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1 Einleitung

Riickenschmerzen sind eine der am weitesten verbreiteten Krankheiten der west-
lichen Lander, die fir die Patienten mit einem hohen Leidensdruck und fur das
Gesundheitssystem und die Wirtschaft mit sehr hohen direkten und indirekten
Kosten verbunden sind. ,Unspezifische” Riickenschmerzen treten bei einer Viel-
zah! von Patienten auf, bei denen abgesehen von einer Bandscheibendegenerati-
on keine eindeutigen bildmorphologischen Auffalligkeiten bestehen. Als Ursache
kommen bestimmte molekulare und genetisch bedingte Veranderungen wéhrend
der Bandscheibendegeneration in Frage. Zu diesen Veranderungen zahlen zum
Beispiel die Bildung von matrixabbauender Enzymen bzw. die daraus resultieren-
de Anhadufung spezifischer Matrix-Abbauprodukte, die Expression von Entzin-
dungsrezeptoren und die vermehrte Produktion von proinflammatorischen Zytoki-
nen. Ziel der Studie ist es, die Entstehung von bandscheibenbedingten Riicken-
schmerzen in Zukunft besser erkldren zu kénnen und neue Behandlungsmal-
nahmen zu entwickeln.

Die Studie schliet Patienten beide Geschlechter von 18 bis 85 Jahren ein:

1. Patienten mit Rickenschmerzen, deren Diagnose eine Wirbels&ulenoperation
mit Entfernung der Bandscheibe zur Folge hat (= symptomatisch, n=500).

2. Patienten mit Wirbelsdulentrauma, deren Verletzung eine Operation mit Entfer-
nung der Bandscheibe zur Folge hat (= asymptomatisch, n=200).

Kriterien sind der Pfirrmann Score anhand einer préaoperativen MRT-

Untersuchung, der Oswestry disability index und eine laborchemische Untersu-

chung. Das Bandscheibengewebe wird nach einem definierten Protokoll gewon-

nen und in der ETH Ziirich aufgearbeitet. Im Labor werden die molekularen und

genetisch bedingten Veranderungen auf Gen- und Proteinexpressionsebene er-

mittelt und mit dem Degenerationsgrad sowie der Diagnose korreliert.

Bisher konnte die Bedeutung von “human high temperature requirement serine
protease A1“ (HTRA1) in der Pathogenese der Bandscheibendegeneration nach-
gewiesen werden. In einer anderen Arbeit zeigte sich, dass die in der chinesi-
schen Medizin bekannte ,Wilfords Dreifliigelfrucht® einen anti-inflammatorischen
Effekt durch Senkung der Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen hat.
In vor kurzem publizierten Studien konnte des Weiteren gezeigt werden, dass das
Polyphenol EGCG nicht nur anti-inflammatorische und anti-katabole Wirkung on
Bandscheibenzellen hat, sondern diese auch vor den negativen Auswirkungen von
oxidativem Stress schutzen.

Riickenschmerzen, die auch ohne wesentliche degenerative Verédnderungen eines
Bewegungssegmentes auftreten, kénnen auf molekulare Verénderungen der
Bandscheibe zuriickgefuhrt werden. Unsere Hypothese der Aktivierung von
Schmerzrezeptoren durch die Akkumulation spezifischer Abbauprodukte oder die
Produktion erhéhter Level an proinflammatorischen Zytokinen soll durch Fokussie-
rung auf einige mégliche potente Molekille bestatigt werden, um in Zukunft neue
Medikamente entwickeln zu kdnnen.
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2 Zielsetzungen

2.1 Welcher Nutzen hat das Projekt fiir Patienten?

Ruckenschmerzen und insbesondere bandscheibenassoziierte Beschwerden
sind eine der am weitesten verbreiteten Krankheiten in Deutschland, die fiir die
Patienten mit einem hohen Leidensdruck verbunden sind. Der akute Rlcken-
schmerz ist Uiber einen Zeitraum von sechs Wochen definiert und geht in den
subakuten Riickenschmerz bis zur 12. Woche iiber. Etwa 10% aller Félle entwi-
ckeln einen chronischen Verlauf. Bis Heute gibt es fir bandscheibenassoziierte
Beschwerden sowohl in der (sub)akuten als auch chronischen Phase keine spe-
zifische medikamentése Therapie. Die aktuelle medikamentése Therapie ist in
der Nationalen Versorgungsleitlinie Kreuzschmerz beschrieben.

