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1 Einleitung

1.1 Ruckenschmerzen als Geil3el der Menschheit

Ruckenbeschwerden zahlen zu den fihrenden Gesundheitsproblemen der heu-
tigen Zeit, die Pravalenz nimmt insbesondere in den industrialisierten Landern
der westlichen Welt stetig zu. Neben soziobkonomischen Konsequenzen durch
Arbeitskraftverlust stehen aus arztlicher Sicht die teils massiven individuellen
Auswirkungen auf die Lebensqualitat des Patienten im Vordergrund.

Allerdings sind Ruckenschmerzen kein spezifisches Problem der modernen
Gesellschaft, sondern so alt wie die Menschheit selbst. Den Grundstein legte
die Entwicklung des aufrechten Gangs und die daflr notwendigen Modifizierun-
gen der Wirbelsaulen Architektur vom stabilen und harmonischen Rundbogen
hin zum aufrechten Doppel-S. Seit dieser Zeit stellen Patienten mit Ricken-
schmerzen eine medizinische Herausforderung dar.

Bereits Hippokrates (460-377 v. Chr.) erkannte die Wichtigkeit der Wirbelsaule
fur die Gesundheit des Menschen. Er vermerkte in seinem Corpus Hippocra-
tum, ,Erlanget Wissen Uber das Rickgrat, denn von diesem gehen viele Krank-
heiten aus® und beschrieb ein Hiftweh am Ende des Steil3es und der Hinterba-
cken mit Ausstrahlung in den Schenkel, die er durch ein Aufhangen des Patien-
ten an den FufRen zu lindern versuchte.

Uberliefert ist auch die Geschichte des pharaonischen Leibarztes, der die chro-
nischen Ruckenbeschwerden seines Herrschers mit dem Leben bezahlen
musste. Er wurde zur Strafe fir seine erfolglosen Therapieversuche auf dem
Scheiterhaufen verbrannt. Vor seinem grausamen Ende hatte diesen hilflosen
Vertreter der frihen arztlichen Zunft wohl nur das Wissen seines um 500 v. Chr.
praktizierenden Kollegen bewahren konnen. Der unbekannte agyptische Medi-
ziner hielt auf einem Papyrus akribisch Untersuchung und Diagnostik bei
Rickenbeschwerden fest und formulierte Therapieansatze: ,Du sollst ihn flach
auf den Rucken legen und dann...” tragischerweise enden die Ausflihrungen an
dieser Stelle und die unfertigen Schriftrollen fanden ihre Bestimmung als Grab-

beigabe ihres Verfassers. Dieses vorenthaltene Wissen mag ein Grund daflr
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sein, dass die aktuelle Punkt-Pravalenz von Ruckenschmerzen weltweit zwi-
schen 20% und 40% betragt, bei einer Jahrespravalenz von ca. 60% und einer
Lebenszeit-Pravalenz von bis zu 84%. DarUber hinaus erleiden Patienten mit
einmaligen Riuckenbeschwerden zu 44-78% ein Rezidiv und in 23% der Falle

entwickeln sich chronische Rickenschmerzen [2, 88, 101].

1.2 Die Bedeutung der Ligamentum flavum-Hypertrophie

Als Ausloser spezifischer Ruckenbeschwerden zeigen sich in erster Linie dege-
nerative Erkrankungen verantwortlich. In Deutschland ist die degenerativ be-
dingte lumbale Spinalkanalstenose (LSS) die haufigste strukturelle Wirbelsau-
lenerkrankung des alteren Menschen und die fuhrende Indikation flr operative
Eingriffe im Bereich der Lendenwirbelsaule [115].

Die Einengung des Spinalkanals fuhrt durch Lumbalgien, radikulare Schmerzen
oder Gehstreckenverklrzung im Rahmen einer Claudicatio spinalis zu massi-
ven Einschrankungen der Lebensqualitat, insbesondere flur korperlich aktive
Menschen [10]. Ogikubo et al. konnten eine klare Korrelation zwischen der Le-
bensqualitat des Patienten und dem Schweregrad seiner lumbalen Spinalka-
nalstenose aufzeigen [97].

Als ein entscheidender Faktor in der Genese der lumbalen Spinalkanalstenose
konnte in verschiedenen Studien eine Hypertrophie des Ligamentum flavum
(LF) detektiert werden [113]. Die zugrundeliegenden histologischen Verande-
rungen in Faserzusammensetzung und Struktur des Ligaments sowie diverse
daran beteiligte Rezeptoren, Proteasen und Mediatoren waren bereits Gegen-
stand zahlreicher Untersuchungen. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse kann
davon ausgegangen werden, dass histologische Umbauten in der Binnenstruk-
tur des Ligamentum flavum einen entscheidenden Anteil an dessen Hypertro-
phie und somit der Entstehung einer lumbalen Spinalkanalstenose haben.
Somit scheint, auch im Kontext einer durch die demographische Entwicklung zu
erwartenden weiteren Zunahme der Bedeutung dieses Krankheitsbildes, eine
nahere Betrachtung der verantwortlichen komplexen Interaktionen und Veran-
derungen auf inter- sowie intrazellularer Ebene von hohem Interesse. Diesbe-
zugliche Erkenntnisse konnten zur Etablierung einer kausalen oder sogar pro-

phylaktischen Therapie der Spinalkanalstenose beitragen.
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1.3 Der Oberflachenrezeptor CD44

1.3.1 Allgemeines

Als Cluster of differentiation (CD) wird eine Gruppe von Oberflachenproteinen
bezeichnet. Sie sind ubiquitar auf allen Korperzellen vorhanden und werden
aufgrund ihrer verschiedensten Funktionen und Strukturen aktuell in 339 Unter-
gruppen eingeteilt.

Wichtige und bekannte Vertreter dieser membrangebundenen Glykoproteine
sind die CD8- und CD4-Rezeptoren, welche an Zellen des Immunsystems ex-
primiert werden und essenziell fur die Funktion von T-Helferzellen (CD4+) und
zytotoxischen T-Zellen (CD8+) sind.

Die Untergruppe 44 wurde erstmals 1980 von Dalchau et al. [22] als ein Leuko-
zytenoberflachenrezeptor in Form eines transmembranaren Typ 1 Glykoprotein
detektiert [128]. Bei anderen bis dahin bekannten transmembranaren Proteinen
mit verschiedensten Bezeichnungen wurde nachtraglich erkannt, dass sie mit
CD44 identisch sind. Es wurde festgestellt, dass Phagocytic Glycoprotein 1
(Pgp-1), Ly-24, Extracellular Matrix Receptor Type Il (ECM-IIl), p80, p85,
Homing Cell Adhesion Molecule (H-CAM) sowie Hermes- und HUTCH-1 Anti-
gen ein und derselben Proteingruppe angehoéren [81, 92, 132]. Heute sind des
Weiteren verschiedene Isoformen (Standardisoform CD44s sowie die Varianten
CD44H und CD44E) und Splice-Varianten (CD44v1-10) bekannt.

Die genomische Zusammensetzung des CD44-Proteins konnte in den Jahren
1992 und 1993 erstmals durch Screaton et al. beschrieben werden [116, 117].
Das CD44-Gen befindet sich beim Menschen auf dem kurzen Arm von Chro-
mosom 11 (11p13) und enthalt 20 Exons, wobei die Standardisoform nur Exon
1-5 und Exon 16-20 exprimiert. Die varianten Formen unterscheiden sich darin,
welches der 10 ausgesparten inneren Exons, die variabel gespleil3t werden

kénnen, zusatzlich exprimiert wird (Abb. 1).
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Abb. 1: schematische Darstellung der CD44-Genomstruktur [117]

Das Protein ist aus drei Teilen zusammengesetzt (Abb. 1). Es besteht aus einer
extrazellularen Domane (248 Aminosauren), einer Transmembranregion (23
Aminosauren) und einer intrazelluldaren Domane (72 Aminosauren) [37, 92].
Exon 1-5, 16 und 17 codieren den extrazellularen Bereich der Standardisoform
und werden fur die Splicevarianten durch zusatzliche Exons (6-15) erganzt.
Transmembranregion und Intrazellular-Domane werden wieder in Gestalt der
Standardisoform einheitlich durch Exon 18 bis 20 kodiert [92, 116, 117].

Die Splicevariante CD44v1 tritt beim Menschen nicht auf, da durch Transition
von G nach A an Position 55 ein Stoppcodon entsteht und somit das Protein mit
dem varianten Exon v1 nicht transkribiert wird [116]. Diese Form konnte nur aus

Rattenzellen isoliert werden [123].

Tab. 1: CD44-Splicevarianten

Splicevariante Exon
CD44v1 6
CD44v2 7
CD44v3 8
CD44v4 9
CD44v5 10
CD44v6 11
CD44v7 12
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Die Bezeichnung der Isoformen orientiert sich am exprimierenden Zelltyp,
CD44H findet sich primar auf hamatopoetischen Stammzellen, CD44E auf
Epithelzellen [92].

Zusatzlich zu den neun variabel spleil3baren Exons werden durch multiple post-
translationale Modifikationen, wie Sulfatbrickenbildung, O- bzw. N-gebundene
Glykosylierung und Bindung von Glykosaminoglykanen (Mucopolysachcariden),
wie Heparan-, Chondroitin-, Dermatan- und Keratansulfat, weitere Moglichkei-
ten der Variabilitat geschaffen [37, 92, 141]. Mittlerweile sind Uber 40 verschie-
dene Formen des CD44-Proteins mit Molekulargewichten von 85 bis 230 Kilo-
dalton (kDa) [92] bekannt [12, 28].

NH,

N

Proteoglycan core/
link protein homology

membrane

O : O-Glykosylierung, @ : N-Glykosylierung, * : Glykosaminoglykan, S-S: Disulfidbriicke

Abb. 2: posttranslationale Modifikationen des Oberflachenrezeptors CD44 [37]

Am extrazellularen N-terminalen Ende befindet sich eine Link-Doméane, die
durch die Bildung von Disulfidbricken stabilisiert wird und fanf Strukturen fir
potentielle N-glykosydische Bindungen aufweist. In der extrazellularen Stilregi-
on des Rezeptors, in welcher auch die Translationsprodukte der variablen

Exons zu finden sind, befinden sich sieben potentielle O-Glykosylierungs-
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Punkte sowie ein zusatzlicher N-Glykosylierungs-Bereich. Des Weitern sind vier
Glykosaminoglykan-Bindungsstellen vorhanden (Abb. 2).

Das Molekulargewicht des Standardproteins betragt 37 kDa [37], erreicht aber
durch die posttranslationalen Glykosylierungen ein Gewicht von 85-95 kDa [92,
141]. Eine weitere Vergroflerung des Proteins erfolgt dann durch Glykosamino-
glykanaddition, bis zu einem Gewicht von 230 kDa [129].

Je nach Glykosylierungsgrad konnen drei Aktivitatsstufen des CD44-Rezeptors
unterschieden werden: aktiv, induzierbar und inaktiv. Ein aktiver Rezeptor bin-
det an seine Liganden ohne einen zusatzlichen externen Stimulus zu bendtigen,
der inaktive bindet auch im Falle solcher Stimuli nicht. Der induzierbare Rezep-
tor bindet nur schwach an seinen Liganden, kann aber durch externe Faktoren
stimuliert werden [72]. Als solche wurden monoklonale Antikérper (mAbs) [45,
72], Zytokine (Interleukin-5, Interleukin-2, Tumornekrosefaktor-a, Interferon-y)
[45, 74, 82], Wachstumsfaktoren (Epidermal Growth Factor, Transforming
Growth Factor-p1, Oncostation M) [17, 140] und das Kanzerogen Phorbolester
[92] identifiziert. Verantwortlich fir den Rezeptorstatus ist die oben erwahnte
posttranslationale N-Glykosylierung und Glykosaminoglykanaddition. Der inakti-
ve Rezeptor weist die meisten Glykosid-Gruppen auf, der aktive die wenigsten
und der induzierbare Rezeptor findet sich dazwischen [72, 107]. Lesley et al.
konnten zeigen, dass durch ein Entfernen der Glykosylierungen durch Tuni-
camycin und der Glykosaminoglykanketten mittels p-Nitrophenyl [3-D-
Xylopyranosid oder Chondroitinase ABC der Rezeptor von einem inaktiven in
einen aktiven Status Uberflhrt werden kann. In vielen weiteren Untersuchungen
konnte ein Zusammenhang zwischen Aktivitat und Glykosylierung aufgezeigt
werden [39, 43, 108].
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1.3.2 Liganden und Funktion

Die groRRe Variabilitat der extrazellularen Domane bildet die Grundlage fur die
Funktion von CD44 als Oberflachenrezeptor und fur die hohe Anzahl an unter-
schiedlichsten Zell-Zell Interaktionen Uber CD44, z. B. im Rahmen der Zellad-
hasion [26, 27, 73, 78], des Zellwachstums und der Zelldifferenzierung [70], der
Leukozytenaktivierung [25, 40], der Phagozytose [133] sowie der Zellmigration
durch Zytokinbindung und —aktivierung [94]. Durch diese starke Beteiligung an
der Zell-Zell Kommunikation ist CD44 an elementaren physiologischen Vorgan-
gen des menschlichen Korpers wie Wundheilung [70] und Induktion einer Ent-
zundungsreaktion [86], aber auch Tumorwachstum und Zellproliferation [29, 53,
89] direkt beteiligt.

Im Rahmen der Pathogenese verschiedenster Erkrankungen konnte die beson-
dere Rolle der CD44-Expression gezeigt werden. Das Oberflachenprotein ist
Uber die Interaktion mit Hyaluronsaure an der Genese der Arthrose [35, 98] und
der rheumatoiden Arthritis [85, 90] beteiligt. Bartolazzi et al. postulierten, dass
das Tumorwachstum induzierende Potential von CD44 ebenfalls stark von des-
sen Hyaluronan Bindungsfahigkeit abhangig ist [8]. Insbesondere die Spliceva-
riante CD44v6 scheint an einer Induktion der Tumorzellproliferation und Metas-
tasierung beteiligt zu sein [14, 120]. Eine signifikante Korrelation zwischen
CD44-Genexpression und Uberlebenszeit sowie Metastasierung lasst sich bei
verschiedenen Tumorentitaten beobachten. Dazu zahlen unter anderem das
Chondrosarkom [48], das Pankreas-Adenokarzinom [84, 109, 118], das Non-
Hodgkin-Lymphom [65, 125], das multiple Myelom [126] und das Zervixkarzi-
nom [23, 57, 58]. Fehlfunktionen von CD44 werden auch bei hamatologischen
Malignitaten beschrieben [15, 59]. Eine Beteiligung von CD44 an der Genese
und Metastasierung des Kolonkarzinoms wird kontrovers diskutiert [38, 66].

