropathie
¢ Ischamische Neuropathie ¢ Hypothyreose
e Polyarteriitis nodosa o Hereditare sensible-autonome

Neuropathie

e Morbus Fabry

e Bannwarth-Syndrom

e Vitamin B-Defizit

e Toxische Neuropathie
(z.B. Chloramphenicol)

_ komplexe neuropathische
zentrale schmerzhafte Neuropathie

Schmerzerkrankung
e Rickenmarksverletzung e Komplexes regionales
e Hirninfarkt (insbesondere Thalamus Schmerzsyndrom Typ | und Il
und Hirnstamm) (sympathische Reflexdystrophie,
e Rickenmarksinfarkt Kausalgie)

e Syringomyelie

e Multiple Sklerose

Patienten mit neuropathischen Schmerzen zeigen sowohl singulare Symptome als auch
haufiger Kombinationen aus negativen sowie positiven sensorischen Symptomen (Toelle
2010). Der Begriff ,negative Symptome*“ bezeichnet dabei den teilweisen bis kompletten
Verlust einer somatosensorischen Qualitdt. Dies kdénnen zum Beispiel Hypasthesien
(allgemein reduziertes Empfinden gegenuber Reizen), Hypalgesien (reduziertes Empfinden
gegenlber schmerzhaften Reizen), Thermhypastesien (reduziertes Empfinden gegeniber

thermischen Reizen) oder Pallhypastesien (reduziertes Empfinden gegentber Vibrationen)
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sein. Zu den positiven Symptomen zahlen die Parasthesien (nicht schmerzhafte kribbelnde
Empfindung), Dysasthesien (schmerzhafte Empfindung entweder spontan oder evoziert) und
die Hyperalgesien (verstarktes Schmerzempfinden bei leicht schmerzhaften Reizen) (Toelle
and Baron 2002a). Der Schmerz kann anhand seiner Qualitdt (brennend, drickend,
einschieBend), seiner Intensitat (mittel bis schwer) und seinem zeitlichen Auftreten (konstant,
in Serie, spontan) klassifiziert werden (Sommer 2003; Baron and Toelle 2008). Friher
wurden die Patienten mit neuropathischen Schmerzen in der Regel nach der Atiologie in
Gruppen eingeteilt. Es ist allerdings evident, dass neuropathischer Schmerz
unterschiedlicher Atiologie, zum Beispiel diabetische Neuropathie und postzosterische
Neuropathie, haufig den gleichen Phanotyp von Schmerz aufweisen, zum Beispiel durch
Berlihrung getriggerter Schmerz. Im Gegensatz dazu zeigen Patienten mit der gleichen
Grunderkrankung oft ein ganz unterschiedliches Schmerzbild (Toelle and Baron 2008; Toelle
2010). Aus heutiger Sicht wird daher angenommen, dass den unterschiedlichen Symptomen
auch unterschiedliche pathophysiologische Mechanismen (allein oder in Kombination)
zugrunde liegen. Kennt man diese pathophysiologischen Mechanismen, so kann an Hand
dessen die Therapie optimiert werden, eine sogenannte mechanismenorientierte Therapie
(Dworkin et al. 2003; Jensen and Baron 2003; Toelle and Baron 2008). Es ist deshalb von
besonderer Bedeutung, die Symptome mdglichst exakt zu diagnostizieren. Dabei helfen
neben einer allgemeinen Anamnese diverse neu entwickelte spezifische Fragebdgen
(LANSS, DN4, painDETECT) wie auch apparative Untersuchungen (Baron and Toelle 2008;
Toelle 2010). Diese umfassen sogenannte ,bedsite“-Tests, die die Wahrnehmung von
Temperaturen, Vibrationen und mechanischen Reizen untersuchen, elektrophysiologische
Untersuchungen, wie die Nervenleitgeschwindigkeit, die Elekiromyographie, die
somatosensorisch-evozierten Potentiale und die laser-evozierten Potentiale, bildgebende
Untersuchungen, wie die Magnetresonanztomographie und die Positronen-Emmissions-
Tomographie, und schlieBlich Nervenbiopsien aus dem betroffenen Areal (Cruccu et al.
2004; Baron and Toelle 2008). Um das somatosensorische Profil eines Patienten in seiner
Gesamtheit zu erfassen, das heiBt sowohl positive und negative Symptome als auch alle
Qualitdten der Somatosensorik, entwickelte der Deutscher Forschungsverbund
Neuropathischer Schmerz (DFNS) eine standardisierte Testbatterie, die Quantitative
Sensorische Testung (QST) (Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b; Toelle and Baron 2008).
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1.2.2 Pathophysiologie und Genetik

In den letzten Jahren konnten mit Hilfe von Tiermodellen viele Pathomechanismen flr die
Entstehung von neuropathischem Schmerz entdeckt werden (Baron 2006a). In der Haut
stehen unterschiedliche Fasern flr die Wahrnehmung von sensiblen Reizen zur Verfligung.
Die wichtigsten drei sind die unmyelisierten C-Fasern, sie haben eine hohe
Erregungsschwelle, leiten sehr langsam und sind fir die Wahrnehmung von schmerzhaften
Reizen verantwortlich, die leicht myelisierten Ad-Fasern, sie haben eine niedrigere
Erregungsschwelle, leiten etwas schneller und sind fur die thermische und taktile
Wahrnehmung sowie die Wahrnehmung von Schmerzen verantwortlich, und die stark
myelisierten AB-Fasern, die die niedrigste Erregungsschwelle haben, besonders schnell
leiten und far die taktile Wahrnehmung von leichten Berthrungen zustandig sind (D'Mello
and Dickenson 2008). Die nozizeptiven Fasern (C/Ad-Fasern) werden nach
Gewebsverletzung durch Mediatoren wie Bradykinin, Prostaglandin, ATP und andere
aktiviert. Die Perikaryen der sensiblen Neuron sitzen im Spinalganglion. Von dort aus ziehen
die nozizeptiven Fasern weiter vor allem in die Laminae I, Il und V des Hinterhorns im
Ruckenmark, wahrend die AB-Fasern vor allem in die Laminae IlI-VI projektieren. Im
Hinterhorn werden sie auf das zweite Neuron verschaltet. In den Laminae | und Il handelt es
sich meist um nozizeptiv spezifische Neurone, in den anderen Laminae um multimodale
Neurone (sogenannte wide dynamic range Neuronen = WDR-Neurone). Diese WDR-
Neurone bekommen neben dem direkten Input von den nozizeptiven Fasern, Eingange von
den multisynaptisch verschalteten Ad/B-Fasern, den hemmenden GABA-Interneuronen und
von den vom zentralen Nervensystem absteigenden regulatorischen Bahnen. Die Axone der
spinalen Neurone bilden das Vorderstrangsystem und leiten die Schmerzsignale nach
zentral weiter [Abbildung 2] (MeBlinger 2005; Baron 2006a; D'Mello and Dickenson 2008).
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Abbildung 2: Spinale Mechanismen bei der Entstehung von Schmerz
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(Modifizierte Abbildung aus D’Mello und Dickenson 2008: nsN: nozizeptiv spezifische

Neurone, WDR: wide dynamic range Neuronen = multimodale Neurone)

Nach einer Nervenverletzung kommt es zu molekularen und zelluldren Veranderungen in

den zugrunde liegenden physiologischen Mechanismen. Man unterscheidet dabei die
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periphere und die zentrale Sensibilisierung (Jensen and Baron 2003; Toelle et al. 2007). Bei
der peripheren Sensibilisierung betreffen die Verdnderungen nicht nur die verletzten
peripheren  Nervenendigungen; es kommt viel mehr durch Ausschittung von
Wachstumsfaktoren, Cytokinen (wie Tumornekrosefaktor a) und Interleukinen (Interleukin-6)
aus den verletzten Nervenendigungen und durch aus den GeféaBen einwandernden
Makrophagen sekundar zu Veranderungen auf den gesunden Nervenfaserendigungen und
den dazugehérigen Spinalganglien (Zieglgansberger et al. 2005). Ein Beispiel fir solche
Veranderungen an gesunden Nervenendigungen nach einer Nervenverletzung ist, dass
vermehrt  m-RNA  (messenger Ribonukleinacid), die fir die Bildung von
spannungsabhangigen Natriumkanalen kodiert, exprimiert wird. Ebenfalls werden die
Natriumkanale Nav1.3, die vor allem wéahrend der Embryonalentwicklung exprimiert sind und
spater herunter reguliert werden, wieder vermehrt sowohl auf den verletzten als auch auf den
gesunden Nervenfasern gebildet. Folge dieser vermehrten Anzahl an Natriumkanalen ist
eine erleichterte Depolarisation der Nerven [Abbildung 3] (Baron 2006a).

Abbildung 3: Mechanismus der peripheren Sensibilisierung
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(Modifizierte Abbildung aus Baron 2006a: blaue Fasern: A-Fasern, rote Fasern: C-Fasern.
Bei einer partiellen Nervenverletzung (beide oberen Axone) kommt es durch Ausschittung
von Wachstumsfaktoren und Expression neuer Kanale zur peripheren Sensibilisierung.)

Im Zusammenhang mit den veranderten Natriumkanalen nach einer Nervenverletzung
konnte bei der Erythromelalgie eine Punktmutation mit folgender ,Missense-Mutation® im
Exon 23 des SCN9A-Gens identifiziert werden (Dib-Hajj et al. 2005). Dieses Gen kodiert fiir
die Nav1.7 Kanale (Baron 2006a). Des Weiteren werden auch andere Rezeptoren, die an der
Schmerzentstehung beteiligt sind, durch intrazelluldre Signalkaskaden hochreguliert, das
heiBt vermehrt an der Nervenfaseroberflache exprimiert. Einer von ihnen ist der Capsaicin-
Rezeptor, TRPV1. Er wird von Protonen, Hitze und Capsaicin aktiviert und flhrt Gber einen
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erleichterten/vermehrten Kalzium- und Natrium-Einstrom zu einer Depolarisation der
Nervenzellen. Ferner bewirkt dieser Rezeptor durch eine Neuropeptidausschittung die
Aktivierung weiterer Nervenfasern. Bei einer Nervenverletzung wird dieser Capsaicin-
Rezeptor auf den verletzten Fasern herunter reguliert und gleichzeitig auf den gesunden
Nervenfasern und in den Spinalganglien herauf. Dies tragt zur Entstehung von
Hitzehyperalgesie bei (Baron 2006a). Weitere Rezeptoren sind der Capsaicin-Rezeptor
TRPV4, a1- und a2- Adrenorezeptoren und der TRPM8-Kanal (Transient receptor potential
cation channel subfamily M member 8) (Baron 2006a).

Durch die periphere Sensibilisierung der C-Fasern und Ad/B-Fasern, werden an der Synapse
im Hinterhorn des Rickenmarks vermehrt Glutamat und Substanz P frei. Beide Substanzen
sind erregende Neurotransmitter im Rickenmark. Glutamat agiert am AMPA- und NMDA-
Rezeptor wahrend Substanz P insbesondere am Neurokinik1-Rezeptor wirkt. Sie erhéhen so
die neuronale Aktivitat (D'Mello and Dickenson 2008). Auch auf spinaler Ebene kommt es zur
Neuroplastizitdtsveranderungen. Zum Beispiel werden spannungsabhangige Kalziumkanale
an der Prasynapse nach einer Nervenverletzung Gberexprimiert, wodurch die Ausschittung
der Neurotransmitter nochmals verstarkt wird (Luo et al. 2001). Weitere zentrale
Sensibilisierungsveranderungen bestehen darin, dass es durch Aktivierung intrazellularer
Signalkaskaden zu Veranderungen in den multimodalen Neuronen auf spinaler Ebene sowie
im weiteren Verlauf in den Neuronen des Gehirns kommt (vor allem im Thalamus und
primaren sensorischen Cortex). Diese Veranderungen betreffen die Opiat-, Glutamat-,
Serotonin-, Noradrenalin- und GABA-Rezeptoren sowie die Natriumkandle auf den
multimodalen Neuronen [Abbildung 4] (Baron 2006a). Des Weiteren verlieren wesentliche
inhibitorische Mechanismen auf spinaler Ebene ihre Wirkung auf die multimodalen Neurone
(= WDR-Neurone). GABA ist eines der wichtigsten hemmenden Neurotransmitter und wird
unter anderem von Interneuronen ausgeschittet. Nach einer Nervenverletzung kommt es
entweder zur Apoptose dieser Interneuronen oder zur Anderung ihres transmembranen
lonengradienten. Beides fihrt dazu, dass zu wenig GABA ausgeschittet wird; dies tragt
ebenfalls zur Ubererregbarkeit der WDR-Neurone bei (Moore et al. 2002). AuBerdem stehen
die WDR-Neurone unter dem regulatorischen Einfluss von absteigenden Bahnen des
zentralen Nervensystems. Ein Funktionsverlust der inhibitorischen Serotonin- und
Noradrenalinbahnen unterstitzt die zentrale Sensibilisierung (Vanegas and Schaible 2004;
Baron 2006a). Diese Hypothese wird durch bildgebende Studien mit der funktionellen
Magnetresonanztomographie und der Positronen-Emmissions-Tomographie verstérkt. Diese
zeigten fundamentale Veradnderungen im somatosensorischen Cortex sowie in der
mesozephalen Formatio reticularis, im Thalamus und in dem zentralen H6hlengrau (Baron
2006a). Neuere Studien gehen sogar davon aus, dass nicht-neuronale Zellen wie die

Gliazellen und die Astrozyten eine Rolle bei der Entstehung von neuropathischem Schmerz
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spielen (Baron 2006a). Alle diese Veranderungen fihren zu einer gesteigerten Aktivitat
gegenlber Reizen und z&hlen zur sogenannten ,zentralen Sensibilisierung®. Die Folge ist,
dass ein Input von den Ad/B-Fasern, der beim gesunden Menschen keinen Schmerz
verursacht, in den veranderten WDR-Neuronen einen Schmerz provoziert (Baron 2006a;
D'Mello and Dickenson 2008).

Abbildung 4: Mechanismus der zentralen Sensibilisierung

[—"] Opioid-Rezeptor
[—"] Glutamat-Rezeptor
[— NA/5-HT-Rezeptor
[—"] GABA-Rezeptor
[—"] a-Adrenozeptor
[—"1 TRPV1-Rezeptor
[— AMPA-Rezeptor
@ Natrium Kanal

@ Calcium Kanal

(Modifizierte Abbildung aus Baron 2006a: oranges Neuron: WDR-Neuron, grines Neuron:
Interneuron, dunkel griine Faser: absteigende Bahnen des zentralen Nervensystems, rote
Faser: C-Faser, blaue Fasern: A-Fasern. Verschiedene pra- und postsynaptische
Veranderungen sowie ein Verlust des hemmenden Systems (griine Fasern) auf das WDR-
Neuron, fiihrt zur Ubererregbarkeit im Riickenmark (= zentrale Sensibilisierung).

Das Risiko, neuropathischen Schmerz zu entwickeln, ist von Individuum zu Individuum sehr
unterschiedlich. Als wesentliche Ursache wird dabei eine genetische Veranlagung gesehen.
So haben sich viele Studien (Assoziationsstudien, Tiermodelle, Kopplungsanalysen) mit dem
genetischen Einfluss auf die Entstehung von Schmerz beschaftigt und bislang sind mehr als
200 Gene im Zusammenhang mit dieser Erkrankung beschrieben worden; als Beispiel sind
RUNX1, SCN9A, COMT und CYP2D6 zu nennen. Dabei kodieren diese Gene fir Proteine
mit unterschiedlichen Funktionen, zum Beispiel Transportermolekile, lonenkanéle,
Rezeptoren oder regulatorische Transkriptionsfaktoren (Baron 2006a; Diatchenko et al.
2007; Toelle et al. 2007).
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2 Fragestellung

In zwei unabhéangigen Studien, die sich mit dem somatosensorischen Profil von Patienten mit
Restless Legs Syndrom befassten, wurde gezeigt, dass RLS-Patienten haufig eine
mechanische Hyperalgesie besitzen (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010). Die
mechanische Hyperalgesie wurde dabei mittels verschiedenen Nadelreizstimulatoren
gemessen und umfasste zwei relevante MessgréBen, die mechanische Schmerzschwelle
und die mechanische Schmerzsensitivitat (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al.
2010). Eine erhdéhte mechanische Sensitivitat spricht fir eine Sensibilisierung des zentralen
Nervensystems (LaMotte et al. 1991; Ziegler et al. 1999; Baumgartner et al. 2002; Baron
2006a). Eine mechanische Hyperalgesie wird nicht nur in Verbindung mit dem RLS
beschrieben, sondern kann auch bei Patienten mit neuropathischem Schmerz nachgewiesen
werden (Baron 2006a; D'Mello and Dickenson 2008).

Innerhalb der Gruppierung des DFNS wird die These vertreten, dass bei Probanden mit
neuropathischem Schmerz, die gleichartige Auffalligkeiten im somatosensorischen Profil
zeigen, auch derselbe Pathomechanismus zugrunde liegt (Rolke et al. 2006a; Toelle et al.
2007; Toelle and Baron 2008). Fur Patienten mit RLS bzw. neuropathischem Schmerz, die
das gleiche somatosensorischen Profil besitzen, kann diese Arbeitshypothese eines
gemeinsamen Pathomechanismus ebenfalls aufgestellt werden. Darlber hinausgehend kann
postuliert werden, dass der gleichartige Pathomechanismus beider Erkrankungen auch auf
einer zumindest teilweise gemeinsamen genetischen Grundlage basiert. Beim RLS sind
bereits genetische Risikovarianten bekannt (BTBD9, MEIS1, SKOR1/MAP2K5, PTPRD,
TOX3) (Winkelmann et al. 2007b; Schormair et al. 2008).

Im Rahmen dieser Studie soll zunachst Uberprift werden, ob im RLS-Patientenkollektiv
dieser Studie eine mechanische Hyperalgesie vorliegt. Im Anschluss daran soll in einer
quantitativen  Assoziationsstudie mit neuropathischen Schmerzpatienten, die eine
mechanische Hyperalgesie besitzen, untersucht werden, ob in diesem Kollektiv eine
Assoziation zwischen den beiden beim RLS auffélligen QST-Werten (mechanische
Schmerzschwelle und mechanische Schmerzsensitivitdt) und den RLS-assoziierten SNPs
besteht.
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3 Probanden und Methodik

3.1 Quantitative Sensorische Testung (QST)

Die Quantitative Sensorische Testung dient der Erkennung von Sensibilitdtsveranderungen
der Haut unter Verwendung eines standardisierten Protokolls. Sie umfasst nahezu alle
Submodalitdten der Somatosensorik und kann sowohl zur Erfassung von
Funktionssteigerungen als auch deren Abschwachung bzw. Verlust eingesetzt werden
(Rolke et al. 2002; Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b; Toelle et al. 2007).

Die Testbatterie wurde vom Deutschen Forschungsverbund Neuropathischer Schmerz
entwickelt. Sie enthdlt 13 Testparameter, mit denen sowohl die thermische als auch
mechanische Empfindung an zwei Stellen des Kdérpers (erkrankt vs. gesund) getestet wird
(Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b).