Anhand der Resultate dieser Studien sollen in die Praxis umsetzbare therapeuti-
sche MaBnahmen zur Schmerzbehandlung entwickelt werden. Als vielverspre-
chend gelten aktuell Antagonisten proinflammatorischer Zytokine und/oder Pro-
teaseinhibitoren. Ausserdem kénnte eine Regulierung der Expression oder Akti-
vitat von Mechanosensoren ein fortschreiten der Degeneration entgegenwirken.

2.2 Welchen Nutzen hat das Projekt fur das Verstandnis von Wirbelsdulener-
krankungen?

Das Bandscheibengewebe zeigt schon Anfang der 2. Lebensdekade degenerati-
ve Veranderungen auf molekularer, mikroskopischer und spéater auch makrosko-
pischer Ebene. Diese kénnen zu bandscheibenassoziierten Beschwerden fihren.
Dennoch gibt es zwischen der symptomatischen und asymptomatischen Popula-
tion keinen wesentlichen Unterschied auf makroskopischer und mikroskopischer
Ebene. Uber molekulare Verénderungen ist bis Heute wenig bekannt. In symp-
tomatisch degenerativ veréanderten Bandscheiben treten erhéhte Level von proin-
flammatorischen Zytokinen und katabolen Faktoren auf. Mégliche Kaskaden uber
proteinspaltende Enzyme, Akkumulation spezifischer Abbauprodukte und die
Expression von Entziindungsrezeptoren sind bis Heute unklar.

Durch die Ergebnisse dieser Studie soll die Pathogenese von bandscheibenbe-
dingten Riickenschmerzen auch ohne bildmorphologisches Korrelat in Zukunft
besser erklart werden kénnen. Im Fokus steht dabei, den bisher wenig bekann-
ten Mechanismus der Schmerzentstehung wahrend des Prozesses der Band-
scheibendegeneration zu erkennen. Durch die Identifikation spezifischer moleku-
larer Veranderungen in einer sich degenerierenden Bandscheibe kénnte der feh-
lende Zusammenhang zwischen Degeneration, Inflammation und Riickschmerz
hergestellt werden.

DWG_Abschlussbericht_Forschungsforderung_Liebscher_2013.doc 4
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3 Methodik

3.1 Arbeitsblock 1

Es werden Patienten mit einem Alter von 18 — 85 Jahren in die Studie einge-
schlossen, welche aufgrund von Riickenschmerzen bei degenerativen Verénde-
rungen der Wirbelsdule oder aufgrund eines Wirbelsdulentraumas eine Wirbel-
séulenoperation erhalten. Die Studienaufklarung erfolgt in ausreichendem Ab-
stand zur Operation vor dem Eingriff. Bei einem Wirbelsdulentrauma kann der
Fall eintreten, dass der Patient initial nicht aufklarungs- und somit nicht einwilli-
gungsfahig ist. In diesen Fallen werden das Gewebe und die Proben entnommen
und solange gelagert, bis eine Studienaufklarung méglich ist. Ist der Patient mit
der Studienteilnahme einverstanden, werden die Daten in der Datenbank einge-
geben und das Gewebe an die ETH Zurich geschickt. Bei einer Studienableh-
nung werden alle Materialen und Daten vernichtet (siehe Abb. 1).