In dieser Arbeit aber liegt das Hauptaugenmerk auf der Bedeutung der CD44-
Interaktion mit Hyaluronan und anderen Komponenten der Extrazellularmatrix
[11] im Rahmen der Gewebsdegeneration und nicht der Tumorproliferation.
Hyaluronan ist ein langes Polymer von repetitiven Disaccharidmolekulen, be-
stehend aus jeweils einer D-Glucoronsaure und N-acetyl-D-Glucosamin Un-

tereinheit, welche B 1,3 bzw. B 1,4 glykosidisch miteinander verknupft sind [D-
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glucuronic acid (1-p-3) N-acetyl-D-glucosamine (1-8-4)],, und der wichtigste
Ligand des CD44-Rezeptors [78, 79, 91]. Weitere CD44-Liganden der Extrazel-
lularmatrix sind Kollagen [13, 77], Fibronektin [8, 52], Fibrinogen, Laminin und
das Glyksoaminoglykan Chondroitinsulfat [47, 92], wenngleich die Bedeutung
dieser Interaktionen nach heutigem Wissenstand bei weitem nicht vergleichbar
ist mit der zentralen Rolle der CD44-Hyaluronan Komplexbildung.

Hyaluronan ist ein Hauptbestandteil der Extrazellularmatrix und spielt in leben-
den Zellen eine wichtige Rolle bei Durchfuhrung und Aufrechterhaltung der Zell-
Zell Kommunikation [138], Zell-Matrix Interaktionen, zellularer Migration, Umbau
der Extrazellularmatrix sowie Zytokinbindung und —aktivierung [71, 94]. Der Hy-
aluronan-Gehalt in Endothelzellen wird bei Stimulation durch proinflammatori-
sche Zytokine hochreguliert [105]. Dies durfte mit der vermuteten CD44-
Hyaluronan Bindung in GefalRendothelzellen und der dadurch induzierten Mig-
ration von aktivierten Leukozyten und Lymphozyten zusammenhangen [54].
Allerdings scheint die CD44-Hyaluronan Interaktion nicht nur unabdingbar fur
viele Formen der physiologischen Zellkommunikation zu sein, sondern sie zeigt
sich auch, wie bei der oben erwahnten Tumorproliferation, im Falle eines Ver-
schiebens der diffizil aufeinander abgestimmten Verhaltnisse in einem Zellver-
bund mitverantwortlich fir massive Fehlregulationen.

CD44 stellt durch die Steuerung der Hyaluronsaure Homdostase [6, 64] ein
SchlUsselprotein der fibrotischen Heilung von Sehnen dar. Zum einen ist die
Aktivitat von Hyaluronidase-1 und -2, Abbauproteine der Hyaluronsaure, direkt
abhangig von CD44 [44], zum anderen bindet CD44 Hyaluronsaure und vermit-
telt deren Aufnahme in die Zielzelle mittels Endozytose und damit den lysoso-
malen Abbau [20].

Yagishita et al. zeigten, dass sich ein hoher Hyluronsaurespiegel, erzielt durch
eine lokale Injektion, positiv auf die Regeneration von Sehnengewebe auswirkt
[137], ein hoher Spiegel an CD44 aber flhrt zu einer fibrotischen Heilung [31].
Im Rahmen einer narbenlosen fetalen Heilung wurden hohe Hyaluronan-Level
und eine herunterregulierte CD44-Expression beobachtet [31] und der Vergleich
der Sehnenheilung zwischen CD44 knock-out Mausen und wild-typ Mausen

ergab einen klaren Vorteil seitens der genoptimierten Gruppe [5].
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Da Hyaluronan hauptsachlich von CD44 abgebaut wird, scheint ein Zusam-
menhang zwischen Narbengewebsbildung und CD44-Expression wahrschein-
lich. Und nicht nur die Standardisoform CD44s spielt in diesem Zusammenhang
eine Rolle, sondern auch verschiedene Splicevarianten. Die Hohe der Expres-
sion von CD44v6 in der Synovia korreliert mit inflammatorischen Geschehen
wie rheumatoider Arthritis, demgegenuiber ist CD44v5 mehr an der Entstehung
einer degenerativen Arthrose ohne inflammatorische Komponente beteiligt [35,
48].

Wie erwahnt, war und ist die CD44-Expression in Sehnen Objekt zahlreicher
wissenschaftlicher Untersuchungen, wohingegen die Expression von CD44 und

den Splicevarianten CD44v5 und v6 in Bandern bisher wenig Beachtung findet.



2 Fragestellung

Die Einengung des Spinalkanals im Rahmen einer lumbalen Spinalkanalsteno-
se hat massive Einschrankungen der Lebensqualitat zur Folge. Daflur verant-
wortliche degenerative Vorgange im Bereich des Ligamentum flavum sind Ge-
genstand zahlreicher Untersuchungen. Durch Hypertrophie, Fibrosierung und
Kalzifizierung wird die Struktur des Ligamentum flavum verandert und der
Durchmesser des Spinalkanals verringert. Es konnten bereits zahlreiche daran
beteiligte Zytokine und Proteasen ermittelt werden.

Der Oberflachenrezeptor CD44 wird ubiquitar auf allen Korperzellen exprimiert
und spielt eine zentrale Rolle bei Zell-Zell und Zell-Matrixinteraktionen. Be-
schrieben sind seine Beteiligung an verschiedensten physiologischen und pa-
thologischen Vorgangen insbesondere im Zusammenhang mit Sehnen- und
Knorpeldegeneration. Die Expression von CD44 und dessen Splicevarianten
CD44v5 und v6 im Rahmen degenerativer Prozesse in Bandern fand bisher
wenig Beachtung.

In der vorliegenden Dissertationsschrift stehen zwei Dinge im Fokus. Zum einen
die allgemeine Bedeutung einer Hypertrophie des Ligamentum flavum fur die
Auspragung einer lumbalen Spinalkanalstenose sowie zum anderen die im Zu-
ge einer Hypertrophie moglicherweise veranderte Exprimierung des Zelloberfla-
chenrezeptors CD44.

Es ergeben sich folgende Fragestellungen:

1. Ist das Ligamentum flavum bei Patienten mit lumbaler Spinalkanalsteno-
se signifikant hypertrophiert im Vergleich zu Patienten ohne Spinalka-
nalstenose und besteht eine Korrelation zwischen Dicke des Ligamen-
tum flavum und der mCSA?

2. Ist die Expression von CD44 und dessen Splice-Varianten CD44v5 und
CD44v6 in einem hypertrophierten Ligamentum flavum signifikant veran-
dert gegenuber der Expression ebendieser Faktoren in einer gesunden

Bandstruktur?
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Bei der durchgefuhrten Untersuchung handelt es sich um eine prospektive Stu-
die.

Aus dem Patientengut der Klinik fur Orthopadie und Rheumatologie des Univer-
sitatsklinikums Giel3en und Marburg, Standort Marburg, Direktorin Frau Prof.
Dr. med. S. Fuchs-Winkelmann, wurden Patienten mit der Indikation zur opera-
tiven Dekompression bei lumbaler Spinalkanalstenose ausgewahit.

Die Kontrollgruppe setzt sich aus Patienten der Klinik fur Neurochirurgie des
Universitatsklinikums GieRen und Marburg, Standort Marburg, Direktor Prof. Dr.
med. Ch. Nimsky, mit der Indikation zur Nukleotomie bei Discusprolaps zu-
sammen.

Die statistische Beratung erfolgte durch das Institut fir Medizinische Biometrie
und Epidemiologie der Philipps-Universitat Marburg sowie MUON-STAT - statis-
tische Dienstleistungen & Beratung.

Das positive Ethikvotum (AZ 191/09) wurde am 11.02.10 durch die Ethikkom-

mission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg erteilt.
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3.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien der Hypertrophie-Gruppe:

>

Patienten mit magnetresonanztomographisch gesicherter Ilumbaler
Spinalkanalstenose

Patienten mit der Indikation zur operativen Dekompression des
Spinalkanals

Patientenalter von mindestens 18 Jahren

Einverstandnis zur Studienteilnahme

Einschlusskriterien der Kontrollgruppe:

>

>
>

Patienten mit der Indikation zur Nukleotomie, ohne degenerative Veran-
derungen der Lendenwirbelsaule in der Schnittbildgebung
Patientenalter von mindestens 18 Jahren

Einverstandnis zur Studienteilnahme

Ausschlusskriterien:

vV V V V

Verweigerung oder Unfahigkeit zur Zustimmung
Infektionen an der Wirbelsaule
Revisionsoperationen

Posttraumatische Wirbelsaulenerkrankung

Metastatisch bedingte Wirbelsaulenerkrankung

Das Patienteninformationsblatt und das Formular fiir die Zustimmungserklarung

befinden sich im Anhang.
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3.3 Patientenkollektiv

In der Klinik fir Orthopadie und Rheumatologie des Universitatsklinikums Gie-
Ren und Marburg, Standort Marburg, werden unter der Leitung von Frau Prof.
Dr. Susanne Fuchs-Winkelmann lumbale Spinalkanalstenosen operativ behan-
delt. Im Rahmen der operativen Therapie wird degenerativ verandertes, hyper-
trophiertes Ligamentum flavum entfernt. Diese uUblicherweise verworfenen An-
teile des Ligaments wurden den in die Studie eingeschlossenen Patienten im
Zeitraum zwischen Februar 2010 und Mai 2011 von OA Dr. Folsch und Dr. La-
kemeier entnommen.

Die Flavum-Proben der Kontrollgruppe generierten sich aus obligat im Zuge
einer Nukleotomie anfallenden und zur Entsorgung vorgesehenen Ligamentum
flavum Anteilen. Diese wurden durch Arzte der Klinik fiir Neurochirurgie des
Universitatsklinikums GieRen und Marburg, Standort Marburg, Direktor Prof. Dr.
med. Ch. Nimsky, entnommen.

Durch die dargestellten Ein- und Ausschlusskriterien ergab sich auf Seiten der
Interventionsgruppe ein Kollektiv von 38 Patienten, dem gegenuber fanden 12
Patienten Einschluss in die Kontrollgruppe. Insgesamt wurden 29 Manner und

21 Frauen in die Studie aufgenommen.
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Tab. 2: Patientenkollektiv

mannlich weiblich
Hypertrophie-Gruppe 19 19
Kontrollgruppe 10 2
Tab. 3: Epidemiologie Kontrollgruppe
Patienten-Kurzel Geschl. Alter [Jahre] Diagnose
2EA39 m 48 Bandscheibenprotrusion L4/5
14AF56 w 37 Bandscheibenprotrusion L5/S1
19HW41 m 83 Bandscheibenprotrusion L3/4
23TF42 m 36 Bandscheibenprotrusion L3/4
25KT88 m 31 Bandscheibenprotrusion L5/S1
26DN83 m 55 Bandscheibenprotrusion L4/5
29SK21 m 20 Bandscheibenprotrusion L4/5
30MNG60 m 32 Bandscheibenprotrusion L4/5
31GK73 m 81 Bandscheibenprotrusion L4/5
41E728 w 83 Bandscheibenprotrusion L4/5
43AW47 m 50 Bandscheibenprotrusion L4/5
460D47 m 41 Bandscheibenprotrusion L5/S1
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Tab. 4: Epidemiologie Hypertrophie-Gruppe

Pat.-Kirzel [JA;::?L] Diagnose
0vSs85 w 57 Lumbale Spinalkanalstenose (L4/5)
1JT86 m 67 Lumboischalgie L5 bds., Osteochondrose LWS, SKS L4/S1
3TG50 w 56 Gefligestorung LWS mit lumbaler SKS L4/5
4RD23 m 52 Gefligelockerung mit Spinalkanalstenose L4-S1
51A02 w 53 Spinalkanalstenose L4/5
6MB87 w 60 Spinalkanalstenose L2-4
TWS72 m 58 Osteochondrose Lumbalbereich mit SKS L3-5
8F149 m 75 Claudicatio spinalis bei SKS L4 - S1
9JC96 m 76 Osteochondrose Lumbalbereich mit SKS L2-S1

10HR21 m 54 Osteochondrose LWS mit SKS L3-S1

11IL16 w 71 Degenerative Lumbalskoliose mit SKS L3-S1

12WB39 m 62 Osteochondrose L4/5 mit SKS L4-S1

13HWA43 w 72 Osteochondrose lumbosacral mit SKS L4-S1

15PS77 m 63 Symptomatische Claudicatio spinalis bei SKS L 3-5

16SB44 m 71 Osteochondrose LWS mit SKS L3-S1

17MG56 w 83 Spondylolisthesis Lumbalbereich mit SKS L2-5

18HB13 m 64 Osteochondrose Lumbalbereich mit SKS L4/5

20LEO5 w 73 Osteochondrose LWS mit SKS L4/5

21HM72 m 71 Osteochondrose Lumbosakralbereich mit Spinalkanalstenose

22MS71 w 71 Degenerative Lumbalskoliose mit SKS L4/5

24DW93 m 50 Gefluigestorung LWS L4-S1 mit SKS L4/5

27RP48 w 71 Osteochondrose mit deg. LWS-Skoliose, SKS L3-S1

28GS13 m 84 Gefligestorung/Osteochondrose LWS mit SKS L4-S1

32GS96 w 71 Degenerative Lumbalskoliose mit Spinalstenose L4/5

33HB11 m 58 Osteochondrose/deg. LWS-Syndrom, SKS LWS

34MK72 w 63 Osteochondrose L3 - S1 mit Spinalkanalstenose
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35HPR56 65 Degenerative Lumbalskoliose mit SKS L3-5

36MC03 75 Erosive Osteochondrose L2/3 mit SKS L2/3

37RP11 63 Gefligestorung/Osteochondrose LWS mit SKS L4-S1
38AK18 54 Gefligestorung/Osteochondrose LWS mit SKS L4/5
39EK55 75 Osteochondrose LWS mit SKS L4-S1

40LP92 56 Multiseg. Osteochondrose LWS mit SKS L4-S1

42HG26 75 Geflugestorung LWS mit SKS L2-S1

44HG87 68 Osteochondrose Lumbalbereich mit SKS L4-S1

45|1B71 73 Osteochondrose und Gefligestérung LWS mit SKS L3-S1
47TMH72 77 Deg.LWS-Syndrom/Osteochondrose LWS mit SKS L4-S1
48JB55 53 Spondylolisthesis L4/5 mit SKS L3/4

49WS28 85 Osteochondrose Lumbalbereich mit SKS L3/4
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3.4 Ermittlung der radiologischen Parameter

Die lumbale Magnetresonanztomographie (MRT) ist die Methode der Wahl fur
den Nachweis einer lumbalen Spinalkanalstenose [30]. Dicke des Ligamentum
flavum und mCSA wurden daher mithilfe eines speziellen Analysesystems
(PACS, Agfa-Gevaert group, Mortsel, Belgium) aus im Rahmen der praoperati-
ven Diagnostik ohnehin erfolgten MRT Untersuchungen ermittelt. Es kamen
ausschlieBlich T1-gewichtete Aufnahmen zur Anwendung. Als einheitliche Hohe
zur mCSA-Messung wurde bei dem vorliegenden Patientenkollektiv der Zwi-
schenwirbelraum L4/5 festgelegt.