3.1.1 Probanden mit Restless Legs Syndrom fir die QST

Die Probanden wurden aus einem Kollektiv von Patienten rekrutiert, die bis Oktober 2010 am
Krankenhaus rechts der Isar (Abteilung Neurologie) in stationdrer oder ambulanter
Behandlung waren oder die bereits an einem genetischen RLS-Forschungsprojekt des
Instituts fir Humangenetik am Helmholtz Zentrum in Minchen teilgenommen hatten. 110
Patienten wurde ein Anschreiben zugeschickt mit der Bitte um Rlckantwort bei Interesse an
der Studienteilnahme [Anhang 1]; eine Blutentnahme erfolgte parallel fir eine unabhangige
Studie. Alle Probanden erflllten die Diagnosekriterien der IRLSSG (Allen et al. 2003). Die
Diagnose RLS wurde von Neurologen der RLS-Ambulanz am Klinikum Minchen recht der
Isar gestellt. Alle Patienten erhielten als RLS-spezifisches Medikament ausschlieBlich
Levodopa oder einen Dopamin-Agonisten, die Therapie mit Opiaten oder Antikonvulsiva galt
als Ausschlusskriterium. Die RLS-Patienten zeigten keine Symptome einer peripheren
Polyneuropathie, noch besaBen sie andere relevante Komorbiditaten, wie Diabetes mellitus,
extensiver Alkoholgenuss, Vitamin B:.-Mangel oder eine Uramie. Es lagen keine weiteren
neurologischen Erkrankungen bzw. Schmerzerkrankungen vor, wie Migrdne oder
chronischer Rluckenschmerz. Alle Probanden mussten ihre RLS-Medikamente fir die 5-
fache Halbwertszeit sowie mindestens 24 Stunden vor der QST absetzen. Sie nahmen im
Untersuchungszeitraum keine weiteren Medikamente mit bekanntem oder mdglichem
Einfluss auf die QST ein (Bachmann et al. 2010). Die Quantitative Sensorische Testung
erfolgte immer zwischen 18:00 und 22:00 Uhr und bei den RLS-Patienten zu einem
Zeitpunkt, an dem die Probanden Symptome aufwiesen. Alle Patienten fillten zusétzlich
einen formalisierten Bogen der IRLSSG zur Erfassung des Schwergrades des RLS aus
[Anhang 2] (Walters et al. 2003), zeichneten in vorgegebenen Blattern ihre von der
Erkrankung betroffenen Korperteile bzw. -partien ein [Anhang 3] und unterschrieben die

Einverstandniserklarung fir die Quantitative Sensorische Testung [Anhang 4].
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3.1.2 Gesunde Probanden fur die QST

Eine Kontrollgruppe mit gesunden Probanden wurde etabliert durch Rekrutierung von
Probanden  mittleren Alters (zwischen dem  30.-70. Lebensjahr) aus der
Allgemeinbevélkerung, wohnhaft im Umkreis von Minchen. Die gesunden Probanden der
Kontrollgruppe erfillten dabei weder ein Diagnosekriterium fir das Restless Legs Syndrom
(Allen et al. 2003) noch zeigten sie Symptome einer peripheren Polyneuropathie oder einer
anderen relevanten Komorbiditat, wie Diabetes mellitus, extensiver Alkoholgenuss, Vitamin
B.-Mangel oder eine Urdmie. In der Anamnese gaben die Personen an, weder an einer
neurologischen Erkrankungen zu leiden noch an einer Schmerzerkrankung (siehe Kapitel
3.1.1.). Die Teilnehmer nahmen zum Zeitpunkt der Untersuchung keine Medikamente ein,
die gegebenenfalls einen Einfluss auf die QST haben kénnten. Jeder Teilnehmer
unterzeichnete die Einverstéandniserklarung fir die Quantitative Sensorische Testung
[Anhang 4].

3.1.3 Methodik der QST

In dieser Studie wurde ein Teil der QST durchgefihrt und bestimmte Parameter erhoben. Die
Auswahl der Parameter basierte auf den bestehenden Studien: Bachmann et al. 2010,
Stiasny-Kolster et al. 2004 sowie Schattschneider et al. 2004 (siehe Kapitel 1.1.2 und 5.1.2).
Die Messungen wurden bei den Probanden jeweils an dem stérker bzw. in diesem Moment

betroffenen FuBricken und an der HandauBenseite durchgefihrt.

Thermische Unterscheidungsschwelle (TSL):

Diese Untersuchung wurde unter Verwendung eines Thermal Sensory Analyzers (Firma
Medoc, lIsrael) durchgeflhrt. Dieser besitzt eine Thermode mit einer 9,0 cm? groBen
Oberflache, der nach dem Peltier-Prinzip funktioniert. Die Thermode wird auf die Haut gelegt
und mit einem Band fixiert. Bei einer Starttemperatur von 32°C fangt die Thermode mit einer
kontinuierlichen Rate von 1°C/s an sich abwechselnd zu erhitzen bzw. abzuklhlen. Der
Proband wurde instruiert, die Stopp-Taste zu driicken, sobald er eine Temperaturanderung
spurt. Er sollte ferner angeben, ob es an der Messstelle kélter oder warmer geworden ist
(Rolke et al. 2002). Insgesamt wurde dieser Test 6 Mal ohne Zwischenpausen wiederholt
(Yarnitsky and Sprecher 1994; Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b).
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Taktile Detektionsschwelle (MDT):

Um die taktile Detektionsschwelle zu testen, wurde ein standardisiertes Set aus
Monofilamenten (sogenannten von Frey Haare) verwendet (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64,
128 und 256 mN) (Optihair2-Set, Marstock Nervtest, Germany). Bei der Konstruktion der
Monofilamente hat die Spitze der Monofilamente eine standardisierte Kontaktflache von
1imm? (Fruhstorfer et al. 2001). Die Untersuchung wurde mit einem Monofilament der
Intensitdt von 16 mN begonnen, dann wurde abwechselnd in ab- bzw. aufsteigender
Intensitat bis zur Wahrnehmungsgrenze einer Berlhrung getestet. Der Patient wurde
aufgefordert, die Wahrnehmung eines Reizes verbal mit ,Ja“ anzuzeigen. Insgesamt wurden
je 5 Grenzwerte bestimmt (Rolke et al. 2002; Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b).

Mechanische Schmerzschwelle (MPT):

FOr diese Untersuchung wurde ein Set aus 7 Nadelreizstimulatoren mit einer
standardisierten Intensitat (8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 mN) und einer flachen Kontaktflache
mit einem Durchmesser von 0,2 mm eingesetzt. Die Reize wurden mit einer Andruckphase
von 2 Sekunden auf das Hautareal wieder in auf-/absteigender Intensitat aufgebracht. Der
Patient wurde zuvor instruiert, den wahrgenommenen Reiz in die Kategorie ,stechend” oder
,stumpf einzusortieren (Rolke et al. 2002). Es wurde mit einer 8 mN starken Intensitat
begonnen, im Anschluss wurde solange jeweils die nachst hdhere Intensitat appliziert, bis
der Proband eine Wahrnehmungsveranderung angab. Dann wurde in umgekehrter Richtung
fortgefahren. Insgesamt wurden wiederum 5 Grenzwerte ermittelt (Chan et al. 1992; Ziegler
et al. 1999; Baumgartner et al. 2002; Rolke et al. 2002; Rolke et al. 2006a; Rolke et al.
2006b).

Mechanische Schmerzsensitivitat (MPS):

Bei diesem Test wurden neben den 7 Nadelreizstimulatoren aus dem vorhergegangen Test
zur Reizapplikation noch ein Wattebausch, ein Q-Tip (Wattestdbchen) befestigt an einem
elastischen Plastikstreifen und ein Pinsel verwendet. Die letzten drei Stimulatoren erzeugen
leichte BerUhrungsreize; der Wattebausch mit einer Kraft von ca. 3 mN, der Q-Tip von ca.
100 mN und der Pinsel mit einer Kraft zwischen 200 und 400 mN. Die Reize wurden alle in
einer einzigen Streichbewegung Uber eine 1-2 cm lange Strecke appliziert. Alle Reize
wurden jeweils 5 Mal und in vorgeschriebener balancierter Reihenfolge dargeboten. Nach
jedem Reiz wurde der Proband gebeten, die Schmerzintensitat auf einer Skala zwischen 0-
100 anzugeben. Dabei bedeutet ,0, der Patient hat den Reiz wahrgenommen, hatte aber
keine Schmerzen. Die Zahl ,,100“ entspricht dem schlimmsten Schmerz, den der Patient sich

vorstellen kann (Rolke et al. 2002). Mit Hilfe dieser Daten lasst sich dann eine Reiz/Antwort-
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Funktion fur die mechanische Schmerzsensitivitat berechnen (LaMotte et al. 1991; Ziegler et
al. 1999; Baumgartner et al. 2002; Rolke et al. 2002; Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b).

Mechanische Schmerzschwelle flir Druck (PPT):

In diesem letzten Test wurde ein stumpfer mechanischer Stimulator zum Druckmessen
verwendet (FDN200, Wagner Instruments, USA). Der Stimulator hat eine Kontaktflache von
1 cm?; mit ihm kann maximal eine Kraft von 20 kg (= 2000 kPa/200N) ausgelbt werden
(Kosek et al. 1999). Der Stimulator wurde in diesem Test an der Hand auf der
Thenarmuskulatur und am FuB auf den Musculus abductor hallucis gesetzt. Mit einer
Kraftsteigerung von 50 kPa/s wurde der Stimulator solange auf die Haut gedrlckt, bis der
Patient angab, dass sich die Wahrnehmung von einem dumpfen Druck in stechend oder
schmerzend verandert hat. Dieser Test wurde insgesamt drei Mal wiederholt (Rolke et al.
2002; Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b).

Abbildung 5: Materialien der QST

MPT/MPS

Photographien stammen von dem DFNS
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3.1.4 Statistische Auswertung

Zunachst wurde far jeden durchgeflihrten Test mittels einer Statistik Software fur Windows ™
(StatSoft Inc., USA) aus den Einzelmesswerten der Mittelwert berechnet. AnschlieBend
wurde der Mittelwert mit Hilfe der folgenden Gleichung:

z-score = (Mittelwert individuell RLS Patient/gesunder Proband — Mittelwert Kontrollen der DENS-Datenbank)
Standardabweichung Kontrollen der DFNS-Datenbank

in einen z-score umgewandelt (Rolke et al. 2006a; Bachmann et al. 2010). Die fur die
Berechnung herangezogene DFNS-Datenbank basiert auf den Kontrollwerten von 180
gesunden Probanden, die jeweils an 3 unterschiedlichen Kérperstellen (Hand, FuB3 und
Gesicht) beidseits mit der vollstdndigen QST-Batterie gemessen wurden (Rolke et al.
2006a). Abhangig vom Alter der Patienten, der gemessen Korperstelle und dem Geschlecht
werden die unterschiedlichen Mittelwerte und die Standardabweichungen der Kontrollen der
DFNS-Datenbank entsprechend fir die Berechnung des z-scores ausgewahlt (Magerl et al.
2010). Ein z-score Uber 0 korreliert mit einer Hyperasthesie, wohingegen ein z-score unter 0
eine Hypéasthesie im Vergleich zu dem Normkollektiv anzeigt (Rolke et al. 2006b). Ein z
score von 011,96 Standardabweichung (SD) kennzeichnet das 95%ige Konfidenzintervall
der gesunden Kontrollen (Freynhagen et al. 2008). Bezogen auf das Paper zur Auswertung
von QST-Daten in einer Gruppe (Magerl et al. 2010), wurde in einem weiteren Schritt mit
Hilfe eines ungepaarten t-Testes geprift, ob sich die Gruppen der gesunden Probanden
(Kontrollen der Studie) bzw. der RLS-Patienten signifikant von der Kontrollgruppe des DFNS
unterscheiden. Dabei entspricht der Mittelwert der Kontrollen des DFNS 0 und die
Standardabweichung 1; die Zahl der herangezogenen DFNS-Kontrollen entsprach
derjenigen der jeweiligen untersuchten Gruppe (Magerl et al. 2010). Der t-Test wurde mit
Hilfe der Statistik Software von Microsoft Excel 2007™ durchgefihrt.

3.2 Quantitative Assoziationsstudie

Die Genotypisierung der Einzel-Nukleotid-Polymorphismen erfolgte mit der iPLEX-
Technologie (Sequenom Inc.). Diese besteht im Wesentlichen aus drei Schritten: der
lokusspezifischen Polymerase-Kettenreaktion (PCR), der iPlex-Reaktion und der Analyse der
Endprodukte mit Hilfe von Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight
(MALDI-TOF)-Massenspektroskopie, sowie den dazugehdrigen Aufreinigungs- und
Qualitatssicherungsschritten [Abbildung 6] (Gabriel et al. 2009).
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Abbildung 6: Uberblick (iber die Arbeitsschritte bei der Genotypisierung
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3.2.1 Probanden mit neuropathischem Schmerz fiir die Genotypisierung

Insgesamt wurden 844 DNA-Proben (Desoxyribonukleinsdure) von Probanden mit
neuropathischem  Schmerz  Uber eine  Blut/DNA-Datenbank  des  Deutschen
Forschungsverbundes Neuropathischer Schmerz bereitgestellt (Standort: Minchen,
Projektleiter: Prof. Dr. med. Dr. rer. nat. Thomas R. Télle, Dipl. Psych., PD Dr. med. Achim
Berthele). Der DFNS wurde 2002 unter Férderung des Bundesministeriums fir Bildung und
Forschung gegrindet mit dem Grundgedanken, die Versorgung von Patienten mit
neuropathischem Schmerz zu verbessern. Die eingesetzten DNA-Proben stammten aus
diversen Standorten des DFNS (Bochum, Erlangen, Heidelberg, Kiel, Mainz, Mannheim,
Minchen [Klinikum rechts der Isar, Klinikum GroBhadern] und Wirzburg). Neben der
Blutabnahme wurden die Probanden noch einer QST unterzogen (Toelle and Baron 2002b).

3.2.2 Methodik der Genotypisierung
Gelelektrophorese zur qualitativen Kontrolle der DNA:

Far die Qualitatskontrolle der DNA wurde ein 0,8%iges Agarosegel (Biozym®) hergestellt.
Dazu wurde pro Gel 0,8g Agarose mit 100ml TRIS-Borat-EDTA-Puffer (Puffer enthalt: Tris
5,49, Borsaure 2,759, EDTA 0,465g mit 100ml destilliertem Wasser (a.d.)) aufgekocht, im
Anschluss wurden 2ul Ethidiumbromid dazugeben und das Gel gegossen. Nachdem das Gel
ausgehartet war, wurde 1ul DNA mit 6pl Blue Juice (Gelladepuffer) gemischt, in je eine
Kammer pipettiert und das Gel bei 90V 120min laufen gelassen. Die Visualisierung der DNA-
Banden zur Auswertung erfolgte mittels UV-Licht [Anhang 5].

Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation der DNA:

Material:

384er PCR-Mikrotiterplatte mit jeweils 8ng eingetrockneter DNA

Reaktionsansatz:
Konzentration Einzelansatz

Reagenz (in SpL) (in pL)
Nanopure H,O n.z. 3,680
PCR-Puffer with MgCl, (10x) (Qiagen ®) 1,25x 0,625
MgCl, (25 mM) (Qiagen ®) 1,625 mM 0,325
dNTP mix (25 mM) (Thermo Fischer®, 1:4 a.d.) 500 uM 0,100
Primer (100 uM) (Metabion® [Anhang 6]) 34 100 nM 0,005
Hotstar Tag® (Qiage, 5 U/pL) 0,5 U/rxn 0,100
Gesamt 5,000
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SNP-Auswahl:

Insgesamt wurden 16 SNPs untersucht, fiir die ein Zusammenhang mit der Erkrankung RLS
bestatigt worden ist (Winkelmann et al. 2007b; Schormair et al. 2008). Zusatzlich wurde ein
SNP zur Geschlechtsbestimmung genotypisiert. In der Auswertung wurde das genotypisierte
Geschlecht als Qualitatskontrolle verwendet, da dieses mit dem in den Daten angegebenen
Geschlecht Ubereinstimmen musste. Die dazugehdérigen Primer sind im sogenannten RLS-
Masterplex enthalten [Anhang 6].

Methodik:

Zuerst wurde der sogenannte PCR-Mastermix aus den oben beschriebenen Komponenten
zusammen gemischt. AnschlieBend wurde mit dem TECAN-Roboter™ (Crailsheim,
Deutschland) in jedes Well 5ul zur DNA pipettiert. Dann wurden die Platten in den
Thermocycler (Tetrad Multi Cycler-Blocke der Firma MJ Research®) gestellt und das
vorprogrammierte Programm gestartet (Gabriel et al. 2009).

Cycler Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
94 °C 15 min 1x
Denaturierung 94 °C 20sec —
Primerhybridisierung 56 °C 30 sec 45x
Elongation 72 °C 60 sec
72 °C 3 min 1x
20 °C weiter 1x

Im ersten Schritt, der Denaturierung, I6sten sich bei 94°C die Wasserstoffbriicken des DNA-
Doppelstranges auf, sodass die DNA in Einzelstrangen vorlag. Im zweiten Schritt, der
,2Annealing“ (Primerhybridisierung) kihlte der Thermocycler auf 56°C ab. Jetzt konnten sich
die Primer an das 3" Ende der DNA anlagern. Im letzten Schritt, der Elongation, erhitzte sich
der Thermocycler wieder. Dabei wurde die DNA-Polymerase (Hotstar Tag™, Qiagen®) aktiv
und verlangerte die Primer durch Anlagerung freier Nukleotide in 5° -> 3" Richtung; es
entstand ein neuer Doppelstrang. Insgesamt wurden diese Schritte 45 Mal wiederholt; dabei
wurde der zu amplifizierende Teil der DNA exponentiell vermehrt. Bevor jedoch der jeweilige
Zyklus beginnen konnte, musste eine initiale Denaturierung von 15min stattfinden, damit die

thermostabile DNA-Polymerase aktiviert wurde (Gabriel et al. 2009).
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Gelelektrophorese zur Kontrolle der PCR:

Um den Erfolg der PCR zu kontrollieren, wurden im Anschluss an die PCR 10% der PCR-
Produkte auf ein 3%iges Agarosegel (Biozym®) aufgetragen. Die Herstellung erfolgte wie bei
der Gelelektrophorese zur qualitativen Kontrolle der DNA, nur wurde an Stelle von 0,8g
Agarose 3,0g verwendet. Die Gelektrophorese lief bei 120V 30min lang [Anhang 7].

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) zur Reinigung der PCR-Produkte:

Reaktionsansatz:
Einzelansatz

Reagenz (in L)
Nanopure H,O 1,530
10x SAP Puffer (Sequenom®) 0,170
SAP-Enzyme (Sequenom®, 1U/uL) 0,300
Gesamt 2,000
Methodik:

Die SAP wurde verwendet, um die in der PCR nicht verwendeten Nukleosidtriphosphate zu
dephosphorylieren und damit unbrauchbar zu machen. Sie entfernte dabei die
Phosphatgruppe am 5° Ende.

Zuerst wurde der SAP-Mastermix aus den oben genannten Komponenten hergestellt und
dann mit dem SprectroPREP Multimek Roboter™ (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) je 2,0l
in jedes Well der 384er Platten pipettiert. AnschlieBend wurden die Platten in einen
Thermocycler gestellt, da die SAP eine bestimmte Temperatur zur Aktivierung brauchte
(Gabriel et al. 2009).