¥ Patientenaufklarung
- pré- (post)operativ
- durch Studienarzte

» Praoperatives MRT
- Bestandteil der Priméardiagnostik
- Pfirmann Score
- Kodierung Studienarzte

» Lagerung Serumrdhrchen (-80°)
- Réhrchen ziigig nach Entnahme
bei -80°C lagern

» Serumgewinnung > Lagerung Bandscheibe (Formalin)
- 5ml EDTA-R&hrchen - Lagerung im Schrank bei

- Abnahme intraoperativ / Raumtemperatur

» Bandscheibengewinnung
- Operateur » Lagerung Bandscheibe (-80°)
- Differenzierung falls méglich in - Tubes so ziigig wie moglich
NP und AF bei -80°C lagern.
- Préaparate sofort steril - intraoperativ Gewebe im feuchten
in 5ml leere Tubes bzw. Bauchtuch lagern
in 2ml Tubes mit Formalin

» Datenbank » Gewebetransport
- Eingabe der Daten durch - Transport in Trockeneis
Studienérzte durch externe Firma

Abb. 1: Studienablauf in der Klinik

DWG_Abschlussbericht_Forschungsforderung_Liebscher_2013.doc 5
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3.2 Arbeitsblock 2

In diesem Arbeitsblock wird das Bandscheibengewebe der ,asymptomatischen®
und der ,symptomatischen* Gruppe verglichen, wobei die Korrelation
zwischen dem Auftreten bestimmter Marker, die pathologisch oder therapeutisch
von Interesse sind, und dem Degenerationsgrad nachgewiesen werden soll. Ak-
tuell werden folgende Marker untersucht:

- Hyaluronidase Typ 1, Hyaluronidase Typ 2 und Hyaluronidase Typ 3, die
spezifisch Hyaluronan (HA) spalten und somit zur Bildung von HA Frag-
menten beitragen kénnen. In einer bereits publizierten Arbeit!" konnten
wir zeigen, dass diese Fragmente eine vermehrte Ausschittung von proin-
flammatorischen Zytokinen anregen

- TRPC1, TRPC6, TRPV2, TRPV4 und TRPV6. Bei diesen Transient Re-
ceptor Potential Channels handelt es sich um Calcium-Kanéle, die wir vor
kurzem in der Bandscheibe nachweisen konnten. Sie sind in anderen Ge-
webearten wichtige Mechanosensoren, deren Expression und Aktivitat
mdglicherweise Degenerations- und Pathologie-abhéngig ist. Eine Korre-
lation der Expression dieser Kanadle mit dem Degenerationsgrad in der
Bandscheibe koénnte erklaren, warum Zellen erkrankter Bandscheiben an-
ders auf mechanische Belastung reagieren als Zellen aus gesundem Ge-
webe.

3.2.1 Genexpressionsanalyse des Bandscheibengewebes mittel gPCR

Zur Untersuchung der Biopsien auf Genexpressionsebene wird zunachst aus
den Proben RNA mittels einer Trizol-Spin Methode isoliert. Hierzu werden Teile
des Gewebes mit flissigem Stickstoff in einer selbst hergestellten Apparatur pul-
verisiert, und die RNA mittels Trizol Phasenseparation isoliert. In einem zweiten
Schritt erfolgt eine weitere Aufreinigung der RNA tber Affinity-based Spin Co-
lumns. Die Qualitdt und Quantitat der isolierten RNA wird mittels Nanodrop be-
stimmt und in cDNA umgeschrieben. Die Genexpression der ausgewahlten Ziel-
gene wird schliesslich mittels gPCR unter Verwendung genspezifischer Tagman
Primer bestimmt, auf die Expression eines Housekeeping Genes normalisiert
und mittels 2% Methode quantifiziert.

