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1 Einleitung

Bis zu 84 % aller Menschen in Deutschland leiden in ihrem Leben mindestens einmal
an Rickenschmerzen (Schochat et al. 1998). Haufigste Lokalisation ist dabei die untere
Wirbelséule. In den Industrienationen treten hier bei 60% - 80% der Menschen im
Laufe ihres Lebens Schmerzen auf (Borenstein 2001; Walker 2000). Epidemiologisch
unterscheidet man spezifische Ursachen (wie z.B. Diskushernien oder
Spinalkanalstenosen), welche durch Rdntgenuntersuchungen, Biopsien  oder
Laboruntersuchungen diagnostizierbar sind, von unspezifischen Ursachen. Die
unspezifischen Ursachen, bei denen durch diese Diagnostik kein eindeutiger Ausléser
flr die Schmerzen zu finden ist, machen dabei bis zu 85% der Félle aus (Hirschberg et
al. 1979; Vuori 2001). Eine Struktur deren moglicher Beitrag zu solch unspezifischen
Schmerzsyndromen diskutiert wird ist das Lig. iliolumbale (Broudeur et al. 1981; Sims
et al. 1996; Snijders et al. 2004).

1.1 Anatomie

Der lumbosakrale Ubergang, die Verbindung zwischen Lendenwirbelsaule und Os
sacrum, ist beim Menschen als bipedem Lebewesen von besonderer Bedeutung. Durch
den Zweibeinstand wird das Gewicht des Oberkorpers tber das Os sacrum, welches als
Teil des Beckens fungiert, auf die Beine Ubertragen. Der funfte Wirbelk6rper der
Lendenwirbelsaule (LWS) verbindet dabei als leicht keilformiges Element die
Wirbelsdule mit dem Os sacrum (Kapandji 1985). Aufgrund der Neigung der
Deckplatte des Kreuzbeins tendiert der flinfte Wirbelkorper dazu nach vorne zu gleiten.
Das Abrutschen des Wirbelkérpers nach ventral wird jedoch durch seine Abstltzung
uber die kleinen Wirbelgelenke und das Os sacrum verhindert (Kapandji 1985). Kommt
es zu einer Unterbrechung der Interartikularportion des Wirbelkérpers L5, wie bei
Spondylolyse charakteristisch, kann dieser nur noch durch die Weichteilstrukturen
gehalten werden und beginnt gegentber dem Os sacrum nach ventral abzugleiten

(Spondylolisthesis). Biomechanische Untersuchungen konnten zeigen, dass eine geringe
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ventrale Verschiebung auch unter physiologischen Bedingungen zu beobachten ist
(Snijders et al. 2004). Eine Struktur des Weichteilgewebes, die mdglicherweise ein
Wirbelgleiten verhindern kann, ist das Lig. iliolumbale. Das Lig. iliolumbale stellt dabei
einen Bandkomplex dar, in dem sich unterschiedliche Faserziige anhand ihres Verlaufs
abgrenzen lassen (Henle 1871). Neben Faserziigen, die den Processus transversus des
finften Lendenwirbels mit dem Becken verbinden, werden von einigen Autoren auch
meist schwéchere Faserziige genannt, die den 4. Lendenwirbel mit dem Os ilium
verbinden (Rucco et al. 1996, Waldeyer 1899, Bock 1849). Andere beschreiben dartiber
hinaus noch eine vertikal verlaufende iliosakrale Komponente (Pool-Goudzwaard et al.
2001, Hartmann 1881). Die Variabilitdt des Bandapparates driickt sich auch darin aus,
dass die oben genannten Bandstrukturen wiederum in einzelne Ziigel aufgespalten sein
kdnnen. So beobachtet Fujiwara et al. (2000) in 70 % der von ihm untersuchten Féalle
eine Aufspaltung des vom Processus transversus des 5. Lendenwirbels zum Os ilium
ziehenden Bandanteils in einen vorderen und einen hinteren Zugel. Es erstaunt daher
nicht, dass Angaben zu Ansatz, Ursprung und Verlaufsbeschreibung der einzelnen

Bandstrukturen in der Literatur sehr variieren (Rucco et al. 1996).

1.2 Biomechanik

Da der lumbosakrale Ubergang bei Bewegungen multiplen destabilisierenden
Momenten unterliegt, wird dem Lig. iliolumbale auch unter  physiologischen

Bedingungen eine bedeutende, mechanisch stabilisierende Funktion zugewiesen.