Cycler-Programm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen

Aktivierung 37 °C 40 min 1

Inaktivierung 85°C 5 min 1
20°C weiter 1
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iPlex-Reaktion zur allelspezifischen Extension:

Reaktionsansatz:
Konzentration Einzelansatz

Reagenz (in 9uL) (in pL)
Nanopure H,O NA 0,7550
iPlex Puffer plus (10x) (Sequenom®) 0,222X 0,2000
iPlex termination mix (Sequenom®) 1X 0,1000
Primer (uM) (Metabion® [Anhang 6]) siehe unten

iPlex Enzyme (Sequenom®) 1X 0,0205
Gesamt 2,0000

Extensions-Primervolumen:

Extension-Primersequenz

verwendetes Volumen

(M)
ext_rs12469063_E 9,8
ext rs6494696 E 9,8
ext rs4236060 E 9,8
ext rs1026732 E 9,8
ext rs9296249 E 12,9
ext rs3923809 E 12,9
ext rs11683508 E 12,9
ext rs2300478 E 12,9
ext rs3104788 E 16,2
ext rs11635424 E 16,2
ext rs6710341 E 16,2
ext rs1975197 E 16,2
ext rs3784709 E 19,5
ext GYG2_SNPE08 GSF_E 19,5
ext rs11788684 E 19,5
ext rs3104767 E 19,5
ext rs4626664 E 19,5
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Methodik:

Bei der iPlex-Reaktion wurden Didesoxyribonukleosid-Triphosphate (ddNTPs) mit
spezifischem Molekulargewicht verwendet. Da diesen Nukleosid-Triphosphaten die
Hydroxylgruppe am 3'Ende fehlte, konnte bei der Polymerisation kein weiteres Nukleosid-
Triphosphat angehangt werden und es kam zum Kettenabbruch (klassische Abbruchreaktion
nach Sanger). Die Primer fir die Extensionsreaktion waren dabei so konstruiert, dass sie an
der amplifizierten DNA direkt oberhalb der zu untersuchenden Allele banden. Bei der iPlex-
Reaktion wurden die Primer also um genau eine Position verlangert, die dem zu

untersuchenden SNP entspracht.

Begonnen wurde mit der Herstellung des oben beschriebenen iPlex-Mastermix. Dann
wurden 2 pl des iPlex-Mastermix in jedes Well der 384er Platten mit dem Multimek Roboter
pipettiert. Im Anschluss wurden die 384er Platten in den Thermocycler gestellt und die iPlex-
Reaktion gestartet. Die Schritte liefen entsprechend der PCR zur Amplifikation der DNA ab,
allerdings variierten die Temperatur und die Anzahl der Wiederholungen der einzelnen
Zyklen (Gabriel et al. 2009).

Cyclerprogramm

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
94 °C 30 sec

Denaturierung 94 °C 5 seC—

Primerhybridisierung 52 °C 5 sec JSX 40x

Elongation 80 °C 5 sec ]

72 °C 3 min
20 °C weiter

SpectroClean™ zur Reinigung der iPlex-Produkte:

Dieser Schritt war notwendig, um die im Endprodukt der iPlex-Reaktion enthaltenen Salze zu
entfernen. Diese hatten im nachsten Schritt, der Massenspektroskopie, zu Signalstérungen
gefihrt. Dazu wurden die Wells der 384er Platten mit SpectroClean™ (=
lonenaustauschharz, Sequenom®, Hamburg) gefillt und Ultrapure PCR-grade H-O durch
den Multimek-Roboter hinzugefligt. Die Platten wurden dann fdr circa 10 min auf einen

Rotator gestellt und im Anschluss kurz abzentrifugiert (Gabriel et al. 2009).
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Analyse der SNPs mit Hilfe von MALDI-TOF-Massenspektroskopie:

Um die Extensionsprimer mit der MALDI-TOF-Massenspektroskopie untersuchen zu kénnen,
mussten diese erst auf einen Siliziumchip (Sequenom®) gespottet werden. Dazu wurde das
Spectro Point Nanoliter Pipetting Systems™ der Firma Sequenom® verwendet.

Auf diesem Siliziumchip befand sich bereits die organische S&ure 3-Hydroxypicolinsaure;
diese kokristallisierte mit dem Analyten. Die 3-Hydroxypicolinsaure absorbierte die Energie
des Lasers. Dies trug einerseits zu der lonisation der Analytmoleklle bei, andererseits
schitzte es die Analyten vor photolytischer Beschadigung und verhinderte eine Interaktion
zwischen ihnen (lllig et al. 2004). Dieser Chip wurde dann in die Hochvakuumkammer des
Massenspektrometers gelegt. Fur eine Nanosekunde wurde die Matrix mit einem intensiven
ultravioletten Laserimpuls bestrahlt, dabei verdampfte ein Teil der Analyten und sie wurden
ionisiert. Diese lonen wurden im Anschluss in einem elektrischen Feld beschleunigt und
wanderten durch das Flugrohr in Richtung Detektor (Monforte and Becker 1997). Ihre
Fluggeschwindigkeit war abhangig von ihrem Massen-/Ladungsverhalinis. Ein groBer Wert
fir das Massen-/Ladungsverhalinis bedeutete dabei, dass die lonen sehr langsam
wanderten. Der TOF-Analysator maB ganz exakt die Flugzeit, mit der dann auf die
MolekulgréBe rickgeschlossen werden konnte. Mit Hilfe einer Software, SpectroCaller™ 3.4
(Sequenom®) Software, konnte aus dem Massenprofil einer Probe der spezifische Genotyp
bestimmt werden (Gabriel et al. 2009).
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3.2.3 Statistische Auswertung

Es wurde mittels einer quantitativen Assoziationsstudie untersucht, ob ein Zusammenhang
zwischen den RLS-assoziierten SNPs und den QST-Daten aus der Proben-/Datenbank des
DFNS festgestellt werden kann. Es wurden nur die MPT- und MPS-Werte (fiir 615 Patienten
vorliegend, siehe Kapitel 4.2.3) auf eine Assoziation hin untersucht (Stiasny-Kolster et al.
2004; Bachmann et al. 2010).

Die Gruppe der 615 Patienten ist sehr heterogen beziglich der Atiologie des
neuropathischen Schmerzes sowie des Alters und des Geschlechtes der Probanden. Um
Stratifizierungseffekte zu erkennen, wurden zunachst mittels Regressionsanalysen, unter der
Verwendung des Statistik-Pakets in Microsoft Excel 2007, Korrelationen zwischen den
moglichen Faktoren und den MPT- bzw. MPS-Werten geprift. Hierzu wurden lineare
Regressionsmodelle eingesetzt, welche eine Geradengleichung (y = mx + b) mit dem
Regressionskoeffizienten m, das BestimmtheitsmaB 7 und, mittels eines F-Tests, einen
Signifikanzwert p ergaben. Das BestimmtheitsmaB ist ein MaB fir die Glte der Regression
und kann Werte zwischen 0 und 1 einnehmen. Bei der einfachen linearen Regression ist r°
auch ein MaB far die Effektstarke der Variablen x. Der Signifikanzwert p gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit die angenommene Beziehung zwischen x-Wert und y-Wert falsch, d.h.
zufallig ist. Bei einem p-Wert unter 0,05 wird der Zusammenhang zwischen x-Wert und y-
Wert gemeinhin als statistisch signifikant gewertet. Fir die Auswertung wurde der z-score
und nicht die Rohwerte der MPT- und MPS-Werte der Patienten verwendet. Stellte sich bei
der Regressionsanalyse ein signifikanter Zusammenhang des z-scores mit einem der oben
genannten Faktoren heraus, so wurde dieser Faktor bei der im Anschluss durchgeflhrten
quantitativen Assoziationsanalyse als Kovariante berlcksichtigt.

Die quantitative Assoziationsstudie wurde unter Verwendung von Plink v1.07 durchgefihrt
(Purcell et al. 2007a); als Phanotyp wurden die fir die MPT- und MPS-Werte berechneten z-
scores verwendet. Fir die Analyse wurden nur SNPs verwendet, die die
Mindestanforderungen der Qualitatskontrollen erflllten: eine Genotypisierungsrate Uber 95%
pro Person, eine Genotypisierungsrate tber 95% pro SNP, eine Allelfrequenz Gber 1%
(minor allele frequency (MAF) < 0.01) und eine Abweichung der Genotypverteilung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht mit einer Wahrscheinlichkeit von weniger als 10° (P<1x107).
In der Auswertung der quantitativen Assoziationsstudie wurde als Signifikanzgrenze ein nach
Bonferroni korrigierter p-Wert von 0,05/[Zahl der SNPs = 14] angesetzt (Balding 2006;
Purcell et al. 2007a; Purcell et al. 2007b). Zusatzlich wurde der Regressionskoeffizient BETA
der Assoziation berechnet.
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4 Ergebnisse
4.1 Quantitative Sensorische Testung

4.1.1 Demographische Daten der Probanden mit RLS

Von den 110 angeschriebenen RLS-Patienten konnten 17 Patienten mit bestétigtem
Restless Legs Syndrom fir die Untersuchung mittels QST rekrutiert werden. Das Alter der
Patienten lag zwischen 30 und 72 Jahren mit einem Durchschnittsalter von 57,12 Jahren *
SD 11,54 Jahren. Die Gruppe bestand aus 10 Frauen (58,8%) und 7 Mannern (41,2%). Das
Alter beim Auftreten der ersten Symptome variierte in dieser Patientengruppe zwischen ~10
bis 60 Jahren; dies entsprach einem Durchschnittsalter bei Beginn der Symptome von 38,6
Jahren £ SD 14,5 Jahren. Einigen Patienten fiel es jedoch schwer, sich an das exakte Jahr
des Auftretens der ersten Symptome zu erinnern, so dass es sich nur um eine ungefahre
Jahreszahl handelt. Die durchschnittliche Erkrankungsdauer lag bei 18,5 Jahren £+ SD 13,5
Jahren. Mit Hilfe der Fragen aus dem Erfassungsbogen fiir den Schweregrad des RLS,
herausgegeben von der IRLSSG, konnte bei den 17 Patienten ein durchschnittlicher
Schweregrad von 23,4 Punkten £ SD 5,5 Punkten berechnet werden (Walters et al. 2003).
Dabei bedeutet ein Punktewert zwischen 1-10 ein milder Grad des RLS, zwischen 11-20 ein
mittelgradiges RLS, zwischen 21-30 ein schwerer Grad des RLS und von 31-40 ein sehr
schwerer Grad des RLS (Walters et al. 2003). Die Auswertung der Befragung ergab bei 5
Patienten ein mittelgradiges RLS (29,4%), bei 11 Patienten einen schweren Grad des RLS
(64,7%) und 1 Patient wies einen sehr schweren Grad des RLS (5,9%) auf [Tabelle 3].

Tabelle 3: Schweregrad der RLS-Symptome zum Zeitpunkt der Untersuchung (ohne

Therapie)
Schweregrad der RLS-Symptome Patientenanzahl (%)
mildes RLS (1-10 Punkte) 0 (0%)
mittelgradiges RLS (11-20 Punkte) 5 (29,4%)
schweres RLS (21-30 Punkte) 11 (64,7%)
sehr schweres RLS (31-40 Punkte) 1 (5,9%)

Insgesamt gaben 8 der 17 Patienten (47,1%) eine positive Familienanamnese an, das heifl3t
mindesten ein weiteres Familienmitglied wies ebenfalls RLS-typische Symptome auf. Von
den anderen 9 Patienten konnten 7 (41,2%) eine Familienanamnese sicher ausschlieBen
und 2 Patienten war es nicht mdglich, eine eindeutige Aussage zur Familienanamnese zu

treffen. Das Durchschnittsalter beim Auftreten der ersten Symptome lag bei den Patienten
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mit positiver Familienanamnese bei 37 Jahren + SD 11,7 Jahren, bei denen Patienten mit
negativer Familienanamnese bei 36,6 Jahren £ SD 17,7 Jahren [Tabelle 4].

Tabelle 4: Familienanamnese und Alter der Patienten bei Beginn der RLS-Symptome

Familienanamnese

positiv negativ unbekannt Gesamt

Patientenzahl
%) 8 (47,1%) 7 (41,2%) 2 (11,7%) 17
Alter bei den
, 37 +SD 11,7 36,6 +SD17,7 | 52,5+SD 10,6 | 38,6 +SD 14,5
ersten

Jahren Jahren Jahren Jahren

Symptomen

Alle 17 Patienten gaben RLS-Beschwerden in den Beinen an, wobei bei 9 Personen (52,9%)
die RLS-Symptome nur vom Knie abwarts auftraten. Bei den anderen 8 Patienten (47,1%)
waren entweder das gesamte Bein oder zusatzlich die Hifte betroffen. 4 der 17 Personen
(23,5%) gaben zusatzlich Beschwerden an anderen Korperstellen, zum Beispiel Ellenbogen
oder Brust, an. Die RLS-Beschwerden wurden von allen Patienten als ,plus“ Symptome
beschrieben, wie zum Beispiel ,kribbeln®, ,reiBend” oder ,zittern“. Zwei Patienten gaben die
Beschwerden sogar als ,schmerzhaft an und einigen Patienten fiel es schwer, ihre
Symptome Uberhaupt zu beschreiben. Sie gaben diese nur als ,unangenehme
Missempfindung“ oder als ,Bewegungsdrang“ an. 4 der 17 Probanden (23,5%) hatten bis zur
QST-Messung in dieser Studie noch keine feste Medikation erhalten. Von den restlichen
Patienten erhielten 8 Patienten Pramipexol, ein Dopamin-Agonist, als Dauermedikation
sowie 4 Patienten Levodopa bei Bedarf bzw. als Dauermedikation. Jedoch wurde bei allen
Patienten, wie beschrieben (siehe Kapitel 3.1.1), die Medikation fir alle RLS-Medikamente
im Rahmen der QST-Messung unterbrochen [Ubersicht: Tabelle 5].
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4.1.2 QST-Daten der Probanden mit RLS

Bei der Untersuchung der 17 Patienten mit RLS zeigten zwei Personen einen z-score
auBerhalb des 95%igen Konfidenzintervalls bei der Messung der TSL, jeweils einer oberhalb
und einer unterhalb der jeweiligen Grenze. Dieses entsprach einem Anteil von je 5,9% der
Patienten. Der Mittelwert flr TSL lag bei -0,26 + SD 1,074. Kein RLS-Patient hatte einen z-
score auBerhalb des 95%igen Konfidenzintervalls fir MDT; als Mittelwert berechnete sich
-0,46 = SD 0,87. Fur MPT lagen 3 Patienten Uber dem 95%igen Konfidenzintervall (17,6%),
der Mittelwert lag bei 1,017 + SD 1,22. Bei der Messung der MPS sowie PPT lagen jeweils 2
Patienten oberhalb des 95%igen Konfidenzintervalls. Dies entsprach einer Haufigkeit von
11,8% bei MPS und einer Haufigkeit von 15,4% bei PPT, da bei diesem Messwert weniger
Patientendaten verfigbar waren. Der Mittelwert bei MPS betrug 0,85 + SD 1,11 und bei PPT
1,14 + 0,89 [Ubersicht: Tabelle 6].
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QST-Daten der Probanden mit RLS

Tabelle 6
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4.1.3 QST-Daten der gesunden Probanden

Insgesamt konnten 25 Probanden aus dem Umkreis von Minchen fir diese Studie rekrutiert
werden. Die Gruppe setzte sich aus 12 Mannern (48%) und 13 Frauen (52%) zusammen.
Das Alter der Probanden lag zwischen 29 und 74 Jahren mit einem Durchschnittsalter von
52,68 Jahren £ SD 8,33 Jahren. Nach Berechnung der z-scores zeigten bei der Messung der
TSL drei Probanden einen niedrigeren Wert als -1,96; dies entsprach einer Haufigkeit von
12%. Der Mittelwert der z-scores von TSL lag bei -1,023 £ SD 0,98. Wie bei den Patienten
mit RLS lag bei der Messung der MDT kein gesunder Proband auBerhalb des 95%igen
Konfidenzintervalls; der Mittelwert lag bei -0,021 + SD 0,56. Ebenso lag kein gesunder
Proband bei der Messung der MPS auBerhalb dieses Intervalls; der Mittelwert lag hier fur
MPS bei -0,39 + SD 0,76. Bei vier der Probanden lag bei der Messung der MPT der z-score
Uber dem 95%igen Konfidenzintervall, dies entsprach einer Haufigkeit von 16%; der
Mittelwert fir MPT lag bei 0,58 + SD 1,13. Bei der Messung der PPT lag ein Proband unter
dem 95%igesten Konfidenzintervall; dies entsprach einer Haufigkeit von 4%. Der Mittelwert
lag bei -0,47 + SD 0,87 [Ubersicht: Tabelle 7].
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QST-Daten der gesunden Probanden

Tabelle 7
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4.1.4 Gruppenvergleich der QST-Daten

Bei dem im Anschluss an die Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichungen
durchgeflihrten ungepaarten t-Tests zeigte sich im Vergleich der Gruppe der gesunden
Probanden (Kontrollen dieser Studie) gegeniber der Gruppe der Kontrollen des DFNS
lediglich ein signifikanter Unterschied bei TSL (p= 0,00063). Bei allen anderen Werten (MDT,
MPT, MPS, PPT) lag der p-Wert jeweils Uber 0,05; es bestand somit kein signifikanter
Unterschied zwischen den erhobenen Werten der Kontrollen dieser Studien und denen des
DFNS. Bei dem Vergleich der Werte der RLS-Patienten dieser Studie gegenlber den
Kontrollen des DFNS zeigten die Werte von MPT, MPS und PPT, dass beide Gruppen
signifikant voneinander abweichen. Die dazugehérigen p-Werte waren wie folgt: 0,012
(MPT), 0,025 (MPS) und 0,0054 (PPT). Bei TSL wurde ein p-Wert von 0,47, bei MDT ein p-
Wert von 0,16 ermittelt, somit bestand dort keine signifikante Abweichung von dem
Normkollektiv des DFNS [Abbildung 7 und Tabelle 8].
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Tabelle 8: p-Werte beim Gruppenvergleich der QST-Parameter mit dem DFNS-Normkollektiv

Alter TSL MDT MPT MPS PPT
Mittelwerte Probanden 52,68 -1,023 -0,021 0,58 -0,39 -0,47
SD Probanden 8,33 0,98 0,56 1,13 0,76 0,87
Mittelwerte Patienten 57,12 -0,26 -0,46 1,017 0,85 1,14
SD Patienten 11,54 1,074 0,87 1,22 1,11 0,89
Gesunde Probanden vs.
DFNS-Kontrollen 0,00063 ' 0,93 0,061 0,12 0,083
(p-Wert)
RLS-Patienten vs.
DFNS-Kontrollen 0,47 0,16 0,012 0,025 0,0054
(p-Wert)
" ohne Probanden 1,17 und 19 ergibt sich ein p-Wert von 0,0057 im t-Test

Abbildung 7: Mittelwerte der QST-Parameter der gesunden und RLS-erkrankten Probanden

im Vergleich zu dem DFNS-Normkollektiv mit jeweiligen p-Werten

® Gesunde Probanden (p-Werte)

QST-Parameter
2,5
2
1,5
o 1 (0,012) M (0,0054)
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3 05 T :
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4.2 Quantitative Assoziationsstudie

In der quantitativen Assoziationsanalyse dieser Studie sollten die RLS-assoziierten SNPs mit
den MPT- und MPS-Werten der Patienten mit neuropathischem Schmerz assoziiert werden
(siehe Kapitel 2). Deshalb wurde erst einmal der vorliegende Datensatz der neuropathischen
Schmerzpatienten genauer analysiert und die MPT- und MPS-Daten auf mdgliche
Koabhangigkeiten untersucht.