3.2.2 Immunoblotting des Bandscheibengewebes

Fur das Immunoblotting werden Proteinextrakte vom Bandscheibengewebe ge-
wonnen. Wie durch Tiaden et al. beschrieben werden Teile des Gewebes mit
flussigen Stickstoff in einem selbst hergestellten Apparatur pulverisiert und die
Proteine mit einer CelLytic M und proteaseinhibitorischen Mischung (beides Sig-
ma Aldrich) extrahiert. Die Proteinmenge wird initial bestimmt durch ein Bio-Rad
Protein-Assay. Die Proben werden in Puffer (50 mM Tris-HCI, pH 6-8, 2% SDS,
10% Glycerol, 100 mM DTT, 0.002% Bromphenolblau) fiir 5 min erhitzt. Gleiche
Proteinmengen werden auf SDS-Polyacrylamid Gel aufgebracht. Eine Korrektur
der aufgebrachten Proteinvolumina erfolgt Uber eine densitometrische Analyse

DWG_Abschlussbericht_Forschungsférderung_Liebscher_2013.doc 6
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mit Coomassie Blau geféarbten Gelen. Dies erlaubt den korrekten Vergleich zwi-
schen den Bandscheibenproben der jeweiligen Patienten. Das Protein wird auf-
eine PVDF Membran geblottet und in 5% Milchpulver, 50 mM Tris-HCI, 150 mM
NaCl, 0.1%Tween 20 (TBST) inkubiert. Der Protein-Nachweis erfolgt Giber spezi-
fische Antikérper ). Nach dem dreimaligen Waschen mit TBST wird die Membran
mit einem zweiten HRP-markierenden Antikérper inkubiert (1 Stunde bei RT).
Danach erfolgt die Chemilumineszenz-Analyse (SuperSignal West Pico Chemi-
luminescent. Substrate, Thermo Scientific).

Alternativ zur Analyse mittels Immunoblotting kénnen die Proteinextrakte mittels
ELISA (falls kommerziell erhaltlich) analysiert werden. Dadurch ist Uber den Ver-
gleich mit einer Standardkurve eine Quantifizierung des Proteingehalts méglich.

3.3 Statistische Auswertung

Far alle quantitativ messbaren Werte (u. a. klinische Daten, Scores, Zellzahlen,
Genexpression) wird ein direkter statistischer Vergleich zwischen der symptoma-
tischen und asymptomatischen Gruppe, der in vitro behandelten und unbehan-
delten Gruppe, der in vitro unterschiedlich behandelten Gruppe oder dem ent-
sprechenden Experimentdesign zugrundeliegenden Fragestellung durchgefihrt.
Der statistische Vergleich erfolgt mittels ANOVA, mit (je nach Versuchsdesign)
geeignetem Post-hoc Testing. Zur Auswertung wird mittels des SPSS-Statistik
Programms das Signifikanzlevel berechnet, wobei p< 0.05 als signifikant ange-
sehen wird. Fur jedes Experiment wird die Anzahl an Versuchen so gewahlt,
dass eine ausreichende statistische Power vorhanden ist.

4 Ergebnisse
Die Studie hat Patienten mit einem Alter von 18 bis 85 Jahren eingeschlossen.

Fur die Auswertungen wurde in der Gruppe von Patienten mit Riickenschmer-
zen, deren Diagnose eine Wirbelsdulenoperation mit Entfernung der Bandschei-
be zur Folge hat (= symptomatisch) insgesamt 223 Patienten eingeschlossen.
Die Geschlechterverteilung war in dieser Gruppe ahnlich (w : m = 105x : 118x),
bei einem mittleren Alter von 54,8 + 14,9 Jahren. Es wurden 277 Proben gewon-
nen. Die Verteilung der Entnahmestelle ist in Abbildung 2 dargestellt.

Fur die Auswertungen wurden in der Gruppe von Patienten mit einer Verletzung,
die eine Operation mit Entfernung der Bandscheibe zur Folge hat (= asymptoma-
tisch) 106 Patienten eingeschlossen. Die Geschlechterverteilung war tUberwie-
gend mannlich (w : m = 25x : 81x), bei einem mittleren Alter von 50,7 + 16,8 Jah-
ren. Es wurden 180 Proben gewonnen. Die Verteilung der Entnahmestelle ist in
Abbildung 2 dargestellit.