Zusatzlich zur mCSA wurde im Zwischenwirbelraum L4/5 auf Hohe der Facet-
tengelenke die maximale Dicke des Ligamentum flavum erfasst (Abb. 3). Die

Angabe der mCSA erfolgte in mm?, die Dicke des Ligamentum flavum in mm.

SK=Spinalkanal (mCSA), FG=Facettengelenk, LF=Ligamentum flavum, WB=Wirbelbogen, PS=Processus
spinosus

Abb. 3: Magnetresonanztomographie des Segments L4/5 [110]
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3.5 Vorbereitung der Praparate

3.5.1 Fixierung

Unmittelbar nach der intraoperativen Entnahme der Proben erfolgte bei Raum-
temperatur fur 24 Stunden die Fixierung der Ligamentum flavum Stucke in 4%
Formaldehyd.

Die chemische Fixierung dient zur Stabilisierung und Asservierung der Gewe-
bepraparate. Die Stabilisierung behindert das Fortlaufen physiologischer Zer-
storungsprozesse im behandelten Gewebe, der aktuelle Zustand des Gewebes
wird somit konserviert. Dies erfolgt durch eine Quervernetzung der Proteine,
welche allerdings im weiteren Verlauf im Rahmen der Farbung wieder geldst

werden muss.

3.5.2 Einbettung

Eine Einbettung der Praparate ist notwendig, da es ohne festes Medium nicht
moglich ist, die Proben in die im Zuge dieser Arbeit bendtigten Sum dinnen
Blocke zu schneiden. Als einfachstes und gangigstes Medium zur Einbettung
steht Paraffin zu Verfligung. Teurer und weit aufwendiger ist die Einbettung in
Kunststoff, weswegen die Blocke in unserem Fall aus Paraffin gefertigt wurden.
Vor der Einbettung der Praparate wurden die Proben aus der 4% Formaldehyd-
I6sung in Einbettungskassetten mit genauer Patienten-Kodierung (anonymisiert)
zur einwandfreien Zuordnung uberfuhrt. Im ersten Schritt des eigentlichen Ver-
fahrens erfolgten dann das Auswaschen des Formaldehyds und eine anschlie-
Rende Entwasserung der Proben, um eine Einbettung in hydrophobem Paraffin
Uberhaupt zu ermdéglichen. Dazu wurden die Praparate unter flieRendem Lei-
tungswasser flr 6 Stunden gewaschen und anschliel3end in einer aufsteigen-
den Alkoholreihe entwassert. Diese setzte sich wie folgt zusammen: Zweimal
Isopropanol 50% fur 2-3 Stunden, anschlieend Isopropanol 70% fur 48 Stun-
den und schlieBlich zweimal Isopropanol 100% fur 2-3 Stunden. Auf die Ent-
wasserung der Proben mittels Alkohol folgte fur 24 Stunden die Inkubation in
einem Intermedium, in unserem Fall Zedernholzdl. Die Behandlung der Proben

mit einem Intermedium dient der Verdrangung des Alkohols aus dem Gewebe
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um danach das Zedernholzdl durch Paraffin ersetzen zu kdnnen. Daher konnte
nun im Anschluss an die Behandlung mit Zedernholzdl das Einlegen der Prapa-
rate in 60°C heillem flissigem Paraffin fur 72 Stunden erfolgen. Das anfangs
verwendete Paraffin wurde nach 48 Stunden durch frisches Paraffin ersetzt. Im
letzten Schritt erfolgte die endgultige Einbettung des Gewebes in gegossene
und mit einer Kodierung versehene Paraffinblocke. Die Anfertigung von Schnit-

ten war erst nach einer 24-stindigen Abkuhlungsphase madglich.

Tab. 5: Einbettung der Préparate

Vorgang Zeit
Intraoperative Entnahme -

Formaldehyd 4% 24h
Waschen in Einbettungskassette 6h

2 x Isopropanol 50% 2-3h
Isopropanol 70% 48h
2 x Isopropanol 100% 2-3h
Zedernholzdl 24h
Paraffin 60° 72h

3.5.3 Anfertigung von Schnitten

Die Anfertigung 5um dinner Schnitte erfolgte mit einem Rotationsmikrotom.
Nach Auffangen des Praparats in einem Kaltwasserbad erfolgte die Uberbrin-
gung der Schnitte in 40°C warmes destilliertes Wasser, um eine vollstandige
Streckung und Entfaltung zu gewahrleisten und die Schnitte glatt auf einen Ob-
jekttrager aufziehen zu kénnen. Im Anschluss wurden die Gewebeschnitte

durch 24-stundige Inkubation bei 40°C auf den Objekttragern fixiert.

19



Material und Methoden

Tab. 6: Anfertigung von Schnitten

Vorgang Zeit
5 ym Schnitte mit Rotationsmikrotom -
40° Wasser in Tissue Flotation Bath 2-3min
Aufbringen auf Objekttrager -
Fixierung bei 40° 24h

Tab. 7: Ubersicht Materialien 1

Material

Artikelbezeichnung/Hersteller

Biopsie- bzw. Einbettungskassette

M491-2-Histosette TM; Simport, Beloeil,
Kanada

Ethanol

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steinheim,
Deutschland

Zedernholzol

Merck; Darmstadt, Deutschland

Paraffin

Vogel, GielRen, Deutschland

Rotationsmikrotom

RM2055, Leica Microsystems; Bensheim,
Deutschland

Mikrotomklinge

S35, Feather Safety Razer Co.; Osaka,
Japan

Objekttrager

Menzel Glaser, Superfrost Plus; Braun-
schweig, Deutschland

Wasserbad

Tissue Flotation Bath TFB45, Medite;
Nunningen, Schweiz
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3.6 Histologische Farbung

3.6.1 Allgemeines zur Immunhistochemie

Das Prinzip einer histologischen Farbung besteht darin, bestimmte Strukturen
des gefarbten Praparates sichtbar zu machen. Je nach ausgewahlter Methode
fungiert ein anderer Farbstoff als Farbemittel und gegebenenfalls auch ein an-
derer Gewebeanteil als Zielstruktur. Beispiele sind die Hamatoxylin-Eosin-
Farbung als Routinefarbemethode zur Darstellung verschiedenster Gewebetei-
le, die Elastika-Farbung zur Darstellung von elastischen Fasern, die von Kossa-
Farbung zur Darstellung von Kalk oder die Gram-Farbung zur differenzierenden
Darstellung von Bakterien.

Eine spezielle Methode der histologischen Farbung stellt die in dieser Arbeit
verwendete Immunhistochemie dar, welche sich die Bindung eines Antikorpers
an ein bestimmtes Antigen bzw. Protein im zu untersuchenden Gewebe zu Nut-
ze macht. Somit kdnnen im Rahmen dieser Methode nicht nur Strukturen eines
Praparats wie elastische Fasern oder Kalk, sondern auch bestimmte Eigen-
schaften einer Zelle sichtbar gemacht werden. In unserem Fall die Exprimierung
von CD44 am Zellkern.

(Chromogen farblos) Chromogen gefarbt

\\ntikérper

Antigen

Abb. 4: direkte Methode der Immunhistochemie (Selbstentwurf)

Ein enzymgekoppelter Antikorper bindet durch eine Antigen-Antikorperreaktion
spezifisch an ein bestimmtes Epitop. Nach Zugabe eines Chromogens (Sub-

strat) kommt es zur Enzym-Substrat-Reaktion am gebundenen Antikérper und
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das Chromogen andert sein Farbspektrum (Abb. 4). Somit kann das Epitop im
Anschluss an dieses Verfahren lichtmikroskopisch detektiert werden. Ein wich-
tiger Faktor fur die Qualitat und Aussagekraft der Farbung ist eine hohe Affinitat
und Spezifitat des Antikorpers zu dem nachzuweisenden Protein.

Die hier beschriebene direkte Methode kam in der vorliegenden Arbeit nicht zur
Anwendung, vielmehr wurde eine spezielle Form der indirekten Immunhisto-

chemie, die Streptavidin-Biotin-Methode, genutzt.

3.6.2 Die Streptavidin-Biotin-Methode

Der Hauptunterschied zwischen der indirekten und der direkten Immunhisto-
chemie besteht in der Anzahl der verwendeten Antikorper. Bei der indirekten
Methode kommen zwei Immunglobuline zum Einsatz. Im ersten Schritt bindet
ein Primarantikorper an das nachzuweisende Epitop. Im Anschluss daran bin-
det ein enzymgekoppelter Sekundarantikdrper an den Primarantikorper. Primar-
und Sekundarantikdrper missen dabei gegen Globuline derselben Spezies ge-
richtet sein.

Der Sekundar- oder auch Bruckenantikdrper ist mit Biotin, einem wasserlosli-
chen Vitamin gekoppelt. Das Biotin stellt dabei die Verbindung zum der Metho-
de namensgebenden Avidin-Biotin-Komplex dar. Bei dem 68 kDa schweren
Avidin handelt es sich um ein Glykoprotein mit vier Bindungsstellen fur Biotin
(Tetramer). Statt des aus Huhnereiweily erzeugten Avidin, kommt mittlerweile
Streptavidin zum Einsatz, welches aus dem Bakterium Streptomyces avidinii
isoliert und gentechnisch produziert werden kann. Der zweite Bestandteil des
Komplexes ist HRP-gekoppeltes Biotin (Abb. 5). Das Enzym Meerrettich (hor-
seradish)-Peroxidase (HRP) sorgt durch die Umsetzung eines Chromogens flr
die eigentliche Farbung, als Chromogen fungierte im Rahmen dieser Arbeit 3-
3‘-Diaminobenzidin (DAB).
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Biotin

%, )

Avidin

HRP

HRP
biotinyliert

HRP =)

AntiMauslg
biotinyliert

| Primérer Antikorper
/{ \1:\\ (Maus)

e\
Antigen

Abb. 5: der Avidin-Biotin-Komplex (Selbstentwurf)

Ein Vorteil der Streptavidin-Biotin-Methode ist eine verbesserte Signalstarke,
die durch zwei Faktoren zustande kommt. Zum einen kénnen an einen Pri-
marantikdrper mehrere Sekundarantikdrper binden. Zum anderen binden we-
gen des zwischengeschalteten Avidin drei oder mehr Biotin-Molekule mit der fir
die eigentliche Substratreaktion verantwortlichen HRP an den Sekundarantikor-
per (Abb. 5).

Ein Nachteil der indirekten Methode besteht in der Moglichkeit der direkten Bin-
dung des Sekundarantikorpers an Strukturproteine der Probe, wodurch falsch
positive Ergebnisse erzielt werden.

Durch die Zugabe von Normalserum auf das Praparat vor der Antikorperappli-
kation kdnnen potentielle unspezifische Bindungsstellen mittels Absattigung von
elektrostatischen Ladungen blockiert werden. Dadurch kénnen die folgenden
Antikdrper vermehrt spezifische Bindungen bilden und die Sensitivitat der Me-
thode wird gesteigert. Bei dem Normalserum handelt es sich um Serum einer
Tierart, die nicht mit dem hier nachzuweisenden, menschlichen Antigen immu-

nisiert wurde, in diesem Fall Ziegenserum.
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3.6.3 Verwendete Antikorper
CD44std

Monoklonaler IgG Antikdrper, Clone SFF-2 mouse (Bender, Vienna, Austria) in
der Verdunnung 1:100 in Antibody Diluent.

CD44v5
Monoklonaler IgG Antikdrper, Clone VFF-8 mouse (Bender, Vienna, Austria) in

der Verdunnung 1:50 in Antibody Diluent.

CD44v6
Monoklonaler IgG Antikorper, Clone VFF-18 mouse (Bender, Vienna, Austria) in
der Verdunnung 1:100 in Antibody Diluent.

Tab. 8: Ubersicht Primarantikorper

Antikorper Spezies Clone Verdinnung
CD44std Maus SFF-2 1:100, Antibody Diluent
CD44v5 Maus VFF-8 1:50, Antibody Diluent
CD44v6 Maus VFF-18 1:100, Antibody Diluent

Tab. 9: Ubersicht Sekundéarantikorper

Sekundarantikérper Verdiinnung Hersteller
CD44std Anti-Mouse 1gG 1:200, PBS Vector Laboratories, Inc. Burlingame
CD44v5 Anti-Mouse 1gG 1:200, PBS Vector Laboratories, Inc. Burlingame
CD44v6 Anti-Mouse 1gG 1:200, PBS Vector Laboratories, Inc. Burlingame

Die Verdinnung von Normalserum, Sekundarantikérper und Peroxidase-
Streptavidin Komplex erfolgte in phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate
buffered saline, PBS).
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3.6.4 Farbeprotokolle

Die immunhistochemische Farbung bendétigt insgesamt zwei Farbetage.

3.64.1 Tag1l

1)  Inkubation der Praparate bei 60°C
2) Waschen in 4 Xylol Badern

3) Waschen in einer absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 96%,
80%, 70%, 50% Ethanol)

4)  Waschen in zweifach destilliertem Wasser

5) Antigendemaskierung durch Dampfgaren in Citratpuffer pH 6
6) Stoppen der Reaktion durch Spulen mit Leitungswasser

7)  Waschen mit TBS-HCL + Tween

8) Waschen in zweifach destilliertem Wasser

9) Blockierung der endogenen Peroxidase durch Inkubation in Wasser-
stoffperoxid (H202) 3%

10) Waschen mit TBS-HCL + Tween

11) Blockierung unspezifischer Bindungen durch Inkubation in Normalse-

rum
12) Aufbringen des Primarantikérpers

13) Aufbewahrung tber Nacht bei 4°C
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Tab. 10: Farbeprotokoll Tag 1

Vorgang Zeit
Inkubation bei 60° 30 min
Xylol-Bad 4x 5 min
absteigende Alkoholreihe Je 2 min
Aqua Bidest 2X 2 min
Citratpuffer pH 6 10 min
Leitungswasser kurz
TBS-HCL + Tween 2x 5 min
Aqua Bidest 5 min
H,0, 3% 15 min
TBS-HCL + Tween 5 min
Normalserum (Goat) 1:50 30 min
Priméarantikorper Uber Nacht
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3.6.4.2 Tag?2

1)  Aufwarmen bei Raumtemperatur

2) Waschen mit TBS-HCL + Tween

3) Aufbringen des Sekundarantikorpers

4)  Waschen mi TBS-HCL + Tween

5) Zugabe des Peroxidase-Streptavidin Komplexes

6) Zugabe des Chromogens 3-3'-Diaminobenzidin im Dunkeln, zur Ver-

meidung einer falsch-positiven Reaktion
7) Waschen in zweifach destilliertem Wasser
8) Gegenfarbung der Zellkerne mittels Hamatoxylin
9) Blauen unter flieBRendem Leitungswasser

10) Waschen in einer aufsteigenden Alkoholreihe (50%, 70%, 80%, 96%,
96%, 100%, 100% Ethanol)

11) Waschen in 2 Xylol Badern

12) Eindecken der Praparate mittels Vecta Mount Permanent Mounting

Medium und Deckglasern
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Tab. 11: Farbeprotokoll Tag 2

Vorgang Zeit
Aufwarmen bei Raumtemperatur 1h
TBS-HCL + Tween 2x 5 min
Sekundarantikérper 30 min
TBS-HCL+ Tween 2x 5 min
Peroxidase- Streptavidin Komplex 30 min
TBS-HCL + Tween 2x 5 min
DAB 10 — 30 min
Aqua Bidest 3x 5 min
Hamatoxylin 12 sec
Leitungswasser 3 min
Aufsteigende Alkoholreihe Je 30 sec
Xylol-Bad 2x 5 min
Eindecken -
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Abb. 6: Antikérperfarbung, Chromogen DAB, 40-fach vergrofiert:
A) CD44 B) Kontrollgruppe C) CD44v5 D) CD44v6
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Tab. 12: Ubersicht Materialien 2

Material Artikelbezeichnung/Hersteller/Information
Warmeschrank
Xylol Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, D.
Ethanol Otto Fischar GmbH; Saarbriucken, D.
NaCl Sigma Aldrich Chemie GmbH; Seelze, D.