4.2.1 Demographische Daten der Probanden mit neuropathischem Schmerz

Der Datensatz, der fir 615 Patienten mit neuropathischem Schmerz vorlag (siehe Kapitel
4.2.3), basierte auf den Daten von 298 Mannern (48,5%) und 317 Frauen (51,5%). Das Alter
der Patienten lag zwischen 18 und 85 Jahren; es ergab sich ein Durchschnittsalter von 55,9
Jahren + SD 14,1 Jahren. Die gesamte Gruppe der 615 neuropathischen Schmerzpatienten
konnte entsprechend der Atiologie ihrer Schmerzen in 6/(7) Untergruppen mit folgender
Atiologie zugeordnet werden: postzosterische Neuropathie, periphere posttraumatische
Neuropathie, Polyneuropathie, zentrale schmerzhafte Neuropathie, komplexes regionales
Schmerzsyndrom und Trigeminusneuralgie. Die 7. Gruppe beinhaltet alle diejenigen
Patienten, die nicht unter die Atiologien der ersten 6 Gruppen einzuordnen waren und deren
Atiologie im gesamten Datensatz jeweils sehr gering vertreten war (zum Beispiel
Phantomschmerz). Der Patientenanteil der einzelnen Gruppen in Bezug auf den gesamten
Datensatz betrug wie folgt: postzosterische Neuropathie mit n = 65 (10,6%), periphere
posttraumatische Neuropathie mit n = 56 (9,1%), Polyneuropathie mit n = 182 (29,6%),
zentrale schmerzhafte Neuropathie mit n = 46 (7,5%), komplexes regionales
Schmerzsyndrom mit n = 154 (25,0%), Trigeminusneuralgie mit n = 50 (8,1%) sowie die
restlichen Neuropathien unterschiedlicher Atiologie mit n = 62 (10,1%). Aus den letzten vier
Spalten der Tabelle 9 ist zunachst ersichtlich, wie haufig bei den 615 Patienten ein MPT-
bzw. MPS-Wert auBerhalb des 95%igen Konfidenzintervalls (0 + SD 1,96) gefunden wurde.
Im gesamten Datensatz hatten 106 Patienten (17,2%) einen z-score fur MPT oberhalb von
1,96 und 100 Patienten (16,3%) unterhalb von - 1,96. Fir den z-score von MPS lagen 103
(16,8%) der 615 Patienten oberhalb von 1,96 und 29 Patienten (4,7%) unterhalb von -1,96.
In der Tabelle 9 sind des Weiteren fiir die unterschiedlichen Atiologien des neuropathischen
Schmerzes das Durchschnittsalter, die Geschlechterverteilung und der Prozentsatz an
auffalliger MPT- und MPS-Werte aufgelistet [Tabelle 9].
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Tabelle 9: Ubersicht iiber die unterschiedlichen Atiologien des neuropathischen Schmerzes

. Durch- z- score | z-score | z-score | z- score
Patienten
. schnitts- | Geschlecht MPT > MPT < MPS > MPS <
-anza
alter 1,96 - 1,96 1,96 -1,96
postzosterische 65 68,3 £ M: 24(36,9%) 17 = 6= 20 = 4=
Neuropathie (10,6%) 10,7 W:41(63,1%) 26,2% 9,2% 30,8% 6,1%
periphere
. 56 50,1 + M: 24(42,9%) = 12 = 4= 4=
posttraumatische
. (9,1%) 14,0 W: 32(57,1%) 12,5% 21,4% 7,2% 7,2%
Neuropathie
. 182 57,7 £ M: 131(72,0%) 22 = 49 = 19 = 6=
Polyneuropathie
(29,6%) 12,5 W:51(28,0%) 12,1% 26,9% 10,4% 3,3%
zentrale
46 58,3 + M: 27(58,7%) = = = 4 =
schmerzhafte
. (7,5%) 11,9 W:19(41,3%) 19,6% 17,4% 19,6% 8,6%
Neuropathie
komplexes
. 154 49,8 + M: 38(24,7%) 29 = 9= 33= 4=
regionales
(25,0%) 12,9 W: 116(75,3%) 18,9% 5,8% 21,4% 2,6%
Schmerzsyndrom
Trigeminus- 50 60,2 £ M: 24(48,0%) = = = =
neuralgie (8,1%) 12,2 W: 26(52,0%) 12% 12% 10% 0%
restliche 62 52,8 + M: 30(48,4%) 16 = 10 = 13 = =
Neuropathien (10,1%) 16,9 W: 32(51,6%) 25,8% 16,1% 21% 11,3%
Gesamt- 615 55,9 + M: 298(48,5%) 106 = 100 = 103 = 29 =
population 14,1 W:317(51,5%) 17,2% 16,3% 16,8% 4,7%

4.2.2 Regressionsanalysen
Uber Regressionsanalysen wurde eine mégliche Abhangigkeit der MPT- und MPS-Werte
von den Faktoren Alter, Geschlecht und Atiologie fiir die vorliegende Population der

neuropathischen Schmerzpatienten untersucht.

Zwischen Alter und MPT-Wert ergab sich die Regressionsgeradengleichung
y = -0,019 x + 1,149. Das BestimmtheitsmafB 7 berechnete sich mit 0,023. Obwohl die

Effektstarke (und damit die Vorhersagekraft des Alters) nicht besonders gro3 war, zeigte sich
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ein hoch signifikanter Zusammenhang (p = 0,00015) zwischen Alter und MPT-Wert

[Abbildung 8 und Tabelle 10].

Abbildung 8: Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und den MPT-Werten (z-score)

Alter vs. MPT-Wert

* Alter vs. MPT-Wert

00 = Regressionsgerade
(Alter vs. MPT-Wert)

MPT-Wert (z-score)

y=-0,019 + 1,149
=0,023
p-Wert =0,00015

]
Alter

FOr die Korrelation zwischen Alter und MPS-Wert ergab sich die Regressionsgerade
y = -0,016x + 1,193. Wiederum war das BestimmtheitsmaB / mit 0,020 relativ gering,
wahrend der p-Wert mit 0,00039 abermals hoch signifikant war [Abbildung 9 und Tabelle 10].
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Abbildung 9: Korrelation zwischen dem Alter der Patienten und den MPS-Werten (z-score)

Alter vs. MPS-Wert

* Alter vs. MPS-Wenrt

— FRegressionsgerade
(Alter vs. MPS-\Wert}

MPS-Wert (z-score)

y=-0,016x + 1,193
= 10,020
p-Wert =0,00039

Alter

In der Tabelle 10 sind die 7 - und p-Werte fiir alle Regressionsanalysen der MPT- und MPS-
Werte beziiglich der Faktoren Atiologie, Alter und Geschlecht aufgelistet. Es zeigte sich,
dass sich durch die Regressionsgerade in allen Fallen nur sehr schlecht der tatsachliche y-
Wert wiederspiegeln lasst. Ein p-Wert unter 0,05 bzw. nahe diesem Wert und damit eine
signifikante Korrelation trat neben dem Alter noch bei der postzosterischen Neuropathie, der
peripheren posttraumatischen Neuropathie, der Polyneuropathie sowie bei dem komplexen
regionalen Schmerzsyndrom auf. Bei der folgenden quantitativen Assoziationsstudie wurden

daher diese funf Faktoren als Kovarianten in den Berechnungen berlcksichtigt.
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Tabelle 10: Regressionsanalysen der QST-Daten von neuropathischen Schmerzpatienten

r-Wert p-Wert rP-Wert p-Wert
far MPT fur MPT far MPS fur MPS
Alter 0,023 0,00015 0,020 0,00039
Geschlecht 1,062 x 10”7 0,99 0,0047 0,091
postzosterische
0,0049 0,084 0,0069 0,039
Neuropathie
periphere
posttraumatische 0,0052 0,073 0,0055 0,067
Neuropathie
Polyneuropathie 0,045 1,075x107 0,045 1,11x10"
zentrale
schmerzhafte 0,0013 0,37 1,039x 10%® 0,94
Neuropathie
komplexes
regionales 0,023 0,00014 0,031 9,75x10%
Schmerzsyndrom
Trigeminusneuralgie 0,0012 0,40 0,0010 0,42
restliche
. 0,0013 0,36 0,00065 0,53
Neuropathien

4.2.3 Quantitative Assoziationsanalyse

Von insgesamt 17 genotypisierten SNPs [Anhang 6] wurden zwei SNPs (rs3104767,
rs1975197) im Rahmen der Qualitatskontrolle der Genotypisierung ausgeschlossen (Callrate
< 95%). Ein SNP (GYG2 SNPE08 _GSF) diente der Uberpriifung des angegebenen
Geschlechts. Damit standen nach der Qualitédtskontrolle 14 RLS-assoziierte SNPs fir die
quantitative Assoziationsstudie zur Verflgung. Von den 844 genotypisierten DNA-Proben
konnten fir die quantitative Assoziationsstudie nur 615 Proben genutzt werden, da fir die
restlichen Proben die dazugehérigen MPT- und MPS-Werte nicht vorlagen. Bei allen 615
Proben stimmte das genotypisierte Geschlecht mit dem in der Datenbank angegebenen
phanotypischen Geschlecht (berein. Nach der Qualitatskontrolle mussten 6 Proben
aussortiert werden, da sie eine Genotypisierungsrate < 95% aufwiesen. Letztendlich blieben

609 Datensatze fur die Auswertung Ubrig.

Zuerst wurde fir jeden SNP die seltenere Allelfrequenz (MAF) im Datensatz berechnet
[Tabelle 11].
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Tabelle 11: MAFs der RLS-assoziierten SNPs bei neuropathischen Schmerzpatienten

SR AR (dpgﬂl': ID) se:\tﬁgles LA msﬁfaue.*
Meis1 2 rs6710341 G 0,16 A
Meis1 2 12469063 G 0,24 G
Meis1 2 (52300478 G 0,24 G
Meis1 2 511683508 A 0,18 A
BTBDY 6 53923809 G 0,24 A
BTBDY 6 (59296249 C 0,31 T
BTBDY 6 54236060 A 0,28 C
PTPRD 9 511788684 C 017 G
PTPRD 9 54626664 A 0,16 A
MAP2K5/SKORT 15 511635424 A 0,31 G
MAP2K5/SKORT 15 3784709 T 0,30 C
MAP2K5/SKORT 15 51026732 A 0,31 G
MAP2K5/SKORT 15 56494696 C 0,31 G
TOX3 16 153104788 C 0,41 T

* RLS-Risikoallel = das Allel, das mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit am RLS zu

erkranken korreliert. Dieses Allel muss nicht dem selteneren Allel entsprechen.

In der quantitativen Assoziationsstudie zwischen den SNPs und den MPT-z-scores unter
Berlcksichtigung der Kovarianten Alter, postzosterische Neuropathie, periphere
posttraumatische Neuropathie, Polyneuropathie und komplexes regionales Schmerzsyndrom
konnte gezeigt werden, dass kein signifikanter Zusammenhang zwischen beiden Parametern
besteht. Nach Korrektur fir multiples Testen nach Bonferroni (Balding 2006), konnte gezeigt
werden, dass der p-Wert fir alle SNPs bei 1 lag, was sehr deutlich fiir einen fehlenden
Zusammenhang zwischen den SNPs und den MPT-Werten spricht [Tabelle 12].
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Tabelle 12: Quantitative Assoziationsanalyse fur die MPT-Werte (z-score)

Gen Chromosom ( dpgng ID) sexﬁgles BETA nc;)r_nvi\?earlter I(Bc:)rrrji:’g\jleig:?g:'

Meis1 2 rs6710341 G -0.12 0.40 : 1

Meis 2 rs12469063 G -0.040 0.73 1

Meis 2 rs2300478 G -0.062 0.60 1

Meis 1 2 rs11683508 A -0.023 0.86 1
BTBD9 6 rs3923809 G 0.017 0.89 1
BTBD9 6 rs9296249 C 0.10 0.35 1
BTBD9 6 rs4236060 A 0.13 0.27 1
PTPRD 9 rs11788684 C -0.11 0.41 1
PTPRD 9 rs4626664 A -0.083 0.54 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs11635424 A -0.058 0.60 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs3784709 T -0.096 0.38 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs1026732 A -0.086 0.43 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs6494696 C -0.086 0.43 1
TOX3 16 rs3104788 C -0.014 0.89 1

Im Gegensatz dazu errechnete sich in der quantitativen Assoziationsanalyse zwischen den
14 SNPs und dem MPS-z-score zunachst ein signifikanter nominaler p-Wert von 0,038 bei
dem SNP rs4626664 und ein nahe dem Signifikanzniveau liegender nominaler p-Wert von
0.082 bei dem SNP rs9296249. Allerdings assoziierten diese beiden SNPs nach der
Bonferroni-Korrektur nicht mehr signifikant [Tabelle 13]. Betrachtet man die
Regressionskoeffizienten (BETA aus Tabelle 13), so zeigt SNP rs4626664 einen negativen
Wert von -0.25. Ein negativer Regressionskoeffizient bedeutet, dass der Messwert, in
diesem Fall der MPS-Wert, mit der Haufigkeit des selteneren Allels fallt. Die homozygoten
Trager des haufigeren Allels haben somit den héchsten MPS-Wert, die homozygoten Trager
selteneren Alles den niedrigsten Wert. Bei dem SNP rs4626664 entspricht das seltenere
Allel A dem Risikoallel A fiir RLS [siehe Tabelle 11]. Somit haben Patienten, die homozygot
AA besitzen, tendenziell den niedrigsten MPS-Wert. Im Gegensatz dazu hat der SNP
rs9296249 einen positiven Regressionskoeffizient von 0.17. Das heiBt, die Patienten, die
homozygot flr das seltenere Allel sind, haben den héchsten MPS-Wert. Bei diesem SNP ist
das seltenere Allel C, die Risikovariante fur RLS allerdings das haufigere Allel T.
Dementsprechend haben die Patienten, wie bei dem SNP rs4626664, mit den homozygoten
Risikoallelen den niedrigsten MPS-Wert. Zusammenfassend lasst sich nochmals feststellen,
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dass weder bei den MPT-Werten noch bei den MPS-Werten eine signifikante Korrelation in

der untersuchten Population besteht.

Tabelle 13: Quantitative Assoziationsanalyse fur die MPS-Werte (z-score)

Gen Chromosom ( dpgmg ID) sexﬁgles BETA nc:)n:rmvi\’nea']ter I?:rrrji:gv?i;erztzlr

Meis1 2 rs6710341 G -0.14 0.26 : 1
Meis1 2 rs12469063 G -0.14 0.18 1
Meis1 2 rs2300478 G -0.12 0.23 1
Meis1 2 rs11683508 A -0.041 0.73 1
BTBD9 6 rs3923809 G 0.086 0.42 1
BTBD9 6 rs9296249 C 0.17 0.082 1
BTBD9 6 rs4236060 A 0.15 0.14 1
PTPRD 9 rs11788684 C -0.078 0.50 1

PTPRD 9 rs4626664 A -0.25 0.038 0.53
MAP2K5/SKOR1 15 rs11635424 A 0.0037 0.97 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs3784709 T -0.020 0.84 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs1026732 A 0.0031 0.97 1
MAP2K5/SKOR1 15 rs6494696 C 0.0031 0.97 1
TOX3 16 rs3104788 C -0.13 0.15 1

51




Diskussion

5 Diskussion
5.1 Quantitative Sensorische Testung

5.1.1 Rekrutierung von Probanden und Klassifizierung der Probanden mit RLS

Bisher gibt es drei Studien, die das somatosensorische Profil von RLS-Patienten untersucht
haben. In allen Studien wurden unterschiedliche Teilaspekte der Somatosensorik untersucht.
Lediglich die aktuellste Studie verwendete das standardisierte Protokoll des Deutschen
Forschungsverbundes Neuropathischer Schmerz, mit dem das gesamte somatosensorische
Profil eines Probanden erfasst werden kann (Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b;
Bachmann et al. 2010). Die jeweiligen Schwerpunkte der beiden anderen Studien waren die
mechanische Empfindung und die thermische Wahrnehmung (Schattschneider et al. 2004;
Stiasny-Kolster et al. 2004).

Bevor die Ergebnisse dieser Studie mit den bestehenden Daten der Studien zum
somatosensorischen Profil von RLS-Patienten verglichen werden, wird zunachst auf die
jeweilige Rekrutierung und Klassifizierung der Patienten sowie die unterschiedlichen
Studiendesigns eingegangen. Diese kénnen erhebliche Auswirkungen auf die Ergebnisse
der Studien haben und ggf. unterschiedliche Daten erklaren.

Bachmann et al. rekrutierten 34 Patienten aus einem RLS-Patientenkollektiv am Klinikum der
Georg August Universitat Géttingen. Alle Patienten erflillten die vier Diagnosekriterien der
IRLSSG und hatten weder eine weitere relevante neurologische Vorerkrankung noch litten
sie an einer Schmerzerkrankung (Walters 1995; Allen et al. 2003). Die Patienten wurden an
Hand ihrer klinischen Befunde in primare und sekundare RLS-Patienten eingeteilt. Der
Gruppe der primar am RLS erkrankten Patienten wurden alle Probanden zugeordnet, die
ihre Symptome als nicht schmerzhafte Parasthesien, wie z.B. ,Kribbeln“ oder ,Ziehen®,
beschrieben. Zusatzlich wurde dieser Gruppe ein Proband, der seine Symptome zwar als
einschieBenden Schmerz beschrieb, auf Grund seiner positiven Familienanamnese und dem
guten Ansprechen auf eine Therapie mit Ropinirole (einem Dopamin-Agonist) zugeordnet. In
der zweiten Gruppe, die der sekundar am RLS erkrankten Probanden, beschrieben die
Patienten ihr Symptome als hauptsachlich schmerzhaft. Die meisten Patienten dieser
Gruppe erhielten neben einem Dopamin-Agonisten auch Antikonvulsiva oder Opioide
(Bachmann et al. 2010).

Die in der vorliegenden Studie rekrutierten 17 Patienten wirden gemaB der oben
vorgenommenen Einteilung zur Gruppe der primaren RLS-Patienten zahlen. Lediglich die
Probanden 12 und 13 gaben schmerzhafte Parédsthesien an, diese waren auf die Gabe von
Dopamin-Agonisten komplett rlicklaufig (siehe Zuordnung der Ausnahme oben) (Bachmann

et al. 2010). Proband 12 gab darUber hinaus eine positive Familienanamnese an; seine
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beginnende Erkrankung im relativ jungen Alter von 38 Jahren spricht ebenfalls fir ein
primares RLS (Allen and Earley 2000).

Die von Bachmann et al. vorgenommene Einteilung der primaren und sekundéren RLS-
Patienten basierend auf der klinischen Symptomatik ist umstritten. Die bislang bestehende
Einteilung der RLS-Erkrankung — und damit ihrer Patienten - in primar und sekundar beruht
auf der Feststellung, dass beim sekundaren RLS ein potentieller Ausléser der Erkrankung
vorliegt, wie ein RLS-auslésendes Medikament, eine hormonelle oder metabolische
Veranderung oder eine andere Erkrankungen, zum Beispiel ein Eisendefizit oder eine
Uramie (Allen et al. 2003; Garcia-Borreguero et al. 2006). Gegen diese Einteilung spricht
auch die Tatsache, dass sich in seiner Studie beide Patientengruppen bezlglich des Alters
bei Erkrankungsbeginn kaum unterscheiden (primar 41 Jahre vs. sekundar 46,7 Jahre)
(Bachmann et al. 2010). Dies steht im Gegensatz zum aktuellen Stand der Forschung
(Gemignani and Vitetta 2010). In zahlreichen Studien konnte ein durchschnittlich jingeres
Alter bei Erkrankungsbeginn bei primdren RLS-Patienten festgestellt werden (Allen and
Earley 2000; Winkelmann et al. 2000; Hanson et al. 2004; Whittom et al. 2007). Der hohe
Anteil von 38% mit einer positiven Familienanamnese in der Gruppe der sekundaren RLS-
Patienten spricht ebenfalls gegen die oben vorgenommene Einteilung, da ein hoher
Prozentsatz an positiver Familienanamnese insbesondere fir die primaren RLS-Patienten
beschrieben worden ist (Montplaisir et al. 1997; Winkelmann et al. 2000; Whittom et al. 2007;
Bachmann et al. 2010; Gemignani and Vitetta 2010).