Rudolf Fick postulierte bereits 1904 eine Beanspruchung der Bandmasse bei Rotation
der Wirbelsaule gegenliber dem Becken und folgerte weiter, dass das Band auch einem
Abrutschen des 5. Lendenwirbels entgegenwirkt (Fick 1904).

Neuere Studien konnten anhand von biomechanischen Modellen zeigen, dass das Lig.
iliolumbale Bewegungen des lumbosakralen Ubergangs in vitro begrenzt (Yamamoto et
al. 1990; Chow et al. 1989; Leong et al. 1987). Das Restriktions-Ausmass variiert dabei
beziiglich der einzelnen Bewegungsrichtungen in verschiedenen Studien. Yamaoto et al.
(1990) beschreiben in ihrer Arbeit eine Stabilisierung des lumbosakralen Ubergangs

durch das Lig. iliolumbale in allen Bewegungsrichtungen, wéhrend Leong et. al. (1987)
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keine Bewegungsbeschrankung durch dieses Band bei der Extension erkennen. Die
unterschiedlichen Beobachtungen sind jedoch nicht verwunderlich, da zum einen
verschiedene Testapparaturen verwendet wurden, die sich der reellen Situation auf
unterschiedlicher Weise ndhern und zum anderen eine grosse anatomische Variabilitat

des Bands beschrieben ist.

1.3 Funktionelle Anpassung von Sehnen und Bandgewebe

Sehnen und Bénder stellen kein morphologisch-einheitliches Gewebe dar, sondern
besitzen die Fahigkeit sich an lokale Belastungen funktionell anzupassen. Dieses
Phénomen, welches als ,,kausale Histogenese“ bezeichnet wird (Pauwels 1965, Milz et
al. 1995) folgt dabei dem Prinzip ,,form follows function* (Pauwels 1965). Im
Tierversuch konnte bereits in der ersten Halfte des letzten Jahrhunderts gezeigt werden,
dass Sehnengewebe an druckbeanspruchten Stellen faserknorpelige Veranderungen
ausbildet, welche unter reiner Zugbeanspruchung wieder verschwinden (Ploetz 1938).
Bei humanen Lebewesen konnte die Ausbildung von Faserknorpel im Bandverlauf fiir
Gleitsehnen, also dort, wo die Sehne um kndcherne Strukturen gelenkt wird, ebenfalls
nachgewiesen werden (Benjamin et al. 1995). Dieser Faserknorpel zeigt grosse,
rundliche bis ovale, den Chondrozyten ahnliche Zellen (Benjamin et al. 1990), welche
sich von den in Zugsehnen vorkommenden Fibroblasten mit sternférmiger Gestalt
unterscheiden. Fir die mechanischen Eigenschaften ist jedoch weniger der Zelltyp,
sondern die extrazellulare Matrix (ECM) entscheidend (Benjamin et al. 1997). Diese
weist im Faserknorpel eine dem hyalinen Knorpel ahnliche Zusammensetzung auf. Fur
den  Faserknorpel typische  Matrixmolekile sind vor allem sulfatierte
Glykosaminoglykane (GAG), Proteoglykane, wie z.B. Aggrecan, sowie Kollagen Il
(Vogel 1995). Diese ECM besitzt einen hohen Wassergehalt und erlaubt es dem
Faserknorpel neben Zug auch Druckkréften zu widerstehen (Vogel et al. 1989). Die
Kollagenfasern in diesen Bandabschnitten der Sehne zeigen dabei typischerweise einen
,korbgeflecht-artigen* Verlauf. Es wird vermutet, dass diese Verflechtung der Fasern
ein Auseinanderweichen der Fasern unter der Druckbehandlung verhindern soll.
Aufgrund der unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften von Knochen und Sehne