Tris-(hydroxymethyl)amminomethan

Acros Organics; Geel, Belgien

HCL

Merck; Darmstadt, D.

Tween

Sigma Aldrich Chemie GmbH; Steinheim, D.

Destilliertes Wasser

Arium 611 VF; Sartorius, Géttingen, D.

Citratpuffer

Normalserum

Antibody Diluent

Antibody Diluent with Background Reducing
Components; Dako, Carpinteria, USA

Peroxidase

Alkalische Phosphatase

Streptavidin

Vector Laboratories, Inc. Burlingame, USA

Dako, Hamburg, Germany, REAL Detection Sys-

DAB tem Peroxidase/DAB+
Hamatoxylin
Eindeckkleber Vecta Mount Permanent Mounting Medium

Eindeckglaser

Menzel-Glaser, 24x40 mm, Menzel GmbH,
Braunschweig, D.
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Material und Methoden

3.6.5 Herstellung TBS-HCL-Tween
Bei TBS-HCI + TWEEN handelt es sich um eine Pufferlosung mit zugesetzten
Detergenzien. TBS steht fur tris-buffer saline und wird als zehnfach konzentrier-
te 0,5 mol/l Losung hergestellt aus

e 53,0g NaCl

e 12,0g C4H11NO3 (Tris(hydroxymethyl)amminomethan)
e 375ml 1N Salzsaure (HCI)

Die entstandene Losung wird mit aqua bidest auf 1000 ml verdunnt und auf ei-
nen pH-Wert von 7,4 eingestellt. Als Gebrauchsldsung diente die einfach kon-
zentrierte 0,05 M Ldsung, die durch eine Verdunnung 1:10 mit aqua bidest an-
gefertigt wurde. Mit dieser Losung werden nicht oder unspezifisch gebundene
Antikdrper abgespllt, um danach eine spezifische Antikorperbindung zu errei-
chen. Die Effizienz des einfach konzentrierten Puffers wurde durch die Zugabe
von 1 ml Tween 20 erhoht. Dieses Detergens stabilisiert die Proteine, erhoht die
Waschkraft der Pufferlosung und reduziert somit eine stérende Hintergrundfar-

bung.

3.6.6 Herstellung PBS

Engl. phosphate buffered saline flr phosphatgepufferte Salzlésung aus

8,0g/l NaCl

0,2g/l KaCl

1,16 g/l Na;HPO4

2 H0

0,2 g/l KHoPO,

Diese 0,15 mol/l Losung wird mit HCI auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt.
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3.7 Auswertung

Die Auswertung aller gefarbten Schnitte erfolgte mit Hilfe des Digitalmikroskops
Leica DM 5000 und der zugehdrigen Analyse-Software Quips Version (Leica,
Bensheim, Germany) bei 40-facher Vergrof3erung. Es erfolgte sowohl eine
quantitative als auch eine qualitative Bewertung aller Schnitte. Zur quantitativen
Bewertung wurden nach einer Uberblickenden Musterung des gesamten Prapa-
rats in jedem Praparat je zehn reprasentative Bereiche mit einer hohen Zell-
kerndichte als Auswertungsort bestimmt. In diesen, durch die vierzig-fache Ver-
grofRerung in seiner GrolRe fest definierten Arealen, wurde die Anzahl der Anti-
korper-positiven Zellen bestimmt und ein Mittelwert der zehn Zahlungen gebil-
det. Die qualitative Bewertung gelang durch den Quotienten aus Antikdrper-
positiven Zellen und Gesamtzellzahl (Antikdrper-positive + Antikdrper-negative)

im jeweiligen Bereich und Bildung des Mittelwertes aus allen zehn Quotienten.

3.8 Statistik

FUr die deskriptive Beschreibung der Verteilung wurde der Median, das .25- und
.75-Quantil sowie das Minimum als auch das Maximum angegeben. Fir die
Vergleiche der Variablen LF-Dicke, mCSA und die CD44-Varianten zwischen
der Hypertrophie- und Kontrollgruppe wurden der nicht-parametrische Mann-
Whitney-U-Test und der Chi>Homogenitatstest-Test fir das Geschlecht
angewendet. Der Einfluss der LF-Dicke auf mCSA wurde mittels einer linearen
Regression gerechnet. Die Heteroskedastizitat sowie die Normalverteilung der
Residuen wurden hierbei Uberprift und haben die Voraussetzungen an die
lineare Regression erflllt. Fur den Einfluss des prozentualen Anteils positiver
Zellen der CD44-Varianten wurde jeweils eine univariate logistische Regression
gerechnet und der Odds Ratio mit 95%-Konfidenzintervall angegeben. Der
Odds Ratio bezieht sich dabei fir CD44 und CD44v5 auf eine Anderung von
10% und bei CD44v6 auf 1%. Die statistische Analyse erfolgte mit R (Version
3.0.2), den R-Paketen rms (Version 4.0-0) und ggplot2 (Version 0.9.3.1). Es

wurde zweiseitig getestet und das Signifikanzniveau auf 5% festgelegt.
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4 Ergebnisse

Durch die dargestellten Ein- und Ausschlusskriterien ergab sich auf Seiten der
Interventionsgruppe ein Kollektiv von 38 Patienten, dem gegenuber fanden 12

Patienten Einschluss in die Kontrollgruppe.

Tab. 13: deskriptive Statistik

Median Min Q25 Q75 Max
Alter Hypertrophie-Gruppe 67,50 50,00 58,00 73,00 85,00
[Jahre] Kontrollgruppe 44,50 20,00 35,00 61,50 83,00
LF-Dicke Hypertrophie-Gruppe 5,85 4,80 5,33 6,78 8,30
[mm] Kontrollgruppe 2,15 1,10 1,75 2,65 3,10
mCSA Hypertrophie-Gruppe 121,00 84,00 99,50 147,75 193,00
[mm?] Kontrollgruppe 196,50 | 149,00 | 172,00 | 204,75 | 245,00
CDh44 Hypertrophie-Gruppe 46,63 32,02 43,56 51,94 75,68
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 18,79 7,88 14,89 25,65 40,09
CD44v5 Hypertrophie-Gruppe 55,58 34,08 48,95 62,04 74,58
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 29,61 1,19 22,52 34,72 39,74
CD44v6 Hypertrophie-Gruppe 2,95 0,00 1,45 5,95 22,02
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 2,74 0,00 1,95 3,58 8,33

Median, Minimum, .25-Quantil, .75-Quantil, Maximum

33



Ergebnisse

4.1 Radiologische Erhebung

Tab. 14: Patientendaten Bildgebung

Patient OP MRT Segment FE;ani]m Tmcn?;?
0VS85 27.11.2009 19.11.2009 L4/5 7,1 97
1JT86 27.11.2009 28.08.2009 L4/5 5,6 193
2EA39 27.11.2009 18.11.2009 L4/5 3,1 149
3TG50 18.12.2009 08.10.2009 L4/5 5,6 177
4RD23 16.12.2009 02.09.2009 L4/5 4,8 158
51A02 04.02.2010 15.10.2009 L4/5 5,9 120
6MB87 13.01.2010 10.11.2009 L4/5 6,1 103
TWS72 06.01.2010 31.08.2009 L4/5 6,2 99
8F149 03.02.2010 08.10.2009 L4/5 7,3 103
9JC96 21.01.2010 23.10.2009 L4/5 5,6 101
10HR21 25.01.2010 09.11.2009 L4/5 5,3 163
11IL16 28.01.2010 07.12.2009 L4/5 4,8 183
12WB39 01.02.2010 17.12.2009 L4/5 5,3 138
13HW43 09.03.2010 02.12.2009 L4/5 5,2 88
14AF56 15.03.2010 12.03.2010 L4/5 2 233
15PS77 17.03.2010 26.01.2010 L4/5 5,5 143
16SB44 19.03.2010 17.03.2010 L4/5 6,7 87
17MG56 26.03.2010 26.01.2010 L4/5 8,3 98
18HB13 29.03.2010 26.01.2010 L4/5 6,6 122
19HWA41 07.04.2010 07.04.2010 L4/5 1,8 186
20LEO5 08.04.2010 07.04.2010 L4/5 5,3 111
21HM72 09.04.2010 07.04.2010 L4/5 7,5 93
22MS71 12.04.2010 17.03.2010 L4/5 5,6 147
23TF42 16.04.2010 16.04.2010 L4/5 1,1 265
24DW93 02.06.2010 06.04.2010 L4/5 6,3 158
25KT88 26.04.2010 07.04.2010 L4/5 2,1 192
26DN83 26.04.2010 24.04.2010 L4/5 2,8 203
27RP48 21.04.2010 05.10.2009 L4/5 5,8 148
28GS13 03.05.2010 16.02.2010 L4/5 7,4 135
29SK21 04.05.2010 06.04.2010 L4/5 2,2 169
30MN60 26.04.2010 17.12.2009 L4/5 1,6 200
31GK73 14.07.2010 07.06.2010 L4/5 2,4 169
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32GS96 20.05.2010 12.05.2010 L4/5 6,8 119
33HB11 28.06.2010 06.05.2010 L4/5 54 173
34MK72 29.06.2010 06.05.2010 L4/5 5,1 113
35HPR56 05.07.2010 12.05.2010 L4/5 6,8 105
36MC64 09.07.2010 23.06.2010 L4/5 49 132
37RP54 16.07.2010 09.07.2010 L4/5 53 128
38AK18 19.07.2010 09.07.2010 L4/5 5,8 128
39EK55 23.07.2010 07.07.2010 L4/5 4,8 123
40LP92 02.08.2010 27.07.2010 L4/5 7,9 99
41E728 30.07.2010 13.07.2010 L4/5 1.6 201
42HG26 11.08.2010 29.06.2010 L4/5 7,2 99
43AW47 11.08.2010 13.07.2010 L4/5 3,8 179
44HG87 16.08.2010 31.05.2010 L4/5 6,1 144
45IB71 16.08.2010 29.06.2010 L4/5 8 84
460D47 20.08.2010 30.07.2010 L4/5 3 269
47MH72 20.08.2010 06.05.2010 L4/5 54 151
48JB55 20.08.2010 03.08.2010 L4/5 5,7 103
49WS28 06.09.2010 04.05.2010 L4/5 6,1 86

Kontrollgruppe, Hypertrophie-Gruppe
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Tab. 15: radiologische Erhebung

Median Min Q25 Q75 Max | p-Wert
LE-Dicke | Hypertrophie-Gruppe 5,85 4,80 5,33 6,78 8,30 <001
[mm] Kontrollgruppe 2,15 1,10 1,75 2,65 3,10 ’
mCSA Hypertrophie-Gruppe 121,00 84,00 99,50 | 147,75 | 193,00 0.01
[mm?] Kontrollgruppe 196,50 | 149,00 | 172,00 | 204,75 | 245,00 '

Median, Minimum, .25-Quantil, .75-Quantil, Maximum, p-Wert (Wilcoxon-Test)

Die radiologischen Parameter waren auf Seiten der Experimentalgruppe signifi-
kant verandert. Es zeigte sich eine erhohte mediane LF-Dicke sowie eine ver-
ringerte mediane mCSA gegenuber der Kontrollgruppe. Die radiologische Erhe-
bung ergab fur die Kontrollgruppe eine mediane Dicke des Ligamentum flavum
von 2,15 mm, im Vergleich zu 5,85 mm in der Hypertrophie Gruppe. Diese Wer-
te stehen der gemessenen Flache der mCSA diametral entgegen. Fur die Kon-
trollgruppe ergab sich eine mediane mCSA von 196,50 mm?, auf Seiten der Hy-
pertrophie-Gruppe zeigte sich diese im Median auf 121 mm? verringert. Es
konnte bezuglich der LF-Dicke ein sehr signifikanter sowie bezlglich der mCSA
ein signifikanter Unterschied zwischen der Hypertrophie- und der Kontrollgrup-

pe nachgewiesen werden (p < 0,01 bzw. < 0,05).

Die Abbildungen 7 und 8 stellen als boxplots die jeweilige Verteilung von LF-
Dicke und mCSA in beiden Gruppen dar und zeigen, insbesondere im Falle der
LF-Dicke, die klare Trennung zwischen den Gruppen sowie den diametralen
Gegensatz der beiden Variablen auf.

Der Strich innerhalb der Box beschreibt den Median, obere und untere Begren-
zung der Box das 0.75- bzw. 0.25-Quantil. Die Ausdehnung der Box entspricht

somit dem Bereich in dem sich die mittleren 50% der Werte befinden.
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Abb. 7: Boxplot LF-Dicke in beiden Gruppen
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Abb. 8: Boxplot minimal Cross-Sectional Areain beiden Gruppen
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Des Weiteren wurde, der vermuteten Pathophysiologie aus LF-Verdickung mit
konsekutiver Verringerung der mCSA entsprechend, eine lineare Regression
mit mMCSA als abhangige Variable und LF-Dicke als unabhangige Variable

durchgefuhrt. Im Gesamten ergab sich ein klarer linearer Zusammenhang

zwischen

LF-Dicke und mCSA (Tab. 16) sowie abermals eine klare Trennung

der Gruppen (Abb. 9).

Tab. 16: lineare Regression LF-Dicke und mCSA

Abh. Unabh.
Variable | Variable Formel R2 | Rho
mCSA | LF-Dicke mCSA = 231,58 — 17.48 * LF-Dicke s oo1 | <001

R2?: Anteil der erklarten Varianz; P: p-Wert zur Modell Anpassungsglite
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Abb. 9: Scatterplot LF-Dicke versus mCSA

38




Ergebnisse

Das Alter als unabhangige Variable bezogen auf beide Faktoren ergibt ein

inkongruentes Gesamtbild.