Die Probanden dieser Studie hatten bei Beginn der Erkrankung ein Durchschnittsalter von
38,6 Jahren; 47,1% der Patienten berichteten Gber eine positive Familienanamnese. Ferner
konnten in der Anamnese der Patienten der hier vorliegenden Studie weder weitere
neurologische Vorerkrankungen oder Schmerzerkrankungen noch andere Ausléser far die
RLS-typischen Symptome ermittelt werden. Dies spricht zusammengenommen daflr, dass
es sich bei den Probanden dieser Studie um klassische primare RLS-Patienten nach
aktuellem Stand der Forschung handelt. Eine kleine Einschrankung zu dieser klaren
Aussage ist zu machen, da das Alter bei Beginn der RLS-Symptome bei der Gruppe mit
positiver Familienanamnese leicht héher war als bei den sporadisch Erkrankten.

Stiasny-Kolster et al. verwendeten in ihrer Studie ebenfalls nur primar erkrankte RLS-
Patienten; als Ausschlusskriterium galten: Eisendefizit, Diabetes mellitus, Vitamin B12-
Mangel, Urdmie, Alkoholabusus bzw. eine bekannte Polyneuropathie. Alle Patienten erflllten
die Diagnosekriterien der IRLSSG und hatten vor der ersten Messung weder RLS-
spezifische Medikamente erhalten noch nahmen sie zum Zeitpunkt der Messung andere im
zentralen Nervensystem wirkende Medikamente ein (Walters 1995; Allen et al. 2003;

Stiasny-Kolster et al. 2004). Letztendlich bestand das Patientenkollektiv aus 11 Probanden.
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Dieses Patientenkollektiv hatte eine durchschnittliche Erkrankungsdauer von 18 Jahren und
ein durchschnittliches Alter bei der Untersuchung von 60 Jahren. Das Alter der Probanden
bei Erkrankungsbeginn wurde nicht angeben. 4 der 11 Patienten berichteten Uber eine
positive Familienanamnese; dies entspricht einem Anteil von 36% (Stiasny-Kolster et al.
2004). Diese vorliegenden Daten unterstiitzen die getroffene Diagnose eines primaren RLS
bei den Patienten.

In der letzten Studie zum somatosensorischen Profil von RLS-Patienten wurden 42 Patienten
rekrutiert. Diese Probanden erflllten ebenfalls die vier Diagnosekriterien der IRLSSG. Sie
standen alle unter der Therapie mit einem Dopamin-Agonisten, ansonsten aber keinem
weiteren das zentrale Nervensystem beeinflussenden Medikament (Walters 1995; Allen et al.
2003; Schattschneider et al. 2004). Die Patienten wurden an Hand der klinischen
Untersuchung, der Blutwerte (insbesondere Vitamin B12, B1, B6, Eisenstatus, Kreatinin,
HbA1c und TSH) und der Nervenleitgeschwindigkeit in prim&r und sekundar erkrankte RLS-
Patienten eingeteilt. Als priméar erkrankt galten nur diejenigen, die in allen Untersuchungen
normale Werte aufwiesen. In Ubereinstimmung mit den bekannten Daten beziiglich der
Klassifizierung von primdrem und sekundarem RLS wurde in der Gruppe der primar
Erkrankten ein signifikant jingeres Alter bei Beginn der RLS-Symptome (primér 39,4 vs.
sekundéar 50,9 Jahre) und eine héhere Familienanamnese (primar 42% vs. sekundar 23%)
beschrieben (Winkelmann et al. 2000; Schattschneider et al. 2004).

Wahrend Stiasny-Kolster et al. nur 11 Patienten mit primarem RLS im Vergleich zu 11
gesunden Probanden in ihrer Studie einbezogen (Stiasny-Kolster et al. 2004), konnten
Bachmann et al. ein Probandenkollektiv bestehend aus 21 priméren sowie 13 sekundaren
RLS-Patienten im Vergleich zu 20 gesunden Probanden und einem Normkollektiv,
bestehend aus 180 gesunden Kontrollen des DFNS, untersuchen (Bachmann et al. 2010). In
der letzten Studie wurde das gréBte Patientenkollektiv mit 20 primaren und 22 sekundaren
RLS-Patienten im Vergleich zu 15 bezlglich Alter und Geschlecht angeglichenen
Kontrollprobanden rekrutiert (Schattschneider et al. 2004). Obwohl allgemein gilt, je gréBer
die Probandenpopulation, desto valider ist die Aussagekraft der Ergebnisse, handelt es sich
bei allen Studien eher um kleine Studienpopulation.

In der vorliegenden Studie konnte ebenfalls nur eine kleine Anzahl von 17 Probanden mit
primarem RLS rekrutiert werden. Zu Vergleichszwecken wurden 180 gesunde Kontrollen des
DFNS herangezogen. Das gréBte Hindernis fir die Rekrutierung einer héheren Anzahl an
Patienten bestand in der Notwendigkeit, dass die Probanden ihre RLS-spezifischen
Medikamente flr mindesten 24 Stunden und die 5-fache Halbwertszeit absetzen mussten
(siehe Kapitel 3.1.1 und 5.1.2). Dies entsprach zum Beispiel beim Pramipexol (Sifrol®), das

eine Halbwertszeit von 8-12 Stunden besitzt, einer 60-stlindigen Unterbrechung der
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Medikamenteneinnahme (RuB and von Stuckrad-Barre 2008). Viele Patienten, die sich initial
bereit erklarten an der Studie teilzunehmen, sagten nach einer Nacht ohne Medikamente
ihre Teilnahme ab. Dies geschah aufgrund der auftretenden heftigen Krankheitssymptome,
die besonders stark waren durch ein ,Rebound-Phédnomen® bei der Therapie mit Dopamin-
Agonisten. Der zweite Grund fiir das kleine Patientenkollektiv in dieser Studie bestand darin,
dass insbesondere bei Patienten mit mildem bzw. mittelgradigem RLS h&ufig trotz langerer
Untersuchungsperiode (Liegezeit) keine RLS-typischen Symptome zur Zeit der QST-
Messung auftraten; die erhobenen Daten der QST-Messung konnten so nicht in dieser
Studie berlicksichtig werden (siehe Kapitel 3.1.1 und 5.1.2).

5.1.2 Studiendesign und Auswahl der Messwerte

Die Studie von Stiasny-Kolster et al. wurde durchgefiihrt zur Klarung der Fragen, ob es bei
RLS-Patienten zu Veranderungen der Wahrnehmung bzw. Verarbeitung von Schmerz
kommt und ob die Therapie mit Dopamin-Agonisten einen Einfluss auf Letzteres hat
(Stiasny-Kolster et al. 2004). Die These der Studie basierte auf der Erkenntnis, dass in
vorherigen Studien ein vermehrtes gemeinsames Auftreten vom Restless Legs Syndrom und
einer peripheren Neuropathie beschrieben wurde (lannaccone et al. 1995; Polydefkis et al.
2000). Zum anderen beschreiben viele RLS-Patienten ihre Symptome als ,quélend®,
.ziehend®, ,piksend“ bzw. ,schmerzhaft®, also als Symptome, die ebenfalls typisch flr eine
Neuropathie sind. Ferner wurde in einer weiteren Studie eine erhdhte spinale Erregbarkeit
wahrend der Schlafphase von RLS-Erkrankten beschrieben, die auf eine veranderte
Signalverarbeitung auf spinaler Ebene hindeutet, auch zentrale Sensibilisierung genannt
(Bara-Jimenez et al. 2000). Diese zentrale Sensibilisierung ist dadurch charakterisiert, dass
es zur verstarkten Wahrnehmung von mechanischen Reizen kommt, ausgedrutckt durch zwei
Werte, die dynamische (Allodynie) und statische mechanische Hyperalgesie (LaMotte et al.
1991; Ziegler et al. 1999). In der Studie erhielten 11 RLS-Patienten Reize auf beide Hande
und beide FuBricken, jeweils appliziert mit einem Set aus sieben Nadeln und mit einem
Wattebausch, einem Q-Tip sowie einem Pinsel flir weiche Reize. Die Patienten mussten die
Reize entsprechend der Schmerzintensitat auf einer Skala zwischen 0-100 bewerten (dies
entspricht der Bestimmung des MPS-Werts und der Allodynie bei der QST (Rolke et al.
2002)). Die Testung wurde zum einen abends (20.00-22.00) und morgens (8.00-10.00) zum
anderen vor Therapiebeginn und nach einer einmaligen Abenddosis von Levodopa 100mg
durchgefihrt. Bei 6 Patienten wurde die Messung nach einer 12-monatigen Therapiezeit
wiederholt.  Zusatzlich wurden bei allen Patienten eine Bestimmung der
Nervenleitgeschwindigkeit sowie eine Elektromyographie zum Ausschluss einer Lasion oder
Dysfunktion der myelisierten Nervenfasern durchgefiihrt. Ferner ergab eine
Polysomnographie, dass bei allen Patienten eine reduzierte Schlaflange und -qualitat vorlag

und sich vermehrt PLM im Schlaf zeigten. Die Studie hatte zum Ergebnis, dass bei den RLS-
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Patienten sowohl an den Héanden als auch an den FiBen insgesamt eine erhdhte
Schmerzintensitdt gegentber den gesunden Kontrollen festgestellt werden konnte. Diese
war jedoch nur abends signifikant. Die einmalige Gabe von Levodopa verbesserte zwar die
Symptomatik, fiihrte jedoch zu keiner Anderung bei der Evaluation der Schmerzintensitat
wahrend der Untersuchung. Im Gegensatz dazu zeigten die Patienten nach einer 12-
monatigen Therapie mit Dopamin-Agonisten sowohl eine Reduktion der Symptome als auch
eine erniedrigte Schmerzsensitivitét. Eine Allodynie konnte zu keinem Zeitpunkt bei den am
RLS erkrankten Patienten festgestellt werden (Stiasny-Kolster et al. 2004).

Bachmann et al. hat erstmals das gesamte somatosensorische Profil von priméren sowie
sekundéren RLS-Patienten erfasst (Bachmann et al. 2010). Es wurde in der Beurteilung der
Daten besonderen Wert auf die Unterschiede im somatosensorischen Profil der priméren
und sekundaren RLS-Patienten gelegt, da diese mdglicherweise flr verschiedene
Pathomechanismen der Erkrankung sprechen. In der Studie wurde das standardisierte
Protokoll des DFNS eingesetzt (Rolke et al. 2006a; Rolke et al. 2006b). Die Messungen
fanden immer abends zwischen 14.00-1:00 und zu einem Zeitpunkt, wo der Patient
Symptome verspurte, statt. Die RLS-spezifischen Medikamente wurden vorab far
mindestens 24 Stunden und die 5-fache Halbwertszeit abgesetzt. Die Patienten nahmen
keine weiteren Medikamente, die einen Einfluss auf die Messung haben kénnten, ein. Wie in
den anderen beiden Studien erhielten alle Patienten zusétzlich eine Bestimmung der
Nervenleitgeschwindigkeit zum Ausschluss einer Lasion der myelisierten Nervenfasern;
ferner wurde eine Blutentnahme zur Bestimmung der Parameter Vitamin B12 und B6,
Eisenstatus, Kreatinin, Folsdure, HbA1c und TSH durchgefihrt. Die Gruppe der sekundar
erkrankten RLS-Patienten erhielt zusatzlich noch eine Hautbiopsie zur Diagnose einer small-
fibre-Neuropathie. Sowohl die primaren RLS-Patienten als auch die sekundar Erkrankten
zeigten eine statisch mechanische Hyperalgesie, ausgedrickt durch eine erniedrigte
mechanische Schmerzschwelle sowie eine erhdhte Schmerzsensitivitat; eine Allodynie
konnte abermals nicht festgestellt werden. Zusétzlich fiel in der Gruppe der primaren RLS-
Patienten eine erhéhte Empfindlichkeit gegenlber Druckschmerz sowie Vibration auf. In der
Gruppe der ,sekundaren RLS-Patienten® fiel neben der statisch mechanischen Hyperalgesie
eine Hypasthesie gegen kalte sowie warme Reize auf. Zusammen mit der reduzierten Dichte
an interepidermalen Nervenfasern, die bei den Hautbiopsien der sekundar Erkrankten
festgestellt wurde, spricht dies laut Autoren fir eine Assoziation einer small-fibre-
Neuropathie bei den sekundar am RLS erkrankten Patienten (Bachmann et al. 2010). Die
Feststellung, dass nur die Patienten mit einem sekundaren RLS eine Hypasthesie gegen
kalte und warme Reize besitzen, ist jedoch kritisch zu betrachten, da die Patienten der
Studie basierend auf den klinischen Symptomen und nicht nach der Einteilung der IRLSSG

(siehe Kapitel 5.1.1) in die Gruppen primare und sekundare RLS-Patienten eingeteilt wurden
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(Allen et al. 2003; Gemignani and Vitetta 2010). Die Auffalligkeit in der Gruppe der
,sekundaren RLS-Patienten“ kann folglich auch am Selektionsbias liegen. Des Weiteren
wurden keine Hautbiopsien bei den primaren RLS-Patienten durchgefiihrt; somit kann nicht
ausgeschlossen werden, dass diese Patienten ebenfalls an einer small-fibre-Neuropathie
leiden (Gemignani and Vitetta 2010). Zuletzt sei darauf hingewiesen, dass unter Verwendung
der Rydel-Seiffer-Stimmgabel, wie sie bei der QST verwendet wird, eine mechanische
Hyperasthesie gegen Vibrationsreize bei einem einzelnen Probanden nicht diagnostiziert
werden kann, da der maximale Messwert von 8/8 im Bereich der normalen Reichweite liegt.
Um eine genauere Aussage Uber die mechanische Hyperasthesie gegentber
Vibrationsreizen bei RLS-Patienten zu treffen, missten andere Methoden verwendet werden
(Rolke et al. 2006a; Maier et al. 2010).

In der dritten Studie zum somatosensorischen Profil von RLS-Patienten wurde insbesondere
die Wahrnehmung thermischer Reize bei RLS-Patienten untersucht und zusétzlich eine
Untersuchung der C-Nervenfasern mit Hilfe eines quantitativen nozizeptiven axonalen
Reflextests (QNART) durchgefiihrt (Schattschneider et al. 2004). Hierdurch sollte einerseits
die Haufigkeit einer thermischen Hypéasthesie bestimmen werden und andererseits eine
Differenzierung anhand der Veranderungen der unmyelisierten C-Fasern bezlglich einer
peripheren oder zentralen Ursache bei der Entstehung des Restless Legs Syndrom
vorgenommen werden. Zur thermischen sensorischen Testung wurde zwar eine andere
Apparatur wie bei der QST verwendet, jedoch derselbe Untersuchungsablauf. Mit beiden
Methoden kann sowohl die thermische Unterscheidungsschwelle als auch die thermische
Detektionsschwelle fir warme und kalte Reize und deren thermische Schmerzschwelle
untersucht werden. Dabei stellten Schattschneider et al. im Gegensatz zu Bachmann et al.
keine Unterschiede zwischen primar und sekundar erkrankten RLS-Patienten fest. Bei allen
Patienten konnte sowohl eine erhdéhte thermische Unterscheidungsschwelle (TSL) als auch
eine erhdhte thermische Detektionsschwelle fur warme und kalte Reize feststellen werden.
Die thermische Schmerzschwelle fiir warme und kalte Reize war in beiden Gruppen normal.
In der QNART zeigte sich, dass in der Gruppe der sekundar erkrankten RLS-Patienten im
Gegensatz zu der Gruppe der primar Erkrankten die Funktion der C-Fasern beeintrachtigt
war. Dies deutet auf eine Beteiligung der C-Fasern an der Entstehung der RLS-Erkrankung
bei sekundar erkrankten Patienten hin (Schattschneider et al. 2004).

Ziel der vorliegenden Studie war es, die bestehende Datenbasis fir das somatosensorische
Profil von RLS-Patienten zu erweitern, da diese bislang nur auf einer geringen
Patientenpopulation beruht. Die erhobenen Daten der verschiedenen Studien waren zudem
teilweise kontrovers. Aus zeitlichen Griinden, es sollten mdglichst viele Probanden zur

Erzeugung einer breiten Datenbasis gemessen werden, wurde nur ein Teil der QST-
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Messung durchgeflihrt. Die Probleme bei der Rekrutierung wurden bereits diskutiert (siehe
Kapitel 5.1.1). Ein weiterer wesentlicher Grund, nur einen Teil des QST-Protokolls zu
verwenden, bestand in der Untersuchungsdauer selbst; die Durchflihrung einer vollstandigen
QST an einer Korperstelle benétigt circa 30 Minuten. RLS-Patienten leiden insbesondere
darunter, dass sich ihre Symptome durch Ruhe verstérken und diese sie geradezu zwingen,
sich zu bewegen (Walters 1995; Allen et al. 2003). Eine Messserie, bei der die RLS-
Patienten parallel zum Auftreten ihrer Symptome fir circa 1 Stunde ruhig liegen missen,
wurde von vielen Patienten als nicht realisierbar angesehen. Die vorgenommene Auswahl
der Messungen beruhte auf den bestehenden Daten (Schattschneider et al. 2004; Stiasny-
Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010). In der Studie von Bachmann et al. wurde bei der
Untersuchung des somatosensorischen Profils mittels der QST Auffélligkeiten in der
thermischen Detektionsschwelle und der thermischen Unterscheidungsschwelle bei
sekundaren RLS-Patienten festgestellt, die thermischen Schmerzschwellen waren normal
(Bachmann et al. 2010). Diese thermischen Messwerte wurden ebenfalls in einer friheren
Studie zur thermischen Wahrnehmung beim RLS untersucht, wobei die Ergebnisse
divergierend waren (siehe vorheriger Absatz) (Schattschneider et al. 2004). In dieser Studie
wurde exemplarisch die TSL gemessen, da bei der Untersuchung die thermische
Unterscheidungsschwelle fir kalte und warme Reize bestimmt wird. Zudem wurde in der
vorhergegangen Studie, die mit Hilfe der QST durchgefihrt wurde, Auffalligkeiten in der PPT,
MPT und MPS und der Vibrationsschwelle beschrieben, die MDT sowie die Untersuchungen
zum Wind-up-Phdnomen, dem paradoxe Hitzeempfindung und der mechanischen Allodynie
waren normal (Bachmann et al. 2010). In der ersten Studie zur mechanischen Empfindung
bei RLS-Patienten 2004 wurde bereits eine aufféllige MPS bei fehlender mechanischer
Allodynie beschrieben (Stiasny-Kolster et al. 2004). Die aktuelle Studie umfasst die
auffélligen Werte der vorhergegangen Studien PPT, MPT und MPS sowie als dritten
mechanischen Reiz die MDT. Auf die Messung der Vibrationsschwelle wurde verzichtet, da
die in der QST verwendete Methode nicht geeignet ist, um eine mechanische Hypasthesie
gegentber Vibrationsreizen sicher zu diagnostizieren (Rolke et al. 2006a; Maier et al. 2010).
Unter der Berlcksichtigung der Datenlage, die nahelegt, dass eine statisch mechanische
Hyperalgesie nur abends signifikant erhéht ist und die Therapie mit Dopamin-Agonisten
einen Einfluss auf die Messung hat (Stiasny-Kolster et al. 2004), wurde in der vorliegenden
Studie die Messung abends zwischen 18:00 -22:00 und zu einem Zeitpunkt, wo der Patient
Symptome versplrte durchgefihrt. Ferner mussten die RLS-Medikamente vorher far
mindesten 24 Stunden und die 5-fache Halbwertszeit abgesetzt werden.