DWG_Abschlussbericht_Forschungsférderung_Liebscher_2013.doc 7
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Abblldung 2: Verteilung und Lokalisation der Probenentnahmen der jeweiligen
Gruppen.

Die Bandscheibengewebe wurden nach einem definierten Protokoll gewonnen,
im ukb bei -80° Zwischengelagert, an die ETH Zurich geschickt und dort aufge-
arbeitet.

Bei allen Patienten wurde der Oswestry disability index erhoben und eine labor-
chemische Untersuchung durchgefuhrt.

In 90% der Falle wurde eine MRT-Untersuchung durchgefiihrt und anschliefend
im iSite Enterprise Philips Electronics N.V. — System anonymisiert und lokal ge-
speichert. Die fur die Auswertung noétigen sagittalen T2-gewichteten MRT-
Aufnahmen wurden entsprechend markiert. Ebenso wurden alle Daten pseudo-
anonymisiert auf CRF-Bogen dokumentiert und in einer Excel-Datei gespeichert.
Die Daten werden in der noch zu erstellenden multizentrisch zu nutzenden Da-
tenbank eingepflegt. Die unter MS Access geplante Datenbank ist in ein Front-
end, welches die Dateneingabemasken mit Plausibilitatsprifung und Berichts-
formulare besteht, und zwei Backends aufgeteilt. Das erste Backend enthalt die
persénlichen Patientendaten, wéahrend sich im zweiten Backend die anonymisier-
ten Daten inklusive der Bilddateien im originalen DICOM-Format befinden. Hier-
durch wird zum einen eine maximale Datensicherheit erreicht. Die zentrale Da-
tenbank wird sich im Behandlungszentrum fiir Ruckenmarkverletzte, Unfallkran-
kenhaus Berlin, Warener Str. 7, 12683 Berlin befinden.

DWG_Abschlussbericht_Forschungsforderung_Liebscher_2013.doc 8
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Im Folgenden werden die Ergebnisse der zwei aktuellsten Studien vorgestellt:
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4.1 Hyaluronidase (HYAL) Projekt

HYAL-1, HYAL-2 und HYAL-3 konnten in Bandscheibenproben auf mRNA
Ebene nachgewiesen werden, wobei die Expression von HYAL-1 und HYAL-2
im Vergleich zu HYAL-3 relativ niedrig war. Bandscheiben mit ausgepragter
Degeneration hatten eine statistisch erhéhte HYAL-1 Expression (Average 2°
A€t = 0.23) im Vergleich zu Bandscheiben mit geringer Degeneration (Average
24 = 0.08). Fur HYAL-2 konnte nur ein Trend zu einer erhéhten Expression
festgestellt werden, wahrend es fir HYAL-3 keine Unterschiede in der Ex-
pression in den verschiedenen Degenerationsgruppen gab. Auf Proteinebene
konnten wir nur fir HYAL-2 eine statistisch signifikante Erhéhung nachweisen
(Abbildung 2). In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass HYALs vor allem
mittels Aktivitatsdnderung und weniger durch Expressionsanderung reguliert
werden. Deswegen wird aktuell die Aktivitdt von HYALs mittels eines spezifi-
schen Activity Assays an Bandscheibenproben mit unterschiedlichem Dege-
nerationsgrad untersucht.

Zusatzlich wurde in dieser Studie untersucht, ob ein vermehrtes Auftreten von
Zytokinen die Expression oder die Aktivitat von HYALs verandert. Hierzu wur-
den Zellkulturversuche durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigen, dass es insge-
samt zu nur sehr geringen Veranderungen in der Expression und auch der
Aktivitat der HYALs unter entzindlichen Bedingungen kam.. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass oxidativer Stress alleine ebenfalls kaum eine
Auswirkung auf die HYAL Expression und Aktivitét hat. In einem abschlies-
senden Versuch wird aktuell untersucht, ob — &hnlich in wie Knorpelzellen be-
schriecben — das gemeinsame Auftreten von Entziindung und oxidativem
Stress eine verédnderte Zellantwort hervorruft.