Im Streudiagramm Alter versus LF-Dicke (Abb. 10) ist Uber alle Patienten
hinweg ein leichter linearer Zusammenhang erkennbar. Dieser Einfluss des
Alters auf die LF-Dicke ist jedoch innerhalb der beiden einzelnen Gruppen nicht

darstellbar, wie die Korrelationsanalyse (Tab.17) zeigt.
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\ E|Hypertrophie-GruppelZlKontrollgruppe\
Abb. 10: Scatterplot Alter versus LF-Dicke
Tab. 17: Korrelationsanalyse mCSA, LF-Dicke und Alter
mCSA LF-Dicke Alter
mCSA 1 -0,78** -0,42**
LF-Dicke 1 0,34*
Alter 1

Oberhalb der Diagonalen Spearmans Rho; * p < 0,05; ** p <0,001
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Abb. 11: Boxplot Alter in beiden Gruppen
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4.2 Histologie

Tab. 18: CD44-, CD44v5- und CD44v6-Expression (in % positive Zellen)

Median Min Q25 Q75 Max p-Wert

Hypertrophie-Gruppe 46,63 32,02 43,56 51,94 75,68

CD44 <0,01
Kontrollgruppe 18,79 7,88 14,89 25,65 | 40,09
H hie- 4 4 2,04 74,58

CDA4V5 ypertrophie-Gruppe 55,58 34,08 8,95 6 <001
Kontrollgruppe 29,61 1,19 22,52 34,72 39,74
H hie- 2 1,45 5,95 22,02

CDA4vE ypertrophie-Gruppe ,95 0,00 0.74
Kontrollgruppe 2,74 0,00 1,95 3,58 8,33

Median, Minimum, .25-Quantil, .75-Quantil, Maximum, p-Wert (Wilcoxon-Test)

o
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positive Zellen [%]
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Abb. 12: Boxplot CD44-Varianten versus Gruppe
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Der prozentuale Anteil von CD44- und CD44v5-positiven Zellen an der Ge-
samtzahl aller ausgezahlten Zellen war in der Experimental-Gruppe sehr signifi-
kant erhoht gegenuber der Kontrollgruppe (Tab. 18, p < 0,01). Im Falle der
CD44-Farbung zeigte sich ein Verhaltnis von im Median 46,63% positive Zellen
in der Hypertrophie-Gruppe im Vergleich zu einem medianen Anteil von 18,79%
positiver Zellen in der Kontrollgruppe. Die CD44v5-Farbung ergab auf Seiten
der Hypertrophie-Gruppe einen medianen Anteil von 55,58% positiver Zellen im
Vergleich zu 29,61% positive Zellen in der Kontrollgruppe. Die CD44v6 Expres-
sion war nicht signifikant unterschiedlich (2,95% und 2,74%) und bei beiden
Gruppen streng im Bereich der vereinzelt vorkommenden Gefalle im dorsalen
Anteil des Ligamentum flavum lokalisiert.

Die Resultate der drei durchgefuhrten logistischen Regressionen bestatigen das
Ergebnis. Der angegebene Odds Ratio bezieht sich bei CD44 und CD44v5 auf
eine Anderung von 10% und bei CD44v6 auf eine Anderung auf 1%. D.h.
beispielsweise, dass ein 10% hdherer Anteil positiver Zellen bei CD44 zu einer
48,32-fach erhdhten Chance auf Hypertrophie fuhrt.

Tab. 19: Quotenverhéaltnis CD44-Gruppen und Hypertrophie

Abhangige Variable sgfilggl.e OR (95%-KI)
Gruppenzugehorigkeit CD44 48,32 (2,74 — 850,68)
Gruppenzugehorigkeit CD44v5 66,20 (2,28 — 1924,96)
Gruppenzugehdrigkeit CD44v6 1,11 (0,91 - 1,34)

Gruppenzugehorigkeit: 0: Kontrollgruppe; 1: Hypertrophie-Gruppe
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4.3 Demographie

Im demographischen Teil

der Ergebnisanalyse wurde zum einen die

Geschlechterverteilung zwischen den beiden Gruppen sowie das Geschlecht

als Einflussgrofie bezuglich aller metrischen Variablen untersucht.

Tab. 20: Geschlechterverteilung zwischen beiden Gruppen

mannlich weiblich p-Wert
Hypertrophie-Gruppe 19 19 0.09
Kontrollgruppe 10 2 ’
Tab. 21: Geschlecht als variable Einflussgréfle
Median Min Q25 Q75 Max p-Wert
LE-Dicke mannlich 5,40 1,10 2,80 6,30 7,50 0.35
weiblich 5,60 1,60 5,10 6,30 8,30
MCSA mannlich 149,00 86,00 105,00 | 173,00 | 245,00 0.19
weiblich 120,00 84,00 102,00 | 151,00 | 210,00
CD44 mannlich 42,71 7,88 24,36 48,89 75,68 0.15
weiblich 44,44 21,41 41,54 51,94 66,22
CD44V5 mannlich 48,24 1,19 34,08 56,38 70,16 0.10
weiblich 56,13 24,41 46,77 61,72 74,58
CD44v6 mannlich 2,56 0,00 1,39 5,03 22,02 0.54
weiblich 2,74 0,00 1,95 3,58 8,33

Zum einen ergab sich keine signifikante Korrelation bezlglich des Geschlechts

und der Gruppenzugehdrigkeit, auch wenn sich im Falle der Kontrollgruppe die

Verteilung deutlich zu Gunsten des mannlichen Geschlechts darstellt (Tab. 20).

Darlber hinaus ergab sich keine Korrelation zwischen Geschlecht, LF-Dicke,
MCSA, CD44- und CD44v5-Expression (Tab. 21).
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4.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Tab. 22: schliel3ende Statistik

Median Min Q25 Q75 Max p-Wert
LF-Dicke Hypertrophie-Gruppe 5,85 4,80 5,33 6,78 8,30 < 0.01
[mm] Kontrollgruppe 2,15 1,10 1,75 2,65 3,10 ’
mCSA Hypertrophie-Gruppe 121,00 | 84,00 | 99,50 | 147,75 | 193,00 0.01
[mm?2] Kontrollgruppe 196,50 | 149,00 | 172,00 | 204,75 | 245,00 '
CD44 Hypertrophie-Gruppe 46,63 32,02 | 43,56 | 51,94 | 75,68 < 0.01
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 18,79 7,88 | 14,89 | 2565 | 40,09 ’
CD44v5 Hypertrophie-Gruppe 55,58 34,08 | 48,95 | 62,04 | 74,58
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 29,61 1,19 | 22,52 | 34,72 | 39,74 <0,01
CD44v6 Hypertrophie-Gruppe 2,95 0,00 1,45 5,95 22,02 0.74
[% + Zellen] | Kontrollgruppe 2,74 0,00 1,95 3,58 8,33 ’

Median, Minimum, .25-Quantil, .75-Quantil, Maximum, p-Wert (Wilcoxon-Test)

Die Patienten der Experimentalgruppe weillen, unabhangig von Alter und Ge-

schlecht, ein signifikant dickeres Ligamentum flavum auf als die Patienten der

Kontrollgruppe. Die dadurch verringerte mCSA lasst sich direkt mit dem Aus-

malf der LF-Hypertrophie korrelieren und ein linearer Zusammenhang zwischen

diesen beiden Faktoren nachweisen. Somit ist eine klare Trennung der beiden

Gruppen in Patienten mit und ohne Spinalkanalstenose dokumentiert. Im Liga-

mentum flavum der Patienten mit lumbaler Spinalkanalstenose lasst sich, eben-

falls geschlechtsunabhangig, eine signifikant erhéhte Expression der Oberfla-
chenrezeptoren CD44 und CD44v5 nachweisen. Fir CD44v6 gilt dies nicht.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Ergebnisse

Zunachst galt es, die Hypothese einer Ligamentum flavum Hypertrophie als
wichtiger Faktor in der Genese der lumbalen Spinalkanalstenose zu Uberprufen
und ggfs. eine Korrelation zwischen Dicke des Ligamentum flavum und der
mCSA nachzuweisen.

Die Analysen der MRT-Aufnahmen im Rahmen dieser Studie ergaben eindeuti-
ge Ergebnisse. Wir konnten zeigen, dass die radiologischen Parameter auf Sei-
ten der Experimentalgruppe signifikant verandert waren. Es konnte gegenuber
der Kontrollgruppe eine erhdhte mediane LF-Dicke sowie eine verringerte me-
diane mCSA erhoben werden. Die radiologische Bestimmung ergab fur die
Kontrollgruppe eine mediane Dicke des Ligamentum flavum von 2,15 mm, im
Vergleich zu 5,85 mm in der Experimentalgruppe. Diese Werte stehen der ge-
messenen Flache der mCSA diametral entgegen. Fir die Kontrollgruppe ergab
sich eine mediane mCSA von 196,50 mm?, auf Seiten der Experimentalgruppe
zeigte sich diese im Median auf 121 mm? verringert. Es konnte bezuglich der
LF-Dicke ein sehr signifikanter sowie bezlglich der mCSA ein signifikanter Un-
terschied zwischen der Hypertrophie- und der Kontrollgruppe nachgewiesen
werden (p < 0,01 bzw. < 0,05). Dartber hinaus ergab sich eine lineare Korrela-
tion zwischen der Dicke des Ligamentum flavum und der mCSA.

Bezlglich des Stellenwertes der Ligamentum flavum Hypertrophie im Rahmen
der Atiologie einer lumbalen Spinalkanalstenose besteht in der Literatur Kon-
sens. Auch wenn die lumbale Spinalkanalstenose als eine multifaktorielle Er-
krankung anzusehen ist und eine Einengung der Cauda equina laut verschie-
denster Autoren sowohl auf kndcherne als auch bindegewebliche Veranderun-
gen zurtckzufihren ist [99, 106, 127], stellt das Ligamentum flavum eine zent-
rale Struktur im pathophysiologischen Prozess dar. 1931 zeigten Towne et al.
anhand zweier case reports die Wichtigkeit dieser Bandstruktur auf [131]. Bei
beiden Patienten konnte durch Entfernen des verdickten Ligamentum flavum

eine komplette Remission der Symptome erzielt werden. Allerdings blieb den
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Autoren die Atiologie der Verdickung unbekannt. Neuere Untersuchungen
kommen zu vergleichbaren Ergebnissen. Sowohl Sakamaki et al. als auch Ab-
bas et al. konnten mittels MRT-Bildgebung in Bezug auf die Dicke des Ligamen-
tum flavum klare Unterschiede zwischen Patienten mit und ohne lumbaler Spi-
nalkanalstenose feststellen. Die Verdickung des Ligamentum flavum auf Seiten
der Patienten mit lumbaler Spinalkanalstenose zeigte sich geschlechtsunab-
hangig, aber abhangig vom Alter der Patienten [1, 113]. Die Frage, ob eine
Verdickung des Ligamentum flavum auf eine direkte Hypertrophie des Bandes
oder nur auf eine Pseudohypertrophie durch Vorwdlbung zurtckzufihren ist,
wird von einzelnen Autoren kontrovers diskutiert. Am Anfang der Entstehung
einer spinalen Enge steht eine durch Bandscheibendegeneration bedingte Ho-
henminderung, die eine vermehrte Laxizitat des Bandapparates zur Folge hat.
Laut Altinkaya et al. und Postacchini et al. kann in Folge der verringerten Span-
nung eine Einengung des Spinalkanals nur mittels Vorw6lbung des Ligamentum
flavum ausgeldst werden [4, 103]. Allerdings formulierten Postacchini et al. nur
eine vage Vermutung anhand der Untersuchung eines sehr kleinen Kollektivs
von 10 LSS-Patienten. Altinkaya et al. schlossen zwar 224 Patienten in ihre
Studie ein, erfassten aber magnetresonanztomographisch insgesamt 896 LF-
Dicken von L2 bis S1, ohne den Fokus auf die fur die Pathogenese der lumba-
len Spinalkanalstenose wichtigen Segmente L3/4 und insbesondere L4/5 zu
legen. Die Autoren konnten mittels MRT-Untersuchung eine Hypertrophie des
LF mit dem Grad der Bandscheibendegeneration korrelieren und folgerten dar-
aus, dass eventuell eine Pseudohypertrophie vorliegen kdnne. Es erfolgte keine
weitere intraoperative oder histologische Analyse. Auch steht die These der
Korrelation zwischen Bandscheibendegeneration und LF-Dicke im Gegensatz
zu Erkenntnissen von Park et al. [99]. Erwiesen ist allerdings, dass eine der
Hoéhenminderung folgende Instabilitat zwangslaufig zu strukturellen Umbaupro-
zessen und einer Hypertrophie des Ligamentum flavum fuhrt [76], weswegen
uber eine Verdickung als endgultigem Ausloser der Hypertrophie in der Literatur
Konsens besteht [50, 68, 102]. Bezuglich Diagnostik und eventueller praopera-
tiver Quantifizierung des Schweregrades einer lumbalen Spinalkanalstenose

mittels Bildgebung, beispielsweise durch die mCSA, existieren verschiedene
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Ansatze. Die Erfassung der charakteristischen klinischen Symptome der Clau-
dicatio spinalis ist ein wichtiger Baustein und deren Korrelation mit den ange-
wandten radiologischen Parametern essentiell, um Sensitivitat und Spezifitat zu
uberprufen. Hall et al. konnten anhand einer Verlaufsbeobachtung bei 68 Pati-
enten feststellen, dass Beinschmerzen bei fast allen Betroffenen (93%) auftra-
ten, bei zwei Dritteln (68%) waren beide Beine betroffen. Die Mehrzahl der Be-
troffenen (63%) litt an Parasthesien und Dysasthesien und knapp die Halfte
(43%) beklagten Gangunsicherheit und ein Schwachegefuhl in den Beinen. Ru-
ckenschmerzen traten zwar bei zwei Dritteln (65%) der Betroffenen auf, waren
aber meist von geringer Intensitat [42, 96]. Diese Symptome fuhren bei den Pa-
tienten zu einer schmerzbedingten Gehstreckenverkirzung [104]. Durch korper-
liche Belastung oder durch Einnehmen der Ausldseposition lassen sich die
Symptome in der klinischen Untersuchung reproduzieren. Typische Untersu-
chungsbefunde sind laut Katz et al. ein breitbasiger Gang, ein positiver Rom-
bergtest oder Oberschenkelschmerzen nach 30 Sekunden langer Extension der
Lendenwirbelsaule in aufrechter Haltung [61, 96]. Mittels Anamnese und Klinik
lasst sich somit die Diagnose stellen. Durch Multimorbiditdt und AuRerungs-
schwierigkeiten im Alter kann die Diagnosefindung allerdings erschwert sein
[96], wodurch der Bildgebung ein hoherer Stellenwert zukommt. Verschiedene
Autoren konnten die MRT als Goldstandart fir die Diagnose der lumbalen Spi-
nalkanalstenose ermitteln. Bischoff et al. verglichen 1993 in einer retrospektiven
Studie an 57 Patienten deren intraoperative Befunde mit dem praoperativ mit-
tels Computertomographie, Magnetresonanztomographie und Myelographie
erhobenen Ausmald. In Zusammenschau aus Genauigkeit, Sensitivitat und
Spezifitdt der Untersuchung sowie Belastung des Patienten durch Strahlen oder
untersuchungsbedingte invasive MalRnahmen kamen die Autoren zu dem
Schluss, dass die Bildgebung mittels MRT zu bevorzugen sei [9]. Andere Auto-
ren kamen zu vergleichbaren Ergebnissen [95, 114]. Als radiologischen Para-
meter fur die Visualisierung einer spinalen Enge legten Verbiest et al. den me-
diosagittalen Durchmesser des Duralsacks fest [134]. Jones et al. konnten je-
doch weder flr den sagittalen und den interpedikularen Abstand noch flir das