Obwohl es im Rahmen dieser Studie zu weit gegangen ware, bleibt es interessant in einer
weiterfihrenden Studie nochmals genauer den Einfluss unterschiedlicher, beim RLS

eingesetzter Medikamente zu untersuchen. Insbesondere deshalb, weil die bestehenden
58



Diskussion

Daten zur Langzeittherapie mit Dopamin-Agonisten nur auf 6 Patienten beruhen (Stiasny-
Kolster et al. 2004). Des Weiteren ware es interessant genauer zu untersuchen, inwiefern
sich die Ergebnisse der Messung andern, wenn der Patient wahrend der Messung keine
Symptome besitzt bzw. die Messung zu einer anderen Tageszeit stattfindet.

Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde vor Aufnahme der Messungen zur Bestimmung
des somatosensorischen Profils eine ausfihrliche Anamnese durchgefiihrt, jedoch keine
weitergehenden Voruntersuchungen wie eine Bestimmung der Nervenleitgeschwindigkeit,
eine Elektromyographie, eine Hautbiopsie oder eine Kontrolle der Laborwerte. Letztendlich
wurde eine mdgliche zusatzliche sekundére Ursache fur ein RLS sowie eine weitere
neurologische Erkrankung Uber die Anamnese ausgeschlossen. Es kann daher nicht mit
absoluter Sicherheit gefolgert werden, dass die beobachteten Verédnderungen in der
Somatosensorik ausschlieBlich durch das vorliegende Restless Legs Syndrom bedingt sind.

5.1.3 Ergebnisse im Vergleich zu anderen Studien

Bei der statistischen Auswertung wurden die Daten der RLS-Patienten sowie die Daten der
gesunden Probanden dieser Studie mit den Daten eines Normkollektivs des DFNS,
bestehend aus 180 gesunden Kontrollen, verglichen. Ein interner Gruppenvergleich wurde
nicht durchgeflihrt, da im Vergleich zur groBen Datenbank des DFNS die Kontrollen dieser
Studie nur eine eingeschrankte Aussagefahigkeit besitzen (siehe folgender Absatz). Auf
Basis der bereits publizierten Methodik zum Vergleich von Gruppendaten bei der QST,
wurde ein ungepaarter t-Test zur Auswertung verwendet (Mager! et al. 2010).

Beim Vergleich der Kontrollgruppen, also der gesunden Probanden (Kontrollen dieser
Studie) mit denen des DFNS, war auffallig, dass die thermische Unterscheidungsschwelle
bei der Kontrollgruppe dieser Studie signifikant erhéht war, die Probanden also eine
Hypasthesie gegenliber der Wahrnehmung von alternierenden kalten und warmen Stimuli
besaBen. Die Starke des Effektes wurde insbesondere durch die Probanden 1, 17 und 19
beeinflusst. Die Auffélligkeit der TSL war aber auch nach Ausschluss der Probanden
signifikant [siehe Tabelle 7 unter Kapitel 4.1.3]. Die Werte der Probanden sind dabei
keineswegs als Messfehler zu deuten, sondern viel mehr im Rahmen der Variabilitat in der
Normalbevdlkerung zu erwarten; ihr Anteil von 12% an der gesamten Kontrollgruppe liegt
dabei jedoch deutlich Uber den statistisch zu erwartenden 5%, die auBerhalb des
Normalbereiches von -1,96 bis 1,96 liegen. Eine Ursache fir diese auffallige Wertelage der
Kontrollgruppe kénnte in der begrenzten Auswahl der Probanden liegen. Die Kontrollgruppe
stellt somit keine optimale Vergleichsgruppe dar, um eine Aussage Uber die
Allgemeinbevdlkerung zu treffen.
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Um eine solidere Aussagekraft fir die Ergebnisse der Studie zu erhalten, wurden die Daten
der RLS-Patienten mit den Daten aus dem Normkollektiv des DFNS verglichen.

Die aus den vorliegenden Studien bekannte statisch mechanische Hypasthesie, ausgedriickt
durch eine erniedrigte mechanische Schmerzschwelle und eine erhéhte mechanische
Schmerzsensitivitat, bei am RLS erkrankten Patienten konnte auch in dieser Studie bestatigt
werden (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010). Betrachtet man die einzelnen
Werte und nicht nur den Gruppenvergleich, so liegen bei der MPT 17,6% und bei der MPS
11,8% oberhalb des 95%igen Konvidenzintervalles, also mehr als die statistisch zu
erwartenden 5%. Eine gréBere Zahl an Patienten liegt dabei zusétzlich nahe der oberen
Normgrenze beider Werte. Diese detailliertere Beobachtung erklart die Ergebnisse des
Gruppenvergleiches. Die Ergebnisse dieser Studie stimmen ebenfalls mit der vorherigen
Veroéffentlichung Uberein, dass primare RLS-Patienten eine Hypasthesie gegenlber
stumpfen mechanischen Stimulatoren besitzen, die taktile Detektionsschwelle jedoch
gegeniber gesunden Personen unverandert ist (Bachmann et al. 2010). Besonders
interessant war die Bestimmung der thermischen Detektionsschwelle, da hier kontroverse
Daten existierten (Schattschneider et al. 2004; Bachmann et al. 2010). In der vorliegenden
Studie wurde, wie in der Studie von Bachmann et al., keine Veranderung der TSL bei den
primaren RLS-Patienten gegeniber den gesunden Probanden festgestellt. Eine mdgliche
Ursache flr die unterschiedlichen Ergebnisse der aktuellen Studien, die dieselbe
Messapparatur der QST verwendeten, zu der Studie von 2004 ist, dass bei der damaligen
Studie eine andere Messapparatur, die Thermotest-Apparatur von Somedic AB, Schweden,
verwendet wurde. Weitere Griinde kénnen die damalige geringere Anzahl der gesunden
Probanden in der Kontrollgruppe sein oder drauf basieren, dass die Messung unter der
Therapie mit Dopamin-Agonisten durchgefthrt wurde. Nicht zuletzt deshalb wére es - wie
oben bereits erwédhnt — sehr interessant, den Einfluss von RLS-spezifischen Medikamenten
auf das somatosensorische Profil von RLS-Patienten genauer zu untersuchen.

5.1.4 Zusammenhang zwischen Pathophysiologie und dem sensorischen Profil

Eine mechanische Hyperasthesie ohne thermische Hyperalgesie ist ein Kennzeichen der
sekundaren Hyperalgesie (Ziegler et al. 1999). Sie entsteht durch Sensibilisierung der
spinalen Neuronen und wird als zentrale Sensibilisierung bezeichnet (Ziegler et al. 1999).
Diese konnte nicht nur bei RLS-Erkrankten wiederholt festgestellt werden (Stiasny-Kolster et
al. 2004; Bachmann et al. 2010), sondern auch bei neuropathischen Schmerzpatienten
(Ziegler et al. 1999; Baron 2006a). Bei der zentralen Sensibilisierung handelt es sich um
Plastizitatsverdanderungen der spinalen Neuronen im Hinterhorn (Baron 2006a). Die
Veranderung entsteht durch andauernden peripheren Input, getriggert durch eine Lasion der

peripheren Nerven (LaMotte et al. 1991; Ziegler et al. 1999), und Uber Verédnderungen in den
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vom zentralen Nervensystem absteigenden Bahnen, die ihrerseits eine regulatorische
Funktion auf die spinalen Neurone besitzen (Wei et al. 1999; D'Mello and Dickenson 2008).
Beide Mechanismen fihren letztendlich zu einem erhéhten spinalen Erregungspotential.
Beim RLS wurden neben der mechanischen Hyperalgesie, als Zeichen der veranderten
spinalen Signalverarbeitung, auch eine erhéhte Erregbarkeit der spinalen Flexoren-Reflexe,
vor allem wahrend des Schlafs, festgestellt (Bara-Jimenez et al. 2000).

Eine Lasion der peripheren Nerven, vor allem der C-Fasern und Ad-Fasern, scheint als
Ursache der erhéhten spinalen Erregbarkeit beim primaren RLS eher unwahrscheinlich. So
konnten in der vorliegenden Studie, wie in friiheren Studien, keine Veradnderung in der
Wahrnehmung thermischer Reize festgestellt werden (Bachmann et al. 2010). Die
thermische Hyp- bzw. Hyperéasthesie kennzeichnet insbesondere eine periphere
Sensibilisierung (Baron 2006a). Bei der Untersuchung der C-Fasern mit Hilfe der QNART,
zeigte sich eine normale Funktion der unmyelisierten Fasern bei primaren RLS-Patienten
(Schattschneider et al. 2004). Bei der Untersuchung von Nervenbiopsien von primaren RLS-
Patienten konnte ebenfalls keine Verdnderungen der unmyelisierten Fasern feststellen
werden (lannaccone et al. 1995). Allerdings ist die Nervenbiopsie zur Beurteilung der
unmyelisierten Fasern schlechter geeignet als eine Hautbiopsie (Schattschneider et al.
2004). Es konnte dafir in den Nervenbiopsien der primaren RLS-Patienten eine axonale
Neuropathie festgestellt werden. Diese Feststellung ist aus heutiger Sicht jedoch umstritten,
da die Studie vor 2003 abgeschlossen wurde, also bevor die Diagnosekriterien des RLS
nochmals Uberarbeitet wurden. So z&hlen neuerdings Auffalligkeiten bei der
Elektromyelographie als Ausschlusskriterium einer primaren RLS-Erkrankung (lannaccone et
al. 1995; Allen et al. 2003).

In einer Studie mit 22 konsekutiven RLS-Patienten wurde die Pravalenz von
unterschiedlichen Neuropathien untersucht (Polydefkis et al. 2000). Zieht man dabei von den
22 untersuchten Patienten die 5 Patienten ab, bei denen die Nervenleitgeschwindigkeit
auffallig war, so zeigten 3 der restlichen 17 in der Hautbiopsie eine small-fiber-Neuropathie
(Polydefkis et al. 2000). Diese RLS-Patienten zeigten jedoch eher typische klinische
Anzeichen einer sekundaren RLS-Erkrankung, wie ein spater Erkrankungsbeginn und eine
negative Familienanamnese (Allen et al. 2003). Ein weiterer Hinweis daflr, dass nicht eine
Lasion bzw. Dysfunktion der peripheren Nerven Ursache der erhdhten spinalen Erregbarkeit
beim primaren RLS ist, kommt der Tatsache zu, dass bei RLS-Patienten zwar eine statisch
mechanische Hyperalgesie niemals jedoch eine mechanische Allodynie festgestellt werden
konnte (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010). Fiir die mechanische Allodynie
ist bekannt, dass sie abhangig von einem andauernden nozizeptiven Input ist; dies trifft flr

die statisch mechanische Hyperalgesie nicht zu (LaMotte et al. 1991; Ziegler et al. 1999).
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Zusammenfassend ist festzustellen, dass ein abnormaler peripherer Input als Ursache der
erhdhten spinalen Erregbarkeit beim priméren Restless Legs Syndrom nicht anzunehmen ist
(Stiasny-Kolster et al. 2004). Eine Aussage dartber, ob Veranderungen der peripheren
Nervenfaser bei der Entstehung des sekundaren RLS ein Rolle spielen, kann in dieser
Studie nicht getroffen werden, da diese Patienten aus der Studie ausgeschlossen wurden.
Die Ergebnisse anderer Studien deuten jedoch darauf hin (Schattschneider et al. 2004;
Bachmann et al. 2010).

Fir die Entstehung der nachgewiesenen erhéhten spinalen Erregbarkeit beim RLS ist eine
Lasion oder Dysfunktion in kortikalen sowie subkortikalen Arealen hingegen
wahrscheinlicher, weil diese eine Fehlfunktion der absteigenden regulatorischen Bahnen im
Rickenmark zur Folge haben bzw. haben kénnten (Schattschneider et al. 2004; Stiasny-
Kolster et al. 2004). Als eine mdgliche Struktur wurden in diesem Zusammenhang die
dopaminergen A11-Neurone im dorsalposterioren hypothaldmischen System diskutiert
(Clemens et al. 2006; Bachmann et al. 2010). A11-Neurone projektieren in das Hinterhorn
des Rickenmarks, vor allem in die Lamina | sowie in den intermediolateral Trakt, und haben
dort einen inhibitorischen Einfluss (Clemens et al. 2006). Fallt dieser inhibitorische Einfluss
weg, ist es mdglich, dass die Signale der Ad- und C-Fasern, die ebenfalls in diese Lamina
projektieren, verstarkt wahrgenommen werden. Eine denkbare Folge ist die beim RLS
beobachtete statisch mechanische Hyperalgesie sowie die erhéhte Empfindlichkeit
gegeniber Druckschmerz. Unterstitzt wird diese Hypothese einer Beteiligung des
dopaminergen Systems an der Entwicklung der mechanischen Hyperalgesie durch die
Beobachtung, dass unter der Langzeittherapie mit Dopamin-Agonisten nicht nur die RLS-
Beschwerden nachlassen, sondern parallel dazu die mechanische Hyperalgesie
verschwindet (Stiasny-Kolster et al. 2004; Clemens et al. 2006).
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5.2 AQuantitative Assoziationsstudie

5.2.1 Probanden mit neuropathischem Schmerz

Ziel der Studie war es zu untersuchen, ob die Einzel-Nukleotid-Polymorphismen, die im
Zusammenhang mit dem Restless Legs Syndrom als Risikovarianten identifiziert wurden,
auch bei einer Studienpopulation von Patienten mit neuropathischem Schmerz eine Rolle
spielen. Da bei beiden Erkrankungen eine statisch mechanische Hyperalgesie sowie in
Teilen Uberlappende Symptome auftraten, lag eine Uberpriifung potentieller genetischer
Zusammenhange nahe. Die in dieser Studie verwendeten 615 DNA-Proben von Patienten
mit neuropathischem Schmerz stammten aus einem Patientenkollektiv des DFNS. Alle
Patienten erhielten bereits eine vollstandige QST, die auch die beiden relevanten
Messparameter flr eine statische mechanische Hyperalgesie, (erhdhte) mechanische
Schmerzsensitivitdt und (erniedrigte) mechanische Schmerzschwelle, beinhaltete. Die
anderen 11 Messparameter der quantitativen sensorischen Testung wurden in dieser
Assoziationsstudie nicht berlcksichtigt, da fir diese Werte entweder kein Zusammenhang
mit dem RLS gezeigt wurde bzw. die diesbezlglichen Daten kontrovers diskutiert wurden
oder, wie im Fall der PPT, eine Auffélligkeit beim RLS bislang nur in zwei sehr kleinen
Patientenpopulationen gezeigt werden konnte. Signifikant auffallige Werte fir MPT und MPS
wurden in drei unabhéngigen Studien, inklusive der vorliegenden Studie, bei der RLS-
Erkrankung beschrieben (Stiasny-Kolster et al. 2004; Bachmann et al. 2010).

Maier et al. beschaftigten sich mit der Frage, wie haufig aufféllige QST-Werte und dabei
unter anderem auch aufféllige MPT- bzw. MPS-Werte bei neuropathischem Schmerz
vorkommen und ob sich ihre Pravalenzen bei den verschiedenen Atiologien des
neuropathischen Schmerzes unterscheiden (Maier et al. 2010). Die Studie beinhaltete Daten
von 1236 neuropathischen Schmerzpatienten von dem DFNS. Analog zur Vorgehensweise
in der vorliegenden Studie wurde flr die statistische Auswertung der sogenannte z-score
verwendet, da dieser bezlglich gemessener Korperstelle, Alter und Geschlecht korrigiert ist.
Dabei umschlieBt das 95%ige Konfidenzintervall den Wertebereich von -1,96 - +1,96; alle
Werte auB3erhalb dieses Bereiches zahlen als pathologisch (Rolke et al. 2006a). Von diesen
1236 Patienten besaBen fir die MPT 12,8% einen z-score unterhalb von - 1,96 und 15,4%
einen Uber +1,96. Beziglich der MPS lag der Prozentsatz von pathologisch erniedrigten
Werten bei 4,0%; 16,9% der Patienten hatten einen pathologisch erhéhten z-score (Maier et
al. 2010).

Mit Hilfe der MPT- bzw. MPS-Werte der RLS-Patienten dieser Studie, kann erstmals eine
Aussage Uber die HAaufigkeit von pathologischen MPT- bzw. MPS-Werten beim RLS
getroffen werden. Jedoch standen lediglich 17 RLS-Patienten zur Verfligung (siehe Kapitel
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5.1.1), sodass die Aussagekraft bezliglich der Haufigkeit beim RLS eher schwach ist [Tabelle

14].

Tabelle 14: Prozentsatze der pathologischen MPT- bzw. MPS-Werte (z-score)

Patienten mit Patienten mit
Patienten mit . Gesunde
neuropathischem neuropathischem .
RLS in dieser Kontrollen bei
Schmerz Schmerz
Studie L Maier et al.
dieser Studie bei Maier et al.
MPT < -1,96 16,3% 0% 12,8% 1,1%
MPT > 1,96 17,2% 17,6% 15,4% 3,4%
MPS < -1,96 4,7% 0% 4,0% 0,2%
MPS > 1,96 16,8% 11,8% 16,9% 3,7%

(Maier et al. 2010)

Beim Vergleich der Haufigkeiten pathologischer Werte in der gesamten Gruppe der
neuropathischen Schmerzpatienten bei Maier et al. und dem Datensatz, der fiir diese Studie
von dem DFSN zu Verfiigung gestellt wurde, kdnnen nahezu identische Werte festgestellt
werden (Maier et al. 2010). Lediglich die Anzahl der ermittelten pathologisch erniedrigten
MPT-Werte war im aktuellen Datensatz etwas erh6ht. Zusatzlich zu den Daten der Patienten
wurden damals die Daten von 1080 gesunden Probanden ausgewertet. Es wurden dabei
Prozentsatze an Werten auBerhalb des 95%igen

niedrigere pathologischen

Konfidenzintervalles festgestellt, als die zu erwarteten 5% (Maier et al. 2010).