DWG_Abschlussbericht_Forschungsférderung_Liebscher_2013.doc 9
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Abbildung 3: Expression von HYAL-1, HYAL-2 und HYAL-3 in humanen
Bandscheiben mit geringer oder ausgepragter Degeneration . Links: Genex-
pression (n=8 fiir keine/geringe Degeneration; n=16 fur moderate/starke De-
generation. Rechts: Proteinexpression (n=5). Mittelwert + SEM.
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4.2 TRP Projekt

In humanen Bandscheiben konnten wir die Expression von TRPC1, TRPCS,
TPRV2, TPRV4 und TRPV6 nachweisen. Interessanterweise sind in bovinen
Bandscheiben lediglich TRPC1 und TRPV4 exprimiert. Ob es sich dabei um
Speziesunterschiede handelt oder ob das unterschiedliche Expressionsprofil mit
dem Alter der Spender und dem Degenerationsgrad zu tun hat ist bisher noch
nicht geklart.

Die Expression von TRPC6, TPRV2 und TRPV6 zeigte sehr grosse Schwankun-
gen zwischen den Spendern, so dass bisher keine klare Aussage getroffen wer-
den kann. In dem bisher relativ kleinen Set von Proben (n =6 fur keine/geringe
Degeneration; n=6 fiir moderate/starke Degeneration) zeigten sich jedoch Trends
fur eine degenerationsabhéngige Genexpression, wobei sowohl die Expression
von TRPC1 als auch von TRPV4 tendentiell erh6ht war (Abbildung 3).

Nach erfolgreicher Beantragung von Forschungsgeldern durch den Schweizer
Nationalfond werden aktuell erste Genarrays durchgefiihrt, um die Expression
der gesamten TRP Familie in Bandscheiben (in Abhangigkeit vom Degenerati-
onsgrad) im Detail zu untersuchen. Des Weiteren konnte mittels Zellkulturversu-
chen bereits gezeigt werden, dass TRPC6 eine wichtige Rolle im Mechanosen-
sing von Bandscheibenzellen zu spielen scheint und dass sich die Expression
dieses lonenkanals signifikant mit der Zellalterung &ndert.

A Expression of TRPC1 and TRPV4 with
increasing IVD degeneration (human)
>
4 e
8 3 — T D Minor
52 J' Degeneration
8 |
J_ 77 Pronounced
% Degeneration
0+ .

TRPC1

Abbildung 4: Expression von TRPC1 und TRPV4 in humanen Bandscheiben
mit geringer oder ausgepragter Degeneration (n=6 fur keine/geringe Degene-
ration; n=6 fur moderate/starke Degeneration. Mittelwert + SEM.
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5 Diskussion

Unsere aktuellen Untersuchungen zeigen, dass die Expression mancher der
ausgewahlten Kandidaten abhangig vom Degenerationsgrad und der Symp-
tomatik ist. Auf Grund der Schwankungen zwischen den Spendern wird eine
relativ hohe Zahl an Proben in der Gruppe benétigt um statistische Signifikan-
zen zu erreichen. Durch neue eingeworbene Drittmittel kénnen diese kosten-
intensiven Versuche nun an den bereits gesammelten Proben durchgefihrt
Diese Versuche werden es hoffentlich erlauben, neue therapeutische Targets
zu identifizieren und basierend darauf neue Therapiemdglichkeiten zu entwi-
ckeln und experimentell untersuchen.
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8 Anhang

8.1 Nachweis der Mittelverwendung

DWG_Abschlussbericht_Forschungsforderung_Liebscher_2013.doc 13