Spinalkanal-Wirbelkdrper-Verhéltnis eine Korrelation zum Einengungsgrad
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nachweisen [55]. Verschiedene Autoren postulierten die in der Transversalebe-
ne gemessene Gesamtflache des Duralsacks als geeignetste Nachweis-
Methode [36, 51, 119], idealerweise nicht nur mittels CT, um eine Einengung
durch Weichteilgewebe nicht unberucksichtigt zu lassen. Ob nun die minimal
Cross-Sectional Area direkt mit dem Schweregrad der klinischen Symptome der
Spinalkanalstenose korreliert, wird unterschiedlich bewertet. Moon et al. vergli-
chen die mittels Laufband ermittelten maximalen Gehstrecken von 35 LSS-
Patienten mit deren radiologischen Befunden. Sie konnten keine Korrelation
zwischen der Laufstrecke und dem Mediosagittaldurchmesser oder der Quer-
schnittsflache des Duralsacks nachweisen [87]. Auch Zeifang et al. konnten
keinen Zusammenhang zwischen Gehstrecke und Duralsackdurchmesser er-
kennen [139] und Sirvanci et al. konnten keine Korrelation zwischen der dural
Cross-Sectional Area und dem Owestry Disability Index aufzeigen [121]. Dem
gegenuber stehen Erkenntnisse von Ogikubo et al.: Die Autoren konnten in ei-
ner aufwendigen Studie eine direkte Korrelation zwischen der mCSA des Dural-
sacks und klinischen Symptomen nachweisen. Die Untersucher erfassten, im
Gegensatz zu Moon et al., Zeifang et al. und Sirvanci et al., alle wichtigen klini-
schen Parameter in einer Studie. Dies waren die Laufstrecke, der subjektive
Schmerzgrad sowie die schmerzadaptierte Lebensqualitat der Patienten. Sie
stellten fest, je geringer die mCSA, desto starker der Schmerz, kirzer die Lauf-
strecke und schlechter die Lebensqualitat [97]. Vergleichbare Ergebnisse finden
sich bei Kanno et al. [60]. Alles in allem erscheint uns in Zusammenschau der
Literatur die magnetresonanztomographisch ermittelte mCSA als Parameter zur
Erfassung des Schweregrades einer lumbalen Spinalkanalstenose geeignet.
Leider kann anhand der vorliegenden Studie keine Aussage Uber eine mogliche
Korrelation von mCSA und Klinik getroffen werden, da praoperativ keine zwi-
schen den Patienten vergleichbare einheitliche Erfassung der klinischen Symp-
tome erfolgte. Die Etablierung eines suffizienten radiologischen Parameters
stellte jedoch kein Ziel der vorliegenden Studie dar, sondern diente vielmehr der
klaren Trennung zwischen Experimental- und Kontrollgruppe.

Zur Beantwortung der ersten Fragestellung lassen die Ergebnisse der Studie in

Zusammenschau mit der erwahnten Literatur folgende Schlisse zu: Eine Hy-
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pertrophie des Ligamentum flavum stellt altersunabhangig einen essentiellen
Faktor in der Genese der lumbalen Spinalkanalstenose dar. Der Schweregrad
der spinalen Einengung lasst sich unter anderem anhand der mCSA im MRT
quantifizieren. Diese steht in einem direkten linearen Zusammenhang zum

Ausmal} der Ligamentum flavum Hypertrophie.

AnschlieRende Uberlegungen beziiglich duBerer und kdrpereigener Faktoren
sowie zellularer Mechanismen, die sich fur die Hypertrophie verantwortlich zei-
gen, fUhren zur zweiten und zentralen Fragestellung dieser Dissertationsschrift.
Als Folge ergab sich die Hypothese einer veranderten Expression von CD44
und dessen Splice-Varianten CD44v5 und CD44v6 in einem hypertrophierten
Ligamentum flavum, wodurch die Studie als erste ihrer Art eine eventuelle
Uberexpression dieses Oberflaichenrezeptors bei Patienten mit lumbaler Spi-
nalkanalstenose in den Fokus stellt.

Es konnte in den entnommenen Bandstrukturen der Hypertrophie-Gruppe eine
gegenuber der Kontrollgruppe signifikant erhdhte CD44- und CD44v5-
Expression detektiert werden, wohingegen die Expression von CD44v6 nicht
signifikant vermehrt war. Es bestand keine Korrelation zwischen dem Patien-
tenalter und der CD44- bzw. CD44v5-Expression.

In der Literatur finden sich vorangegangene Studien, welche eine CD44-
Expression allgemein in Sehnen oder die Beteiligung des Rezeptors an Hei-
lungsvorgangen in geschadigten tendinésen oder dermalen Strukturen unter-
suchten. Favata et al. konnten im Tierversuch eine Beteiligung von CD44 an
fibrotischen Regenerationsvorgangen in Sehnen nachweisen, im Gegensatz
dazu war die CD44-Expression in fetalen Sehnen mit narbenfreier Heilung ver-
ringert [31]. Ansorge et al. verglichen die Sehnenheilung von CD44 knock-out
Mausen mit der von Wildtyp-Mausen und beschrieben einen klaren Vorteil auf
Seiten der genmanipulierten Tiere. Die Autoren stellten fest, dass eine vermin-
derte CD44-Aktivitat durch eine reduzierte Ausschuttung proinflammatorischer
Zytokine und ein erhohtes Hyaluronan Level zu verbesserten Materialeigen-
schaften fuhrt, woraus sich eine suffizientere Sehnenheilung ergibt [5]. Diese

Erkenntnisse stimmen mit vergleichbaren Untersuchungen in anderen Gewe-
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ben Uberein. Hollingsworth et al. untersuchten im Tierversuch an Mausen die
Rolle von CD44 bei der Makrophagenaktivierung im Rahmen einer durch bakte-
rielle Lipopolysaccharide ausgeldsten Schleimhautreizung des Respirationstrak-
tes. Dabei ergab sich 24 Stunden nach der Exposition in der bronchio-
alveolaren Lavage der CD44 defizitaren Gruppe eine verminderte Zahl von
Makrophagen und neutrophilen Granulozyten sowie niedrigere Level an IL-1(,
IL-6, Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor (G-CSF) und Makrophage
Inflammatory Protein 2 (MIP-2). Der Hyaluronangehalt hingegen war gesteigert
[49]. Die Rolle der Hyaluronan-CD44-Interaktion ist Gegenstand zahlreicher
Untersuchungen. Das Glykosaminoglykan ist fur die narbenlose fetale Wund-
heilung eine entscheidende Struktur der Extrazellularmatrix. Mast et al. entfern-
ten im Rahmen einer Vergleichsstudie durch Streptomyces hyaluronidase die
Hyaluronsaure aus dem Wundgewebe ungeborener Kaninchenfeten. Ergebnis
war eine erhohte Fibroblasten Infiltration, Kollagenablagerung und Kapillarisie-
rung des Gewebes, was im Vergleich zur Kontrollgruppe eine insuffizientere
narbig-fibrotische Wundheilung zur Folge hatte [83]. Yagishita et al. zeigten,
dass sich ein hoher Hyaluronsaurespiegel, erzielt durch eine lokale Injektion,
positiv auf die Regeneration von Sehnengewebe auswirkt [137], ein hoher
Spiegel an CD44 aber zu einer fibrotischen Heilung fuhrt [31]. Analog zu der
geringeren Expression von CD44 in fetalen Sehnen weisen diese gegenulber
Sehnen erwachsener Patienten einen hoheren Gehalt an Hyaluronan auf [63,
124]. CD44 stellt also ein Schllsselprotein der Hyaluronsaure Homdostase dar
[6, 64]. Zum einen ist die Aktivitat von Hyaluronidase-1 und -2, den Abbauprote-
inen des Hyaluronan, abhangig von CD44 [44], zum anderen bindet CD44 di-
rekt Hyaluronsaure und vermittelt deren Aufnahme in die Zielzelle mittels Endo-
zytose und damit den lysosomalen Abbau [20]. Alles in allem scheint ein Zu-
sammenhang zwischen CD44-Expression, Hyaluronanlevel und Narbenge-
websbildung in Sehnen und Haut wahrscheinlich.

Im Rahmen der Heilung oder Strukturveranderung von Bandern, insbesondere
des Ligamentum flavum, konnten ebenfalls einzelne Faktoren und Rezeptoren
detektiert werden. Sairyo et al. konnten eine Uberexpression proinflammatori-
scher Zytokine, COX-2, TNF-a, IL-1B, IL-8 und IL-15 in normalem und hypertro-

50



Diskussion

phiertem Ligamentum flavum zeigen und formulierten die Moglichkeit zur Ver-
hinderung der Hypertrophie mittels anti-inflammatorischer Medikation [112]. Die
Autoren stellten eine Fibrosierung primar im dorsalen Bereich des Ligaments
durch kontinuierliche Traumata fest. Als ein Faktor in der Genese ergab sich
eine zu Beginn der Hypertrophie gesteigerte Exprimierung von TGF-3 [111].
Weitere Autoren identifizierten TGF-B und genauer TGF-B1 als einen mittels
Modulation der Immunantwort wirkenden Faktor bei Genese und Progress der
Banddegeneration [16, 80]. Untersuchungen von Honsawek et al. ergaben eine
erhohte basic fibroblast growth factor (bFGF) Expression in hypertrophiertem
Ligamentum flavum [50]. TGF-B1 und bFGF tragen durch ihre Funktion als fib-
roblasten- und chondrozytenstimulierende Faktoren entscheidend zur Patholo-
gie der Gewebsfibrose bei [21, 33]. Ferguson et al. detektierten die verschiede-
nen Exprimierungslevel der einzelnen TGF-B Gruppen im Rahmen fetaler
Wundheilung. Dabei zeigten sich TGF-B1 und TGF-B2 erniedrigt, TGF-3 da-
gegen erhdht [32]. Den Zusammenhang zwischen TGF- Expression und Hyal-
uronangehalt im Gewebe konnten David-Raoudi et al. aufzeigen. Die Autoren
wiesen in vitro eine durch Hyaluronan induzierte Erhdhung der TGF-B3 und Kol-
lagen Typ Il (fetales Kollagen) Expression in humanen Hautfibroblasten nach
[24]. Dieser Effekt zeigte sich darlber hinaus abhangig von der Molekularstruk-
tur des Hyaluronan. Native und langkettige Hyaluronsaure (HA-880) |6ste einen
Anstieg von TGF-B3 und Kollagen Typ Ill aus, HA-Fragmente (HA-12) hatten
auch einen Anstieg von TGF-B1und Kollagen Typ | zur Folge. Die Autoren ver-
muten, dass Hyaluronan unter anderem Uber TGF-B3 und Kollagen Typ Il eine
.fetusahnliche“ Umgebung schafft, mit der Mdglichkeit zur narbenfreien Rege-
neration [24]. Leider findet sich in der Literatur bezlglich einzelner TGF-3
Gruppen oder der genauen Interaktionen mit Hyaluronan, keine vergleichbare
Untersuchung direkt an Bandstrukturen oder hypertrophiertem Ligamentum fla-
vum. Da aber auch in Bandern die einzelnen TGF- Untergruppen die gleichen
Effekte auf Fibroblasten haben durften, kann davon ausgegangen werden, dass
die beobachteten Exprimierungslevel groflitenteils zwischen den Gewebearten
vergleichbar sind. Und auch der in Sehnen und Haut beobachtete Zusammen-

hang zwischen CD44, Hyaluronangehalt und Narbengewebsbildung scheint auf
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Bandstrukturen Ubertragbar. Somit ware ein durch CD44 gesteuertes niedriges
Hyaluronanlevel Uber eine hohe TGF-B1 und -B2 Expression fur eine Fibrosie-
rung des Ligamentum flavum verantwortlich, ein durch CD44 gesteuertes hohes
Hyaluronanlevel Uber eine hohe TGF-B3 Expression jedoch von Vorteil. Im Wi-
derspruch dazu stehen Erkenntnisse von David-Raoudi et al und Lin et al. Da-
vid-Raoudi et al. konnten nachweisen, dass durch CD44 hemmende RNA der
Effekt der gesteigerten TGF-3 Expression verhindert wird [24]. Lin et al. konn-
ten zeigen, dass die Verabreichung von Sodium Hyaluronan in das verbliebene
Ligamentum flavum nach Diskektomie das Auftreten von Dura-flavum-
Adhasionen verhindern kann und somit eine Modulation der CD44-Aktivitat mit-
tels Hyaluronan moglich erscheint [75]. Es erscheint unklar, ob nun CD44 durch
Abbau und Endozytose fur die Hyaluronanhomoostase verantwortlich ist, Hyal-
uronan seine Effekte Uber Modulation von CD44 vermittelt oder beide Mecha-
nismen zutreffen. Auch die Beteiligung anderer Rezeptoren oder Faktoren steht
im Raum.