Zusatzlich wurde in beiden Studien die Pravalenz aufféalliger MPT- bzw. MPS-Werte bei den
verschiedenen Atiologien des neuropathischen Schmerzes ausgewertet. Dazu wurden die
Probanden in sieben Gruppen entsprechend ihrer Atiologie eingeteilt: postzosterische

Neuropathie, periphere posttraumatische Neuropathie, Polyneuropathie, zentrale
schmerzhafte Neuropathie, komplexes regionales Schmerzsyndrom und
Trigeminusneuralgie. Alle sonstigen Neuropathien wurden in der 7. Gruppe

zusammengefasst [Tabelle 15] (Maier et al. 2010).
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Tabelle 15: Vergleich der Patientenpopulationen der aktuellen Studie mit der Studie von

Maier et al. 2010

Patienten dieser Studie Patienten bei Maier et al.
Gesamtpopulation 615 1236
postzosterische Neuropathie 10,6% (65) 5,8% (72)
periphere posttraumatische
. 9,1% (56) 12,5% (154)
Neuropathie
Polyneuropathie 29,6% (182) 27,8% (343)
zentrale schmerzhafte
_ 7,5% (46) 4,1% (51)
Neuropathie
komplexes regionales
25% (154) 32,6% (403)
Schmerzsyndrom
Trigeminusneuralgie 8,1% (50) 7,4% (92)
restliche Neuropathien 10,1% (62) 9.8% (121)

(Maier et al. 2010)

Es ist festzustellen, dass in der friiheren Studie mit einer etwa doppelt so groBen Population
(1236 vs. 615 Patienten) wie in dieser Studie, der Anteil der Subgruppen mit
postzosterischer Neuropathie sowie der zentralen schmerzhaften Neuropathie geringer war,
die Subgruppen der peripheren posttraumatischen Neuropathie und des komplexen
regionalen Schmerzsyndroms hingegen starker vertreten waren. Bei den restlichen

Subgruppen war der Unterschied gering (Maier et al. 2010).

Die Pravalenz auffalliger MPT- bzw. MPS-Werte in den unterschiedlichen Gruppen
(Atiologien) des neuropathischen Schmerzes ist zwischen beiden Studien nur bedingt zu
vergleichen, da in der friheren Studie nicht, wie in dieser Studie, ausschlieBlich Daten mit
»-absolut® pathologischen Werten in die Rechnung einbezogen wurden, also wenn der z
score Uber +1,96 bzw. unter -1,96 lag, sondern auch sogenannte ,relative“ pathologische
Werte. Die ,relativen® Auffalligkeiten wurden dabei wie folgt ermittelt; alle Probanden
bekamen zusatzlich zur Messung im betroffenen Areal eine Messung im
gegeniberliegendem gesunden Areal (zum Beispiel FuBricken rechts vs. FuBricken links).
Lagen die Messwerte beider Areale im 95%igen Konfidenzintervall, wurde auch die
Seitendifferenz der Messwerte beurteilt. War die Seitendifferenz gréBer bzw. kleiner als das

95%ige Konfidenzintervall zur Seitendifferenz bei gesunden Probanden, wurden diese Werte
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ebenfalls als ,relativ’ pathologisch in die Rechnung einbezogen. Folglich war die Pravalenz

der auffalligen MPT- bzw. MPS-Werte in den Subgruppen sowie im gesamten Datensatz

héher als in dieser Studie (Maier et al. 2010) [Tabelle 16].

Tabelle 16: Pravalenzen der pathologischen MPT- bzw. MPS-Werte (z-score) in

den verschiedenen Atiologien des neuropathischen Schmerzes
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die beiden Studien beziglich ihrer
prozentualen Einteilung der Gesamtpopulation in die Subgruppen und, unter anderem wegen
der unterschiedlichen methodischen Vorgehensweise, den Pravalenzen von pathologischen
MPT- bzw. MPS-Werten in den verschiedenen Subgruppen unterscheiden. Insbesondere der
erste Unterschied wirkt sich erstaunlicherweise kaum auf die Pravalenz absolut
pathologischer MPT- bzw. MPS-Werte in der Gesamtpopulation beider Studien aus [Tabelle
14]. Zum jetzigen Zeitpunkt existieren keine weiteren Studien, die sich mit der Verteilung
auffalliger QST-Werte bei den verschiedenen Atiologien des neuropathischen Schmerzes
beschéftigt haben, so dass lediglich der Unterschied in beiden Studien festgehalten werden
kann. Aufgrund der gréBeren einbezogenen Patientenpopulation und der genaueren
Klassifizierung der QST-Daten in ,relative® und ,absolut” pathologische Werte in der Studie
von Maier et al. sind deren Ergebnisse als potentiell valider zu betrachten (Maier et al. 2010).

5.2.2 BRegressionsanalysen und die Auswahl der Kovarianten

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass die Pravalenz pathologischer MPT-
und MPS-Werte bei neuropathischen Schmerzpatienten je nach Atiologie der Erkrankung
unterschiedlich ist. Damit wurden die bestehenden Ergebnisse aus einer friheren Studie
bestatigt, in der eine mechanische Hyperalgesie vor allem bei den Erkrankungen periphere
posttraumatische Neuropathie sowie komplexes regionales Schmerzsyndrom und
postzosterische Neuropathie festgestellt wurde (Maier et al. 2010). Im Gegensatz dazu
wurden bei der Polyneuropathie nur wenige pathologisch erhéhte MPT- und MPS-Werte
festgestellt, dafir eine hohe Pravalenz fir pathologisch erniedrigte Werte. Bei manchen
Erkrankungen, wie der peripheren posttraumatischen Neuropathie und der zentralen
schmerzhaften Neuropathie, war der Anteil an pathologisch erhéhten und erniedrigten Werte
fast identisch (Maier et al. 2010).

Aufgrund dieser Beobachtung wurden Regressionsanalysen zum Ausschluss einer
signifikanten Korrelation zwischen den Atiologien, dem Alter sowie dem Geschlecht und den
MPT- und MPS-Werten in der Probandenpopulation dieser Studie durchgefinhrt.

Die dabei festgestellten signifikanten Korrelationen zwischen den Erkrankungen komplexes
regionales Schmerzsyndrom und Polyneuropathie und den MPT- und MPS-Werten lassen
sich sehr gut mit der Beobachtung erkléren, dass Patienten mit einem komplexen regionalen
Schmerzsyndrom haufig eine mechanische Hyperalgesie besitzen, jedoch selten eine
mechanische Hypalgesie. Bei den Patienten mit einer Polyneuropathie verhalt es sich genau
gegensatzlich (Maier et al. 2010). Darlberhinaus stellten diese beiden Subgruppen mit
29,6% und 25,0% den Hauptteil der Patienten dar, haben also den starksten Effekt auf die
Gesamtpopulation. Bei Festlegung eines Ublichen Signifikanzniveaus mit 0,05 waren die

Erkrankungen postzosterische Neuropathie und die periphere posttraumatische Neuropathie
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zwar nicht signifikant, wurden aber als Kovarianten trotzdem in der quantitativen
Assoziationsanalyse berticksichtigt, da ihre p-Werte nahe bei dem Signifikanzniveau von
0,05 lagen [Tabelle 10]. Eine Ausnahme bestand bei der postzosterischen Neuropathie;
diese korrelierte signifikante mit dem MPS-Wert. Bei der postzosterischen Neuropathie lasst
sich diese Beobachtung trotz der zahlenmaBig kleinen Subgruppe durch das haufige
Auftreten von pathologisch erhéhten MPT- und MPS-Werten, bis zu 30,8% der Patienten bei
MPS bzw. 29,2% bei MPT, gegenlber der sehr niedrigen Pravalenz von pathologisch
erniedrigten Werten, 6,1% der Patienten bei MPS und 9,2% bei MPT, erklaren. Betrachtet
man nur die pathologischen und nicht die einzelnen MPT- und MPS-Werte, ist es bei der
peripheren posttraumatischen Neuropathie eher Uberraschend, dass es zu einer
signifikanten Korrelation kommt. Zuséatzlich korrelierte in der vorliegenden Studie das Alter
mit den MPT- und MPS-Werten signifikant.

Flr die quantitative Assoziationsstudie wurden die Parameter Alter, komplexes regionales
Schmerzsyndrom und Polyneuropathie als Kovarianten berlcksichtigt, sowie die
Erkrankungen postzosterische Neuropathie und periphere posttraumatische Neuropathie, um
sicherzustellen, dass die berechneten Assoziationen spezifisch fur den Zusammenhang
zwischen den SNPs und den MPT- und MPS-Werten stehen. Der Einschluss von
Kovarianten fuhrt jedoch zu einem Verlust an Teststarke, so dass der Effekt der SNPs auf
die MPT- und MPS-Werte bei gleicher Anzahl an Probanden umso héher sein muss, je mehr
Kovarianten bei der Kalkulation bertcksichtigt werden.

5.2.3 Ergebnisse der quantitativen Assoziationsstudie

Die mechanische Hyperalgesie ist, wie bereits im Kapitel 5.1.4 beschrieben, Kennzeichen
einer zentralen Sensibilisierung (Ziegler et al. 1999; Baron 2006a). Es gibt verschiedene
Mechanismen, die zur Entstehung dieser zentralen Sensibilisierung beitragen. Bei der
quantitativen Assoziationsstudie dieser Studie wurden 14 SNPs, die als Risikovarianten flr
die Erkrankung RLS identifiziert worden, analysiert und somit deren Einfluss auf die
mechanische Hyperalgesie bei Patienten mit neuropathischem Schmerz untersucht
(Winkelmann et al. 2007b; Schormair et al. 2008).

Es konnte dabei keine Assoziation zwischen den getesteten 14 SNPs und den MPT-Werten
gezeigt werden. Beziglich der MPS-Werte war der SNP rs4626664 im Gen PTPRD nominal
signifikant und der SNP rs9296249 im BTBD9-Gen zeigte einen Trend (p = 0,082). Nach
Korrektur flr multiples Testen war keine Assoziation mit den beiden SNPs mehr
nachweisbar. Zusammenfassend lieB sich in dieser Studie kein signifikanter, valider
Zusammenhang der RLS-assoziierten SNPs mit den MPT- und MPS-Werten

neuropathischer Schmerzpatienten feststellen.

68



Diskussion

Zur Beurteilung der Aussagekraft der quantitativen Assoziationsstudie wurde die Teststarke
berechnet. Diese lag lediglich bei 67%. Die Teststarke einer Studie gibt an, mit welcher
Wahrscheinlichkeit der Einfluss der untersuchenden Variante auch wirklich identifiziert
werden kann. Sie ist abhangig von der Starke des Effektes und der Anzahl der untersuchten
Probanden. Sie wurde in diese Studie mit einem stark vereinfachten Modell fir lineare
Regression berechnet und gilt bei Approximation fiir kleine Effekte (Sokal 1995; Hsieh et al.
1998). Das Model beruht auf der Vorstellung, dass die Varianz des Phanotyps durch viele
Faktoren entsteht und der Effekt der Allele bei unterschiedlichen SNPs nur einen sehr
geringen Einfluss auf die Varianz hat. Als erklarte Varianz wurde hier 1% verwendet, das
heiBt es wird angenommen, dass 1% der Varianz des Phanotyps durch den jeweiligen SNP
erklart wird. Eine Teststarke von 67% bedeutet, dass in nur circa 3 von 5 Studien mit diesem
Design ein gegebenenfalls vorhandener Effekt der SNPs auf den Phé&notypen tatsachlich
identifiziert wird. Um die Teststarke aber auf den allgemein anerkannten Standard von 80%
zu erhéhen, wére eine Analyse von mindestens 1408 Patienten notwendig gewesen. Die
bisher durchgeflhrten Assoziationsstudien fir SNPs, wie zum Beispiel die genomweite
Assoziationsstudie zur KorpergréBe der Menschen, haben gezeigt, dass einzelne genetische
Varianten in unterschiedlichen Genloci noch einen sehr viel kleineren Teil als 1% der Varianz
des Phanotyps erklaren. In einer quantitativen Assoziationsstudie zur GréBe der Menschen
konnten unter Einbeziehung von 183.727 Probanden Uber 600 genetische Varianten
identifiziert werden, die jedoch alle zusammen nur 10% der Varianz des Phanotyps erklaren
konnten (Lango Allen et al. 2010). Nimmt man folglich eine kleinere fir einen SNP erklarte
Varianz von 0,1% in dieser Studie an, waren bereits 14.080 Patienten flir eine Teststarke
von 80% nétig. Da zum Zeitpunkt der Studie aber nur von 615 Patienten die DNA sowie ihre
Daten zur Quantitativen Sensorischen Messung existierten und eine Rekrutierung
zusatzlicher Patienten in so groBer Zahl vermutlich mehrere Jahre gedauert hétte, konnte die
Patientenbasis nicht entsprechend erweitert werden und die Validitdt der Aussage dieser
Studie damit nicht erhéht werden.

Geht man davon aus, dass die MPT- und MPS-Werte neuropathischer Schmerzpatienten,
wie diese Studie zunachst nahelegt, nicht mit den hier untersuchten 5 Genloci assoziiert
sind, so ware es durchaus interessant, in weiterfUhrenden Studien zu untersuchen, ob
andere genetische Varianten assoziiert sind. Eine weitreichende Méglichkeit ware es dabei,
eine genomweite Assoziationsstudie durchzuflihren. Allerdings bestiinde dann das gleiche
statistische Problem wie in dieser Studie beschrieben; da in diesem Fall 10°® SNPs zu
untersuchen waéren, brauchte man mehrere zehntausend Probanden, um mit einer
Teststarke von 80% und einem Signifikanzniveau von 5% eine Assoziation zwischen einem
der SNPs und den MPT- bzw. MPS-Werten festzustellen (Pe'er et al. 2008). Eine gezielte

Auswahl, sich gemaB bekannter oder vermuteter Funktion anbietender ,Kandidaten“-Gene,
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in eine Assoziationsstudie einzubeziehen, erscheint dabei als eine einfacher zu realisierende
Alternative. In jedem Fall muss es Ziel des Deutschen Forschungsverbundes fir
Neuropathischen Schmerz und dessen Beteiligten sein, eine weitaus gréBere Anzahl an
Probanden mit Hilfe der QST zu untersuchen und deren DNA zu gewinnen, um kunftig
aussagekraftige genetische Studien zur Quantitativen Sensorischen Messung zu

ermdglichen.

Ein Ansatz fir weiterfihrende Studien kénnte ebenfalls darin bestehen, in einer Gruppe von
RLS-Patienten eine quantitative Assoziationsstudie mit den RLS-assoziierten SNPs und den
MPT- und MPS-Werten durchzufihren. Damit kénnte gezeigt werden, ob die 14 RLS-
assoziierten SNPs zumindest bei der Erkrankung des Restless Legs Syndrom einen Einfluss
auf den MPT- und MPS-Wert haben. Auch hier waren fiir eine ausreichend hohe Teststarke
deutlich mehr Probanden notwendig, als die im Rahmen dieser Studie rekrutierten 17

Patienten.
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6 Zusammenfassung

Das Restless Legs Syndrom (RLS) ist eine haufige neurologische Erkrankung, bei der die
Patienten Uber einen intensiven Bewegungsdrang der Beine berichten. Nahezu immer treten
dabei Missempfindungen in den Beinen insbesondere in Ruhe und abends bzw. nachts auf,
die viele Patienten als schmerzhaft empfinden (Winkelmann et al. 2000). Die beim RLS
beschriebenen Dysasthesien kommen auch bei anderen Erkrankungen wie der Neuropathie
vor (Sommer 2003; Baron 2006b). Ferner konnte in einigen Studien ein gehduftes Auftreten
des RLS mit einer peripheren Neuropathie gezeigt werden (lannaccone et al. 1995;
Gemignani et al. 2006). Im somatosensorischen Profil von Patienten mit neuropathischem
Schmerz oder RLS, konnte eine mechanische Hyperalgesie durch eine erniedrigte
mechanische Schmerzschwelle (mechanical pain threshold, MPT) und eine erhdhte
mechanische Schmerzsensitivitdt (mechanical pain sensitivity, MPS) festgestellt werden
(Baron 2006a; Bachmann et al. 2010).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde ein RLS-Patientenkollektiv hinsichtlich einer
maoglichen mechanischen Hyperalgesie untersucht. Hierzu wurden 17 primare RLS-Patienten
(Alter: 57,12 = 11,54 Jahre) und 25 gesunde Probanden (Alter: 52,68 = 8,33 Jahren) mit
Bestandteilen der Quantitativen Sensorischen Testung (QST) untersucht und mit 180
gesunden Kontrollen des Normkollektives des Deutschen Forschungsverbundes
Neuropathischer Schmerz (DFNS) verglichen. Die QST wurde vom DFNS entwickelt, um die
thermische und mechanische Empfindung an der Haut zu testen (Rolke et al. 2006a). Die
Messungen erfolgten abends zwischen 18:00 und 22:00 am FuBricken und
HandauBenseite, die RLS-spezifischen Medikamente wurden fir die 5-fache Halbwertszeit
vorher abgesetzt. Der Hinweis auf eine statisch mechanische Hyperalgesie bei RLS-
Patienten konnten in dieser Studie bestatigt werden. Zuséatzlich konnte eine erniedrigte
mechanische Schmerzschwelle gegentber stumpfen mechanischen Stimulatoren bei
normaler  taktiler Detektionsschwelle  festgestellt ~ werden. Die  thermische
Unterscheidungsschwelle war bei den RLS-Patienten unauffallig. Die mechanische
Hyperalgesie ist Kennzeichen der sekundaren Hyperalgesie und spricht fir den
Pathomechanismus der zentralen Sensibilisierung (LaMotte et al. 1991; Ziegler et al. 1999;
Sandkuhler 2009). Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde eine quantitative Assoziationsanalyse
mit neuropathischen Schmerzpatienten mit einer mechanischen Hyperalgesie durchgefiihrt.
Dabei sollte der Einfluss der RLS-assoziierten Einzel-Nukleotid-Polymorphismen (single
nucleotid polymorphism, SNP) hinsichtlich der beim RLS auffalligen Werte der QST (MPT-
bzw. MPS-Werte) in diesem Patientenkollektiv untersucht werden. Die Genotypisierung der
SNPs wurde mittels der Massenspektroskopie durchgefiihrt. Nach den Qualitatskontrollen
konnten 14 SNPs in 609 DNA-Proben analysiert werden. Nach Korrektur fur multiples Testen
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nach Bonferroni konnte keine Assoziation zwischen den SNPs und den MPT- bzw. MPS-
Werten im untersuchten Patientenkollektiv festgestellt werden. Die Teststarke der
quantitativen Assoziationsstudie lag allerdings nur bei 67% und konnte aufgrund der kleinen
Stichprobe nicht auf den allgemein anerkannten Standard von 80% erhéht werden. Um die
Teststarke zukiinftiger genetischer Studien zu erhéhen bzw. um genomweite
Assoziationsstudien zur QST Uberhaupt mdglich zu machen, muss das Probandenkollektiv
neuropathischer Schmerzpatienten um ein Vielfaches vergrdoBert werden. Es ist davon
auszugehen, dass in zuklnftigen genomweiten Assoziationsstudien neue RLS-
Risikovarianten identifiziert werden kbénnen, die die Voraussetzung bilden, die
pathophysiologischen Grundlagen der mechanischen Hyperalgesie bei RLS-Patienten

aufzuklaren.
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Prof. Dr. med. Juliane Winkelmann
Oberéarztin & Leiterin der RLS Ambulanz
Tel.: 089/4140-4606

Email: winkelmann@Irz.tum.de

Minchen, den 26.11.2010

Sehr geehrte Frau/Herr :

wie Sie sich vielleicht erinnern, haben Sie vor einiger Zeit an einer in unserer RLS-Ambulanz am Kilini-
kum rechts der Isar durchgeflihrten Studie zur genetischen Ursache des Restless Legs Syndroms
teilgenommen. Fir Ihr Engagement diesbezilglich méchten wir lhnen an dieser Stelle nochmals herz-
lich danken.

In den vergangenen Jahren konnten durch lhre Mithilfe und die vieler weiterer RLS Patienten geneti-
sche Risikovarianten fir das Restless Legs Syndrom identifiziert werden. Dadurch wurde erstmals die
Voraussetzung geschaffen, die Entstehung der Erkrankung zu erforschen.