Ein weiterer zur LF-Hypertrophie beitragender Faktor ist die Expression von
Matrixmetalloproteinasen (MMP). MMPs spielen eine Schlusselrolle bei Abbau
von Bestandteilen der Extrazellularmatrix, interzellularer Kommunikation, Zell-
migration, Tumorwachstum und Angiogenese [3]. Bekannt ist deren Rolle bei
Umbauprozessen im Rahmen von Sehnendegenerationen beispielsweise der
Rotatorenmanschette [67] oder der langen Bizepssehne [69]. Lakemeier et al.
konnten zeigen, dass eine durch VEGF getriggerte Uberexprimierung von
MMP-1, -3, und -9 unabhangig vom Alter klar mit einer Hypertrophie des Liga-
mentum flavum korreliert [68], vergleichbare Ergebnisse zeigen sich fir MMP-2
und -13 [100]. In vitro kann die MMP Expression durch Zugabe von Hyaluronan
mittels CD44 gehemmt werden [56]. Allgemein existiert bezuglich der Degene-
ration und Regeneration von Bandern weniger Literatur, als dies bei Sehnen
oder Haut der Fall ist. Die genauen Mechanismen der CD44-Hyaluronan-
Interaktion im Rahmen einer Ligamentum flavum Hypertrophie bedlrfen weite-
rer Forschung und waren nicht Gegenstand der Fragestellungen dieser Disser-

tationsschrift.
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Bei der Frage, welche aulReren oder korpereigenen Einflisse zu einer erhohten
CD44-Expression und eventuell darlber zu einer Hypertrophie des Ligamentum
flavum fuhren, sind verschiedene Faktoren als atiologisch wichtig einzustufen.
So scheint dauerhafte mechanische Belastung die CD44-Expression zu stimu-
lieren. In aus Rattenschwanzen kultivierten Sehnen-Fibroblasten konnten Cro-
ckett et al. sowohl eine um 60% erhdhte Expression an CD44 als auch eine
zweifach erhohte Hyaluronan Expression als Antwort auf zyklische mechani-
sche Belastung finden [18]. Ein anderer wichtiger atiologischer Faktor ist Inter-
leukin 1 (IL-1). Nach Behandlung mit IL-1 zeigen humane Chondrozyten einen
Verlust an Proteoglykanen und eine erhéhte CD44-Expression [93]. Sairyo et al.
zeigten eine Korrelation zwischen IL-1 Expression und Dicke eines hypertro-
phierten LF auf [112], King et al. einen Zusammenhang zwischen IL-10 Expres-
sion und Hyaluronangehalt [62]. Die Hypertrophie des Ligamentum flavum kann
also sowohl Folge mechanischer als auch biochemischer Stimuli sein. Daruber
hinaus besteht Evidenz fir die Abhangigkeit der CD44-Expression vom Alter
der Patienten. Zhou et al. fanden heraus, dass altere aus Rattenschwanzen
gewonnene Stammzellen hoéhere Level von CD44 exprimieren als jungere
[142]. Das Patientenalter als Einflussgrof3e ist natlrlich auch bei der im Rah-
men dieser Dissertationsschrift durchgefuhrten Studie nicht aulzer Acht zu las-
sen. Nichts desto trotz, auch wenn das Patientenalter moglicherweise einen
Faktor fUr die signifikanten Ergebnisse unserer Studie darstellt, sind wir der
Meinung, dass es nicht als die alleinige HaupteinflussgréRe anzusehen ist, da
sich keine signifikante Korrelation zwischen Patientenalter, CD44-Expression
und Grad der Hypertrophie finden liel3. Daher bleibt der Grund fur die erhdhte
CD44-Expression zum jetzigen Zeitpunkt unklar, war aber auch nicht Gegen-
stand der Fragestellung dieser Dissertationsschrift und gibt Mdglichkeit zu wei-
terflhrender Forschungsarbeit.

Nun zur genaueren Diskussion der Ergebnisse der einzelnen CD44-Varianten.
Eine Erklarung fir die erhdhte CD44v5-Expression kann in einer veranderten
Liganden-Bindungskapazitat der Splice-Variante im Vergleich zur Standartform
gesehen werden. In Tumorzellen konnten Sleeman et al. eine Korrelation zwi-

schen erhéhter Expression von CD44v5-v7 auf der Zelloberflache und erhdhter
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Bindungskapazitat fur 16sliches Hyaluronan beobachten [122]. Die Autoren pos-
tulierten, dass die Regulation von CD44 durch verschiedene Faktoren wie dem
Vorhandensein variabler Exons oder der Glykosilierung vermittelt wird und Uber
diesen Mechanismus den Zellen erlaubt, ihre Hyaluronan-Bindung selbst zu
regulieren. Daher sind CD44 Splicevarianten moglicherweise ein Antwortme-
chanismus auf veranderte aufere Einflisse. Bekannt ist die CD44v5-
Uberexpression im Rahmen degenerativer Erkrankungen. Die Splice-Varianten
CD44v6-v7, CD44v5-v9 und CD44v2-v10 wurden erstmals von Hale et al. in der
Synovialflissigkeit arthrotisch veranderter Gelenke identifiziert [41]. Im Endsta-
dium der Gonarthrose lasst sich in humanen Knorpel- und Synoviaproben eine
Korrelation zwischen der CD44v5-Expression und histologischer Matrix Zersto-
rung nachweisen [34, 130]. Es besteht allerdings auch ein Zusammenhang zwi-
schen CD44v5-Expression und der entzindlichen Aktivitat einer rheumatoiden
Arthritis [41, 46]. Und Tibesku et al. konnten im Tierversuch eine Korrelation
zwischen CD44v6-Expression der Chondrozyten im hyalinen Knorpel und dem
histologisch erfassten Grad der Knorpelschadigung bei Kniegelenksarthrose
nachweisen [130]. In weiteren Untersuchungen konnte CD44v6 in Synovia-
Fibroblasten von Patienten mit rheumatoider Arthritis und anderen Autoimmun-
erkrankungen nachgewiesen werden [7, 19, 130]. DarUber hinaus wurde ge-
zeigt, dass Lymphozytenaktivierung von erhdéhten CD44v6 Level begleitet wird
[136]. Aufgrund unserer Beobachtung einer CD44v5-Uberexpression scheint
eine Beteiligung der Splice-Variante an den Umbauprozessen im Ligamentum
flavum naheliegend. CD44v5 wird im Rahmen einer LF Hypertrophie syntheti-
siert und tragt zur Pathogenese der Erkrankung bei. Die Expression von
CD44v6 stellte sich sowohl in der Kontroll- als auch der Hypertrophie-Gruppe
als niedrig heraus, sodass davon ausgegangen werden kann, dass diese Spli-
ce-Variante keine bedeutende Rolle im Rahmen der LF Hypertrophie spielt. In
unseren LF Proben war die CD44v6-Expression streng mit Gefalten innerhalb
des Ligamentum flavum assoziiert und kann moglicherweise durch in den Ge-
faBwanden verbliebene Lymphozyten erklart werden. Alles in allem scheint der
Schwerpunkt der CD44v6-Expression, zumindest was das Ligamentum flavum

betrifft, doch eher im Bereich immunologischer statt degenerativer Vorgénge zu
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liegen, auch wenn vorangegangene Untersuchungen einen Zusammenhang zur

Knorpeldegeneration nachweisen konnten.

Zur Beantwortung der zweiten Fragestellung lassen die Ergebnisse der Studie
in Zusammenschau mit der erwahnten Literatur folgende Schlisse zu. Die Ex-
pression von CD44 und dessen Splice-Variante CD44v5 ist unabhangig vom
Patientenalter in hypertrophiertem Ligamentum flavum signifikant erhdht ge-
genuber der Expression ebendieser Faktoren in einer gesunden Bandstruktur.
Der Oberflachenrezeptor ist durch die Vermittlung struktureller degenerativer
Umbauprozesse des Ligamentum flavum an der Entwicklung einer lumbalen
Spinalkanalstenose beteiligt. Es bestehen Hinweise darauf, dass sich aus einer
Modulation der CD44-Expression mdglicherweise neue therapeutische Optio-
nen im Frihstadium der Spinalkanalstenose ergeben. In dieser Hinsicht kbnnen
im Zusammenspiel mit zusatzlichem Forschungsaufwand auch die Ergebnisse
der vorliegenden Studie hilfreich sein. Als Ausléser der Hypertrophie kommen
mechanische und biochemische Stimuli in Betracht. Der genaue Grund fur die
erhdhte CD44-Expression verbleibt unklar und gibt ebenfalls Mdéglichkeit zur

weiterfuhrenden Forschungsarbeit.

Die vorliegende Studie weist verschiedene Einschrankungen auf. Erstens stellt
sich die Kontrollgruppe mit 12 Patienten im Vergleich zur Hypertrophie-Gruppe
als eher klein dar. Da das Ziel der Studie in einem Vergleich zwischen hyper-
trophiertem und normalem Ligamentum flavum bestand, verwendeten wir in der
Kontrollgruppe nur Proben von Patienten mit der Indikation zur Nukleotomie
ohne sichtbare Zeichen degenerativer lumbaler Wirbelsaulenerkrankungen.
Dies stellt eine sehr enge Indikation dar. Zweitens geht die lumbale Spinalka-
nalstenose mit verschiedenen Graden der Facettengelenksarthrose einher, was
moglicherweise die CD44-Expression im Ligamentum flavum beeinflusst. Daher
wurden nur Proben aus dem mittleren Bereich des Bandes zwischen den La-
minae verwendet. Des Weiteren wurden zur besseren Vergleichbarkeit nur Pro-
ben aus dem Wirbelkdrpersegment L4/5 entnommen. Drittens liegt ein unter-

schiedliches medianes Alter in Kontroll- und Hypertrophie-Gruppe vor. Die Pati-
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enten der Kontrollgruppe waren im Median 23 Jahre junger als die der Hyper-
trophie-Gruppe. Dies mag mdglicherweise unsere Ergebnisse zum Teil beein-
flusst haben. Da aber insbesondere in der Hypertrophie-Gruppe keine Korrela-
tion zwischen Durchschnittsalter und LF-Dicke nachgewiesen wurde, kann nicht
davon ausgegangen werden, dass ein normaler Alterungsprozess die Haupter-
klarung fur die Ergebnisse darstellt. Alter ist als atiologischer Faktor der Erkran-
kung bekannt. Allerdings, selbst wenn Alter der primare Ausldser fur die CD44-
Uberexpression sein sollte, andert dies nichts am potentiellen Nutzen der Er-

gebnisse flur die zuklnftige Behandlung der lumbalen Spinalkanalstenose.

5.2 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass der Grad der Ligamentum flavum
Hypertrophie ein entscheidender Faktor in der Genese einer lumbalen Spinal-
kanalstenose ist. Die Dicke des Ligamentum flavum korreliert linear mit der Ver-
ringerung der minimal Cross-Sectional Area des Duralsacks. Das Ausmal’ der
LF-Hypertrophie ist unter anderem abhangig von einer vermehrten Expression
des Oberflachenrezeptors CD44 und dessen Splice-Variante CD44v5. Die Spli-
ce-Variante CD44v6 spielt in diesem Kontext keine Rolle. Die komplexen Me-
chanismen der Interaktion von CD44 mit seinem Hauptliganden Hyaluronan,
sowie anderen an der Hypertrophie beteiligten Proteasen, Proteinen und Ent-
zundungsmediatoren wie MMP, VEGF oder Interleukin konnten im Rahmen
dieser Dissertationsschrift nicht allumfassend geklart werden. Somit kann Uber
die tatsachliche Bedeutung der CD44- bzw. CD44v5-Expression fur die LF-
Hypertrophie und damit die Auspragung einer lumbalen Spinalkanalstenose
ohne weiterflhrende Erkenntnisse bezliglich der genauen Interaktion der ein-
zelnen Faktoren auf inter- sowie intrazellularer Ebene nur gemutmaldt werden.
Durch die mittels der vorliegenden Arbeit aufgezeigte sehr hohe Signifikanz (p <
0,01) der Erhéhung von CD44- und CD44v5-Expression in hypertrophiertem
Ligamentum flavum erscheint jedoch auch eine tatsachliche und signifikante
Bedeutung dieses Oberflachenrezeptors fir die Genese der Hypertrophie wahr-
scheinlich. Diese konnte, wie beschrieben, in Sehnenstrukturen bereits nach-

gewiesen werden. Zur dezidierteren Uberpriifung der Hypothese eines ent-
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scheidenden Anteils des Oberflachenrezeptors CD44 an der Degeneration von
Bandstrukturen und insbesondere des Ligamentum flavums waren beispiels-
weise gezielte Modulationen des Rezeptors unter Minimierung externer Storein-
flisse mit anschlieBender Quantifizierung des Degenerationsgrades zielfuh-
rend. Aus einer solchen Modulation der CD44-Expression lielten sich daruber
hinaus mdglicherweise neue therapeutische Optionen ableiten. CD44-
Antagonisten finden bereits experimentelle Anwendung im Bereich der Pro-
gression und Metastasierung von humanen Xenograft-Tumoren [135]. Ansatze
zur medikamentdésen Hemmung von CD44 erscheinen somit vor dem Hinter-
grund der aktuellen Ergebnisse vielversprechend. Auswirkungen der selektiven
CD44-Inhibition kénnten die Bedeutung des Oberflachenrezeptors fur die Ge-
nese der lumbalen Spinalkanalstenose verifizieren und im Folgenden zur Pra-

vention der lumbalen Spinalkanalstenose eingesetzt werden.
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6 Zusammenfassung

6.1 Deutsche Zusammenfassung

Einleitung: Die lumbale Spinalkanalstenose (LSS) stellt die haufigste Indikation
fur operative Eingriffe im Bereich der Lendenwirbelsdule dar. Die lumbale Ein-
engung des Spinalkanals geht zum Uberwiegenden Teil auf eine Hypertrophie
des Ligamentum flavum (LF) zurlck. Trotz zahlreicher vorangegangener Stu-
dien sind die zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen der Hy-
pertrophie in ihrer Komplexitat nach wie vor unbekannt.

Das Ziel dieser experimentellen Studie besteht in der immunhistochemischen
Detektion einer eventuell vorliegenden Uberexpression von CD44 und seiner
Splice-Varianten CD44v5 und CD44v6 in hypertrophiertem Ligamentum flavum
bei Patienten mit LSS.

Material und Methoden: 38 Patienten mit LSS wurden im Rahmen einer opera-
tiven spinalen Dekompression Proben des LF enthommen. 12 weitere LF-
Proben wurden Patienten mit Discusprolaps ohne magnetresonanztomogra-
phisch nachweisbare degenerative LSS im Zuge einer Nukleotomie entnom-
men. Die Proben wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten und mittels Anti-
koérpern gegen CD44, CD44v5 und CD44v6 mit DAB gefarbt. Zusatzlich wurde
in praoperativ angefertigten T1-gewichteten MRT-Aufnahmen dieser Patienten
auf Hohe L4/5 die LF-Dicke sowie die minimal Cross-Sectional Area (mCSA)
des Duralsacks bestimmt.

Ergebnisse: Flavum-Dicke, CD44- und CD44v5-Expression waren auf Seiten
der LSS-Gruppe signifikant erhdht, die mCSA signifikant verringert. Bezlglich
der CD44v6-Expression lie sich kein Unterschied zwischen beiden Gruppen
nachweisen. Es konnte eine Korrelation zwischen LF-Dicke, mCSA, CD44- und
CD44v5-Expression nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Die Entstehung einer LSS beruht auf einer Hypertrophie des
LF und ist mit einer Uberexpression von CD44 und CD44v5 assoziiert. CD44v6

ist daran nicht beteiligt. Die Studie zeigt einen mdglichen molekularen Mecha-
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nismus der strukturellen Veranderungen des LF auf, die nicht durch morpholo-

gische Merkmale allein erklarbar sind.

6.2 Englische Zusammenfassung

Background: The most common spinal disorder in the elderly is lumbar spinal
stenosis (LSS), which results in part from ligamentum flavum (LF) hypertrophy.
Although prior histologic and immunochemical studies have been performed in
this area, the pathophysiology of loss of elasticity and hypertrophy is not com-
pletely understood.

The purpose of this immunohistological study is to elucidate the role of CD44
and its splice variants CD44v5 and CD44v6 in the hypertrophied LF obtained
from patients with lumbar spinal stenosis (LSS).

Materials and methods: LF samples of 38 patients with LSS were harvested
during spinal decompression. Twelve LF samples obtained from patients with
disc herniation and no visible degeneration on preoperative MRI were obtained
as controls. Samples were dehydrated and embedded in paraffin. For immuno-
histochemical determination, slices were stained with antibodies against CD44,
CD44v5, and CD44v6 stained with DAB. LF hypertrophy and minimal Cross-
Sectional Area (CSA) were measured with T1-weighted MRI.

Results: CD44 and CD44v5 expression were significantly increased in the hy-
pertrophy group. CD44v6 expression was not significantly increased. In the hy-
pertrophy group, LF thickness was significantly increased while CSA was signif-
icantly decreased. There was a statistical correlation between LF thickness,
MCSA, CD44, and CD44v5 expression in the hypertrophy group.

Conclusions: LF hypertrophy is accompanied by increased CD44 and CD44v5
expression. CD44v6 expression is not enhanced in LF hypertrophy. Our study
provides a molecular mechanism for biomechanical changes observed in LSS

that are not explained by morphologic characteristics alone.
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10 Anhang

Im Anhang befinden sich folgende Dokumente:

1. Positives Ethikvotum (Az. 191/09) vom 11.02.2010 durch die

Ethikkommission des Fachbereichs der Philipps-Universitat Marburg.
2. Aufklarungsbogen
3. Patienteneinverstandniserklarung zur Studie

4. Publikation:

Lakemeier S., Schmid R. et al. (2012) Increased expression of CD44 in hypertrophied
ligamentum flavum and relevance of splice variants CD44v5 and CD44v6. Acta

Neurochir (Wien), 154, 359-65; discussion 365.
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Philipps Universitdt
Marburg
Philipps-Universitéat - 35032 Marburg Fachbereich Medizin
Herrn Dekanat/Ethikkommission
Dr‘_ medj S L_alsemelerl Prof. Dr. med. Gerd Richter (Vors.)
Universitatsklinikum GielRen und Marburg
GmbH, Standort Marburg Tel.: 06421 586 6487
Klinik fur Orthopédie und Rheumatologie B e
Baldingerstralle E-Mail:  ethikkom@post.med.uni-marburg.de
D-35033 Marburg Anschrift: Baldingerstrasse/Postfach 2360
35032 Marburg
Web: www.med.uni-marburg.de/ethikkomm
Az 191/09

Marburg, 11.02.10

N/ KKS Marburg

Studie: ,,Auswirkung der Hypertrophie des Ligamentum flavum auf die Auspréagung einer lumbalen
Spinalkanalstenose®.

Eingereichte Unterlagen:

Ihre Stellungnahmen vom 13.01.2010, 07.02.2010,
Ethikantrag,

Patienteninformation ,Verumgruppe®,
Patienteninformation ,Kontrollgruppe®,
Einverstandniserklarung.

G-

Sehr geehrter Herr Dr. Lakemeier,

vielen Dank fir lhre Stellungnahme zu unserem Gutachten vom 05.02.2010. Mit lhrer
Stellungnahme und den dazugehdrigen formal korrigierten Unterlagen sind alle Auflagen erfullt. Es
bestehen keine ethischen oder rechtlichen Bedenken gegen die Durchflihrung der Studie.

Damit schlieft die Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universitat Marburg ihr
Gutachten mit einem

positiven Ethikkommissionsvotum

ab.

Entsprechend der ausschlieRlich beratenden Funktion der Ethik-Kommission betrifft dieses Votum
nur die ethische Beurteilung der Konzeption, der vorgesehenen Methoden, der Durchfihrung und
Uberwachung des betreffenden Projektes sowie der beabsichtigten Patientenaufklarung. Die
arztliche und juristische Verantwortung verbleibt jedoch uneingeschrénkt beim Projektleiter und
seinen Mitarbeitern.

Bitte geben Sie uns jede Anderung in der Protokolldurchfihrung bekannt. Es muss dann geklart
werden, ob das Votum der Ethik-Kommission noch Glltigkeit hat.

Sekretariat : Frau Raiss  Montag — Donnerstag 8.00 — 12.00 Uhr, Freitag 8.00 — 11.00 Uhr
Frau Backes Montag — Donnerstag 14.00 — 16.00 Uhr

Kommissionsmitglieder: O Prof. Dr. med. R. Berger, O Prof. Dr. jur. G. Freund, O Prof. Monika Béhm, O Prof. Dr. med. J.-C.
Krieg, 0 Prof. Dr. M. Koch, O Prof. Dr.med. Czubayko, 0 Prof. Dr. med. G. Richter (Vorsitzender, [ Prof. Dr. rer. nat. H. Schifer,
0 Prof. Dr. med. Uwe Wagner (stellvertretender Vorsitzender), [ Prof. Dr. med. R. Maier, O Prof. Dr. med. N. Donner-Banzhoff,
0 PD Dr. H.-H. Miiller, O Prof. Dr. med. A. Neubauer, [J Dr. B. Tackenberg, 0 Bettina Nieth, 0 Dr. Thomas Neubert, Ass.iur.K.-
Ina Koéhler, PD Dr. C. Seifart
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Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten unerwiinschten Ereignisse, die wahrend der Studie
auftreten und die Sicherheit der Studienteiinehmer oder die Durchfuhrung der Studie
beeintrachtigen konnten, muss der Vorsitzende der Ethik-Kommission unterrichtet werden.

Die Ethik-Kommission des Fachbereichs Humanmedizin der Philipps-Universitat Marburg arbeitet
gemaR den nationalen gesetzlichen Bestimmungen und den ICH-GCP-Richtlinien.

AuRerdem benotigt die Ethik-Kommission einen Bericht nach Abschluss der Studie.

fur die EthikkomnjiSsion des
Fachbereichs

Prof. Dr. med-G—Richter Ass. iur. Kay-Ina Kéhler
(Vorsitzender) (Geschaftsstelle Ethikkommission)
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UNIVERSITATSKLINIKUM

Giessen und Marburg
Standort Marburg

Direktorin Univ.-Prof. Dr. S. Fuchs-Winkelmann

Studienleitung:

Dr. med. Stefan Lakemeier

Klinik fur Orthopadie und Rheumatologie
Universitatsklinikum Giefen und Marburg, Standort
Marburg

Baldingerstralle

35043 Marburg

Tel.: 06421/5863546

Wissenschaftliche Studie:

,JAuswirkung der Hypertrophie des Ligamentum flavum auf die Auspragung

einer lumbalen Spinalkanalstenose” — ,,Verumgruppe*

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

an der Klinik fur Orthopadie und Rheumatologie des Universitatsklinikums Marburg
und GieRen, Standort Marburg, werden seit langer Zeit Patienten mit
Spinalkanalstenose behandelt. Die Spinalkanalstenose ist meist degenerativ bedingt;
mit hoherem Lebensalter steigt das Risiko. Die Erkrankung fuhrt zu Schmerzen im
Bereich der Lendenwirbelsdule mit Ausstrahlung in die Beine insbesondere beim
Gehen. Zur effektiven Therapie dieser Schmerzen ist weltweit die knécherne und
ligamentare Dekompression des Spinalkanals ein anerkanntes Behandlungskonzept.
Dabei werden Anteile des hinteren Wirbelbogens sowie das darunterliegende Band

das Ligamentum flavum entfernt.
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Die Mitarbeiter der Kilinik fur Orthopadie und Rheumatologie untersuchen die
Korrelation zwischen der Hypertrophie des Ligamentum flavum und der klinischen
Auspragung der Spinalkanalstenose.

Wir mochten Sie bitten, an der unserer Studie, bei der es sich um ein
wissenschaftliches Projekt handelt, teilzunehmen. Die Teilnahme ist freiwillig, eine
Nichtteilnahme hat keinerlei Einfluss auf die Behandlung. Auch kénnen Sie jederzeit
von dieser Studie ohne Angabe von Grinden und ohne Nachteile zuricktreten.

Darstellung der Behandlung:

Bei lhnen wurde eine Spinalkanalstenose festgestellt. Zur Behandlung der
Erkrankung ist eine Dekompressionsoperation an der Lendenwirbelsaule erforderlich.
Im Rahmen der Vorbereitung der Operation werden Sie durch Mitarbeiter der Klinik
fur Orthopadie und Rheumatologie anhand eines speziellen Schemas untersucht und
zur Funktion der Wirbelsaule im Alltag befragt. Diese Untersuchungen werden bei
allen Patienten - unabhangig von der Teilnahme an der Studie - durchgefuhrt. Die
Teilnahme an der Studie bedeutet keine Mehrbelastung flr Sie.

Bei dem Eingriff wird mit einem speziellen Schneidewerkzeug, einer ,Stanze",
sukzessiv zunachst der Knochen des hinteren Wirbelbogens des von der
Spinalkanalstenose betroffenen Segmentes entfernt. Daraufhin erfolgt die
vollstandige Entfernung des meist verdickten ,gelben Bandes" (Ligamentum flavum)
des betroffenen Wirbelséulenabschnittes. Das resezierte Gewebe wird nach der
Operation Ublicherweise verworfen.

Im Falle lhrer Zustimmung werden die entfernten Gewebesticke gekihlt und zeitnah
in die Forschungslabore Uberfuhrt. Hier erfolgt die weitere Verarbeitung. Fur
Expressionsstudien wird das entnommene Gewebe bei — 80° Celsius gefroren und
aufbewahrt. Spater wird es fur feingewebliche Untersuchungen in Formalin fixiert,
entwassert und in Paraffin eingebettet. Zu einem spateren Zeitpunkt werden aus dem
Ligamentum flavum Kkleine Schnitte angefertigt. Diese werden mit speziellen
Farbstoffen angefarbt. Im Mikroskop soll dann untersucht werden, ob es im
hypertrophierten Ligamentum flavum zu einer Gefa3neubildung gekommen ist.

Fur den Patienten treten dabei keinerlei Risiken auf, da nur Gewebe verwendet wird,
das eigentlich zur Entsorgung vorgesehen ist. Es wird keinem Patienten mehr
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Gewebe entnommen, als es die Technik der Operation notwendig macht. Eine
Nachuntersuchung zu einem spéateren Zeitpunkt ist nicht erforderlich.

Sie haben nach der Operation jederzeit die Méglichkeit, lhre Einverstandnis zur
Teilnahme an der Studie zurlckzuziehen. Dann werden die entnommenen
Ligamentum flavum Anteile der Entsorgung zugefuhrt und lhre gespeicherten
Studiendaten umgehend geldscht.

Datenverarbeitung:

Alle in dieser Studie erhobenen Daten werden vertraulich behandelt und die
Weitergabe erfolgt nur in pseudonymisierter Form. Hierbei wird der Name des
Patienten durch ein Pseudonym ( in diesem Fall eine mehrstellige Zahlen- und
Buchstabenkombination ) ersetzt, so dass keine Rickschliisse auf die betroffene
Person erhoben werden kénnen. Die vollstandigen Daten sind nur dem Studienleiter
bekannt. Folgende Daten werden dem Untersucher zugéanglich gemacht:

e Probenummer

e Alter des Patienten bei Probeentnahme

e Geschlecht

e Diagnose

e Pseudonymisierte Form der Auswertung der Wirbelsaulenuntersuchung vor

der Operation

Fur Rickfragen stehen wir Ihnen telefonisch oder per E-Mail jederzeit zur Verfiigung
(Dr. Lakemeier: Tel.: 06421 5863546, E-Mail: [ale meie @ med Uni -marbo.g de)-

Mit freundlichem Grufl

Prof. Dr. med. S. Fuchs- Dr. med. Lakemeier
Winkelmann (Facharzt)
(Direktorin)

VI




Patienteneinverstandniserklarung zur Studie

Dr. med. Stefan Lakemeier, Tel.: 06421/5863546

Klinikum der Philips-Universitat Marburg; Klinik fur Orthopadie und Rheumatologie,
Baldingerstralle

35033 Marburg

Patienteneinverstidndniserklarung zur Studie
»7Auswirkung der Hypertrophie des Ligamentum flavum auf die Ausprdagung

einer lumbalen Spinalkanalstenose"

Patientenaufkleber/Patientencode

Ich, , wurde von meinem Arzt vollstandig Uber
Wesen, Bedeutung und Tragweite der Studie mit dem o.g. Titel aufgeklart. Ich habe
den Aufklarungstext gelesen und verstanden. Ich hatte die Méglichkeit, Fragen zu
stellen und habe die Antworten verstanden und akzeptiere sie. Mein Arzt hat mich
Uber die mit der Teilnahme an der Studie verbundenen Risiken und den maéglichen
Nutzen informiert.

Ich hatte ausreichend Zeit, mich zur Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden und
weil}, dass die Teilnahme freiwillig ist. Ich weil, dass ich jederzeit und ohne
Angaben von Griinden diese Zustimmung widerrufen kann, ohne dass mir daraus
Nachteile erwachsen.

Mir ist bekannt, dass meine personlichen Daten in verschlUsselter Form gespeichert

werden.
Ich habe eine Kopie der Patienteninformation und dieser Einwilligungserklarung
erhalten.
Ort, Datum Unterschrift des Patienten
Ort, Datum Unterschrift des aufklarenden Arztes

VI
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Abstract

Background: The most common spinal disorder in the elderly is lumbar spinal
stenosis (LSS), which results in part from ligamentum flavum (LF) hypertrophy.
Although prior histologic and immunochemical studies have been performed in
this area, the pathophysiology of loss of elasticity and hypertrophy is not com-
pletely understood.

The purpose of this immunohistological study is to elucidate the role of CD44
and its splice variants CD44v5 and CD44v6 in the hypertrophied LF obtained
from patients with lumbar spinal stenosis (LSS).

Materials and methods: LF samples of 38 patients with LSS were harvested
during spinal decompression. Twelve LF samples obtained from patients with
disc herniation and no visible degeneration on preoperative MRI were obtained
as controls. Samples were dehydrated and embedded in paraffin. For immuno-
histochemical determination, slices were stained with antibodies against CD44,
CD44v5, and CD44v6 stained with DAB. LF hypertrophy and cross-sectional
area (CSA) were measured with T1-weighted MRI.

Results: CD44 and CD44v5 expression were significantly increased in the hy-
pertrophy group (p<0.05). CD44v6 expression was not significantly increased.
The number of elastic fibers was significantly higher in the hypertrophy group. In
the hypertrophy group, LF thickness was significantly increased while CSA was
significantly decreased. There was a statistical correlation between LF thick-
ness, CSA, CD44, and CD44v5 expression in the hypertrophy group (p<0.05).
Conclusions: LF hypertrophy is accompanied by increased CD44 and CD44v5
expression. CD44v6 expression is not enhanced in LF hypertrophy. Our study
provides a molecular mechanism for biomechanical changes observed in LSS

that are not explained by morphologic characteristics alone.
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