Aktuell befassen wir uns mit einer neuen Studie, in der Stoffwechselveranderungen bei Patienten mit
RLS untersucht werden sollen. Diese Untersuchungen sollen in Zukunft eine gezieltere und spezifi-
schere Diagnostik und Therapie erméglichen. Wir méchten Sie hiermit zur Teilnahme einladen und
wirden Sie gerne zu einem einmaligen Termin zur Blutentnahme in unsere Ambulanz bitten. Hierzu
maéchten wir Ihnen folgende Termine zur Auswahl anbieten:

Donnerstag, den 9.12.2010 Dienstag, den 11.01.2010
Montag, den 13.12.2010 Donnerstag, den 13.01.2010
Dienstag, den 14.12.2010 Samstag, den 15.01.2010
Freitag, den 17.12.2010 Sonntag, den 16.01.2010
Montag, den 20.12.2010 Dienstag, den 18.01.2010

Donnerstag, den 20.01.2010

Die Blutentnahme soll jeweils zwischen 7:00 Uhr und 10:00 Uhr nichtern erfolgen. Es handelt sich
dabei um einen Termin zur einmaligen Blutentnahme. Einen Ambulanztermin kénnen Sie bei Bedarf
jederzeit zusatzlich unter 089/4140-4630 vereinbaren.

Darliber hinaus haben Sie die Mdglichkeit an einer Messung der kleinen Nervenfaser an den FiiBen
teilzunehmen. Hierbei handelt es sich um eine 20 minitige Messung am Abend, bei der leichte Reize
(z.B. zum Unterscheiden von spitz/stumpf) auf der Hautoberflache ausgelést werden.

Zur Beantwortung Ihrer Fragen bezlglich der Studien kénnen Sie uns selbstverstandlich jederzeit an-
rufen oder mailen. (Fr. Dr. Schulte (Tel. 089/3187-4453, Email: schulte@Irz.tum.de) oder Fr. Berger
(Tel.: 0163/6077261, Email: HannahBerger@gmx.net))

Uber eine Unterstiitzung unserer Forschung wiirden wir uns sehr freuen und bitten Sie das beigefiigte
bereits frankierte Rickschreiben wenn mdglich bis Anfang Dezember zurtickzuschicken.

Mit freundlichen GriiBen und herzlichem Dank firr Ihre Unterstiitzung,

Prof. Dr. med. Juliane Winkelmann Dr.med. Eva Schul cand. med. Hannah Berger
Oberarztin & Leiterin der RLS Ambulanz Assistenzarztin Doktorantin


mailto:winkelmann@lrz.tum.de
mailto:schulte@lrz.tum.de
mailto:HannahBerger@gmx.net
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Neurologische Klinik und Poliklinik
Technische Universitat Minchen
Klinikum rechts der Isar
Direktor: Prof. Dr. B. Hemmer
Anstalt des 6ffentlichen Rechts

Neurologische Klinik und Poliklinik, rechts der Isar, Ismaninger Str. 22, 81675 Mlnchen
An
Dr. med. Eva Schulte
Neurologische Klinik und Poliklinik
Klinikum rechts der Isar

Ismaningerstr. 22
81675 Miinchen

RUCKANTWORT

Name, Vorname:

Geburtsdatum:

Aktuelle Medikamente:

[] Ich méchte das oben beschriebene Forschungsprojekt zu Stoffwechselveranderungen beim Restless Legs Syn-
drom unterstitzen und wirde zu folgendem Termin zur Blutentnahme in die Ambulanz der Neurologischen
Klinik des Klinikums rechts der Isar, Neuro-Kopf-Zentrum, Ismaningerstr. 22, 81675 Miinchen kommen

[] Donnerstag, den 9.12.2010 von 7:00 bis 8:30 [ Dienstag, den 11.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr

[] Donnerstag, den 9.12.2010 von 8:30 bis 10:00 [ 1 Dienstag, den 11.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr
L] Montag, den 13.12.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr ] Donnerstag, den 13.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr
] Montag, den 13.12.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr []Donnerstag, den 13.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr
] Dienstag, den 14.12.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr [ ] Samstag, den 15.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr

[] Dienstag, den 14.12.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr [ ] Samstag, den 15.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr
[ Freitag, den 17.12.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr []Sonntag den 16.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr

] Freitag, den 17.12.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr [ ] Sonntag, den 16.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr

[ ] Montag, den 20.12.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr [ |Dienstag, den 18.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr

] Montag, den 20.12.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr []Dienstag, den 18.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr

[1Donnerstag den 20.01.2010 von 7:00 bis 8:30 Uhr
[]Donnerstag, den 20.01.2010 von 8:30 bis 10:00 Uhr

] Ich méchte an der Messung der kleinen Nervenfasern teilnehmen und wiirde gerne genauer Informationen
bekommen.

[ Ich habe weitere Fragen zum oben beschriebenen Forschungsprojekt bzw. leider keine Zeit zu den angegeben
Tagen und bitte daher um Kontaktaufnahme.
(Telefonnummer/Email-Adresse: )
(Ich bin am besten erreichbar: (Wochentag/ Uhrzeit) )

[ Ich bin nicht an einer Studienteilnahme interessiert.



Schweregradskala fiir das Restless Legs Syndrom (RLS)

Name Vorname

Geburtsdatum / /

Heutiges Datum: / /

Medikation:

1. Wie beurteilen Sie Ihre Beschwerden in Beinen
oder Armen aufgrund des Syndroms der unruhigen
Beine insgesamt?

O (0) nicht vorhanden
O (1) gering

O (2) maBig

O (8) stark

O (4) sehr stark

6. Wie schwer ist Ihr Syndrom der unruhigen Beine
insgesamt?

O (0) nicht vorhanden
O (1) gering

O (2) maBig

O (3) stark

O (4) sehr stark

2. Wie stark empfinden Sie insgesamt den Zwang,
sich wegen des Syndroms der unruhigen Beine
bewegen zu miissen?

O (0) nicht vorhanden
O (1) gering

O (2) maBig

I (3) stark

O (4) sehr stark

7. Wie oft treten bei Ihnen Symptome des Syndroms
der unruhigen Beine auf?

O (0) nicht vorhanden

1 (1) gering (an 1 Tag pro Woche oder seltener)
O (2) maBig (an 2-3 Tagen pro Woche)

O (8) stark (an 4-5 Tagen pro Woche)

L1 (4) sehr stark (an 6-7 Tagen pro Woche)

3. Wie stark bessern sich insgesamt Ihre durch das
Syndrom  der unruhigen Beine  bedingten
Beschwerden in  Armen oder Beinen durch
Herumlaufen?

O (0) keine Beschwerden, Frage nicht zutreffend
O (1) (nahezu) véllige Besserung
[J (2) maBige Besserung
[J (3) geringe Besserung
O (4) keine Besserung

8. Wenn bei lhnen die Symptome des Syndroms der
unruhigen Beine auftreten, wie schwer sind diese an
einem durchschnittlichen Tag?

O (0) nicht vorhanden

O (1) gering (weniger als 1 Std. pro 24 Std.)
O (2) maBig (1-3 Std. pro 24 Std.)

O (8) stark (3-8 Std. pro 24 Std.)

[ (4) sehr stark (8 Std. oder mehr pro 24 Std.)

4. Wie stark sind lhre Schlafstérungen aufgrund der
Symptome des Syndroms der unruhigen Beine
insgesamt?

O (0) nicht vorhanden
O (1) gering

O (2) maBig

O (8) stark

O (4) sehr stark

9. Wie stark wirken sich die Symptome Ihres
Syndroms der unruhigen Beine insgesamt auf lhre
Alltagsaktivitaten aus, etwa auf Ihr Familienleben, lhr
hausliches Umfeld, Ihre Kontakte zu Freunden und
Bekannten oder |hre berufliche Arbeit?

O (0) Gberhaupt nicht
O (1) gering

O (2) maBig

O (3) stark

O (4) sehr stark

oder
des

5. Wie ausgepragt ist Ihre Muadigkeit
Schlafrigkeit aufgrund  lhrer  Symptome
Syndroms der unruhigen Beine?

O (0) nicht vorhanden
O (1) gering

O (2) maBig

O (3) stark

O (4) sehr stark

10. Wie stark wird lhre Stimmungslage von dem
Syndrom der unruhigen Beine beeinfluBt, z.B.
Verargerung, Niederge-schlagenheit, Traurigkeit,
Angstlichkeit oder Gereiztheit?

tberhaupt nicht

O (0)

O (1) gering
O (2) maBig
0 (3)
0 (4)
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Neurologische Klinik und Poliklinik
Klinikum rechts der Isar der
Technischen Universitdt Miinchen
Direktor: Prof. Dr. B. Hemmer
Ismaninger Str. 22
81675 Miinchen

Patientenaufkliarung

Untersuchung der Funktion und Eigenschaften des somatosensorischen Nervensystems
an Patienten mit neuropathischen Schmerzsyndromen im Rahmen des Deutschen
Forschungsverbundes Neuropathischer Schmerz (DFNS), gefordert durch das
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Wir mochten Sie bitten, an einer wissenschaftlichen Untersuchung teilzunehmen, die die
Ursachen von Schmerzen infolge von Nervenverletzungen (neuropathische Schmerzen)
erforschen soll.

Minderjdhrige Patienten sind grundsétzlich von den Untersuchungen ausgeschlossen.

1. Ziele der Untersuchung

Es soll untersucht werden, welche einzelnen Symptome (Einzelbeschwerden)
neuropathischer Schmerzen bei Thnen vorliegen. Hierzu mochten wir Sie mittels
standardisierter Untersuchungsmethoden genau untersuchen.

2. Der Deutsche Forschungsverbund Neuropathischer Schmerz (DFNS)

Der DENS ist ein Verbund aus 27 deutschen Universitiatskliniken, Stadtischen Kliniken,
Rehabilitationskliniken und Instituten. Die Hauptziele des DFNS sind, das Wissen auf dem
Gebiet der Schmerzen, die nach einer Nervenverletzung entstehen (neuropathische
Schmerzen, z.B. Schmerzen nach einer Giirtelrose, schmerzhafte Polyneuropathie) in
Deutschland zuginglicher zu machen und die klinische und experimentelle Forschung durch
Koordination, Kooperation und verbesserte Kommunikation entscheidend zu verbessern.
Dieses Projekt wird hierbei vom Bundesministerium fiir Bildung und Forschung gefordert.
Mit ihrer Teilnahme unterstiitzen Sie dieses Projekt und leisten einen Beitrag zur
angestrebten Verbesserung der Situation aller Patienten mit neuropathischen Schmerzen.

3. Ablauf der Untersuchungen
Die Untersuchungsdauer betridgt ca. 120 min.

(A) Untersuchung der Symptome neuropathischer Schmerzen

Zu Beginn werden Sie korperlich auf neurologische Symptome hin untersucht. Darauf folgt
eine Untersuchung der einzelnen Symptome Ihres neuropathischen Schmerzes mittels im
folgenden beschriebener Methoden. Diese sind nicht-invasiv und werden sowohl in dem
schmerzhaften Korperbereich als auch im spiegelbildlich nichtbetroffenen Korperbereich



angewendet. Zundchst wird Thre Warm-und Kaltempfindung sowie Ihre Wahrnehmung von
Kilte- und Hitzeschmerzreizen gepriift. Hierfir wird Ihnen eine ca. 13cm® groBe
Metallfliche auf die Haut gelegt. Diese hat eine Ausgangstemperatur von 32°C, die in einer
festgelegten Reihenfolge ansteigt oder abfillt. Sobald Sie Temperaturverinderungen oder
Schmerzempfindungen an der Auflagefliche wahrnehmen, bitten wir Sie einen Stop-Knopf
zu driicken, woraufhin die Metallfliche ihre Ausgangstemperatur wieder erreicht. Dieser
Vorgang wiederholt sich insgesamt 10 mal fiir jede Temperaturdnderung. Es folgt die
Priifung Threr Wahrnehmungsschwellen fiir Beriihrungsreize und Nadelreize, die mittels
eines Haares und einer Nadel unterschiedlichen Auflagedruckes auf der Haut gepriift wird.
Darauffolgend wird untersucht, ob bei Thnen Schmerzen durch Beriihrung, eine sogenannte
Allodynie, bestehen. Hierzu wird mit einem Wattebausch, einem Q-tip sowie einem
weichen Make-up Pinsel die Haut bestrichen bzw. leichter Druck auf die Haut ausgeiibt. In
einer weiteren Untersuchung wird ein Einzelreiz mit einer Nadel appliziert. Im Abstand von
zehn Sekunden folgt eine Serie von zehn identischen Nadelreizen innerhalb desselben
Hautareals. Unmittelbar nach dem Einzelreiz sowie erneut im Anschluss an die
nachfolgende Reizserie erfolgt eine zusammenfassende Beurteilung der Empfindungsstirke
mit Hilfe einer numerischen Skala. Zur Untersuchung der Vibrationsschwelle wird eine
Stimmgabel an den Fiilen iiber Innenkndchel, an den Hénden iiber dem Handgelenk, am
Kopf seitlich iiber der Schlife platziert. Zur Priifung der Wahrnehmung der
Druckempfindlichkeit der Muskulatur wird iiber definierten Muskeln ein Druckstimulator
aufgesetzt (an den Fiilen iiber der FuBinnenmuskulatur, an den Hénden iiber dem Thenar,
am Gesicht iiber der Schldfenregion). Mittels einer aufsteigenden Druckintensitidt kann die
Druckschmerzschwelle iiber den entsprechenden Muskeln bestimmt werden.

(B) Erfassung krankheitsspezifischer Daten mittels Fragebogen

Sie werden gebeten, verschiedene Fragebogen auszufiillen. Diese erfassen Informationen
hinsichtlich Thres neuropathischen Schmerzes, aber auch Informationen zu der
Beeintrachtigung Thres Alltagslebens und Ihre allgemeinen Befindlichkeit.

5. Versicherungsschutz
Fiir die beschriebenen Untersuchungen besteht kein besonderer Versicherungsschutz.

Datenschutzrechtliche Einwilligung

Die im Rahmen dieser Studie bei lThnen erhobenen Daten werden auf einer mit Thren
personlichen Daten versehenen Krankenakte in der Neurologischen Klinik der TUM
gespeichert. Zur Auswertung der erhobenen Daten kdnnen diese Daten anonymisiert, d.h.
ohne Namensnennung, innerhalb des Deutschen Forschungsverbundes Neuropathischer
Schmerz an die beteiligten Institutionen fiir wissenschaftliche Zwecke weitergeleitet
werden. Alle im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen
Schweigepflicht und werden strikt vertraulich geméfl dem Datenschutz behandelt.

Ihre Daten sollten fiir die Durchfiihrung des Projektes langfristig gespeichert werden. Sie
konnen aber jederzeit ohne Angabe von Griinden Ihr Einverstindnis widerrufen und die
Loschung Threr Daten verlangen. Thr Ansprechpartner ist in diesem Fall Thr behandelnder
Arzt, den Sie iiber die Telefonnummer 089-4140-4670 erreichen.
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Neurologische Klinik und Poliklinik §gw ]
Klinikum rechts der Isar der i
Technischen Universitat Miinchen
Direktor: Prof. Dr. B. Hemmer
Ismaninger Str. 22
81675 Miinchen

Einverstindniserklirung

Ich, , wurde vollstindig iiber das Wesen und die

Bedeutung der Studie:
Untersuchung der Funktion und Eigenschaften des somatosensorischen Nervensystems
an Patienten mit neuropathischen Schmerzsyndromen im Rahmen des Deutschen
Forschungsverbundes Neuropathischer Schmerz (DFNS), gefordert durch das
Bundesministerium fiir Bildung und Forschung (BMBF)

aufgeklirt.

Ich hatte die Moglichkeit, den aufklidrenden Arzt ausfiihrlich zu befragen.

Ich weil}, dass ich jederzeit meine Einwilligung ohne Angaben von Griinden widerrufen
kann, ohne dass in irgendeiner Weise ein Nachteil fiir mich entsteht.

Ich bestitige durch meine Unterschrift, dass ich mich mit der vorgenannten Priifung und
threr Durchfiihrung einschlieBlich der dafiir notwendigen é&rztlichen Untersuchungen
einverstanden erklire.

Ich bin mit der im Rahmen der Studie erfolgenden Aufzeichnung von Krankheitsdaten und
threr Weitergabe entsprechend der Patienteninformation einverstanden.

Datenschutzrechtliche Einwilligung

Die im Rahmen dieser Studie bei mir erhobenen Daten werden auf einer mit meinen
personlichen Daten versehenen Krankenakte in der Neurologischen Klinik der TUM
gespeichert. Zur Auswertung der erhobenen Daten kdnnen diese Daten anonymisiert, d.h.
ohne Namensnennung, innerhalb des Deutschen Forschungsverbundes Neuropathischer
Schmerz an die beteiligten Institutionen fiir wissenschaftliche Zwecke weitergeleitet
werden. Alle im Rahmen dieser Studie erhobenen Daten unterliegen der &rztlichen
Schweigepflicht und werden strikt vertraulich geméfl dem Datenschutz behandelt.

Meine Daten sollen fiir die Durchfiihrung des Projektes langfristig gespeichert werden. Ich
kann jedoch jederzeit ohne Angabe von Griinden mein Einverstindnis widerrufen und die
Loschung der Daten verlangen. Ansprechpartner ist in diesem Fall der behandelnde Arzt,
der iiber die Telefonnummer 089-4140-4670 zu erreichen ist.

Miinchen, den

Unterschrift des Patienten Unterschrift des Arztes
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Chromosom (Gen) SNP Forward-Primersequenze | Reverse-Primersequenze Extensions-Primersequenze

2 (MEIS1) rs11683508 rs11683508_F rs11683508_R ext_rs11683508_E
rs6710341 rs6710341_F rs6710341_R ext_rs6710341_E
rs12469063 rs12469063_F rs12469063_R ext_rs12469063_E
rs2300478 rs2300478_F rs2300478_R ext_rs2300478_E

6 (BTBD9) rs9296249 rs9296249 F rs9296249_R ext_rs9296249_E
rs3923809 rs3923809_F rs3923809_R ext_rs3923809_E
rs4236060 rs4236060_F rs4236060_R ext_rs4236060_E

9 (PTPRD) rs11788684 rs11788684_F rs11788684_R ext_rs11788684_E
rs4626664 rs4626664_F rs4626664_R ext_rs4626664_E
rs1975197 rs1975197_F rs1975197_R ext_rs1975197_E

15 (MAP2K5/SKOR1) rs11635424 rs11635424_F rs11635424_R ext_rs11635424 E
rs3784709 rs3784709_F rs3784709_R ext_rs3784709_E
rs1026732 rs1026732_F rs1026732_R ext_rs1026732_E
rs6494696 rs6494696_F rs6494696_R ext_rs6494696_E

16 (TOX3) rs3104788 rs3104788_F rs3104788_R ext_rs3104788_E
rs3104767 rs3104767_F rs3104767_R ext rs3104767_E

Geschlecht GYG2_SNPE08_GSF GYG2_SNPE08_GSF_F | GYG2_SNPE08_GSF_R ext GYG2_SNPE08_GSF_E

( SNP-Bezeichnungen aus der dpSNP-Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNPY/))

(Forward-Primer und Reverse-Primer fir PCR-Amplifikation, Extensions-Primer fir iPlex-Reaktion)
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