bzw. Band ist die Anheftungsstelle dieser, welche auch Enthesis genannt wird, von
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besonderer Bedeutung. Funktionell und morphologisch lassen sich dabei zwei Arten
von Insertionen unterscheiden: faserige und faserknorpelige. Faserige Anheftungsstellen
kdnnen dabei direkt an Knochengewebe ansetzen oder Uber das Periost mit diesem
verbunden sein (Benjamin et al. 1986). Eine faserige Enthesis findet sich zum Beispiel
bei den Ansatzstrukturen einiger Muskel, wie z.B. bei dem M. deltoideus (Benjamin
2002). Im Bereich einer faserknorpeligen Enthesis findet sich eine Ubergangzone aus
Faserknorpel zwischen Sehne und dem periostfreien Knochen, so dass sich
typischerweise folgender Aufbau der Enthesis ergibt (Benjamin et al. 1986): Dem
Sehnengewebe schliesst sich eine Zone mit unmineralisiertem Faserknorpel an. Dieser
Zone folgt verkalkter Faserknorpel, der neben den knorpeltypischen Zellen auch
mineralisierte extrazellulare Matrix (ECM) aufweist. Daran grenzt schliesslich
Knochengewebe. Dieser Aufbau gewdhrleistet die graduelle Anpassung der
unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften von Knochen und Bandgewebe,
wodurch Spitzenbelastungen vermieden werden konnen. Insbesondere die hohere
Dehnfahigkeit (etwa 10 mal hoher) der Sehne bzw. des Bands gegeniiber der des
Knochens spielt dabei eine wichtige Rolle (Knese 1958). Eine Dehnung in
Langsrichtung bewirkt eine Querverkiirzung des Bandes (bis zu 8%) (Alexander et al.
1984), die am Knochen-Band-Ubergang zu erheblichen Scherkréften filhren wiirde.
Durch Auspragung des druckresistenteren Faserknorpels am Ubergang Knochen-Band
kann eine Querverkirzung des Bandes behindert werden, wodurch auch die
Langsdehnung eingeschrénkt wird. Der Faserknorpel kann somit als ,,Dehnungsbremse*
betrachtet werden (Knese 1958).

Die Ausbildung einer faserknorpeligen Enthesis erfolgt als Anpassung an eine
mechanische Belastung. Ahnlich der oben erlduterten Situation bei Gleitsehnen werden
lokale Druckkréfte fir die Auspragung einer faserknorpeligen Enthesis verantwortlich
gemacht. Abhédngig von der wirkenden Zug- und Druckbeanspruchung, konnte eine
Reihenfolge der exprimierten ECM-Molekile beobachtet werden (Milz et al. 2005). Als
Ursache einer lokalen Kompression werden Scherbeanspruchungen durch schrége
Insertion des Bandes/ der Sehne und dynamische Insertionswinkeldnderungen

(Benjamin et al. 1986; Evans et al. 1990) angesehen.
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1.4 Klinische Relevanz

Neben der Rolle des Lig. iliolumbale bei der Stabilisierung einer Spondylolyse, wird
auch eine protektive Wirkung des Bands auf die Bandscheibe L5/S1 diskutiert. Durch
die stabilisierende Wirkung des Lig. iliolumbale soll die Bandscheibe L5/S1 bei starker
Auspragung des Bandes besser vor einer Degeneration geschutzt sein (Aihara et al.
2002). Aber auch bei den unspezifischen Riickenschmerzen erlangt das Lig. iliolumbale
Klinische Bedeutung. Einige Autoren machen das Lig. iliolumbale fir mehr als die
Hélfte der unspezifischen Ruckenschmerzen verantwortlich und bezeichnen diese
Schmerzzustande mit ,,iliolumbar syndrome* (Broadhurst 1989; Hirschberg et al. 1979;
Naeim et al. 1982; Rucco et al. 1996). Bei diesem Syndrom handelt es sich um meist
einseitige  Rlckenschmerzen, die durch Lokalanasthetikainfiltration an der
beckenseitigen Insertion des Lig. iliolumbale nachlassen (Hirschberg et al. 1979). Uber
die genaue Ursache dieser Schmerzsymptomatik gibt es in der Literatur verschiedene
Theorien: Hanson et al. (1994) und Maigne et al. (1991) vermuten eine neuronale
Ursache, wohingegen andere Autoren den Knochen-Band-Ubergang des Lig.
iliolumbale als Ausgangspunkt fur das Schmerzsyndrom sehen (Snijders et al. 2008).
Pathologische Veranderungen an den Insertionsstellen von Bandern und Sehnen, welche
unabhéngig von der zugrunde liegenden Ursache als Enthesopathien bezeichnet werden,
konnen im muskuloskeletalem System h&ufig beobachtet werden (z.B. Tennis- oder
Golferellbogen). Histologisch zeichnen sich degenerative Verdnderungen durch
Zellhaufen von knorpeldhnlichen Zellen, verkalkten Fissuren und Verkndcherungen in
der Enthesis aus (Benjamin et al. 1997; Benjamin et al. 2007). Tierexperimentell konnte
gezeigt werden, dass in Sehnengewebe nach einer Schadigung eine Kalzifikation
innerhalb des Sehnengewebes beobachtet werden kann (Lui et al. 2009). Hier stellt sich
die Frage, welche Rolle die von einigen Autoren im Zusammenhang mit dem
Hiliolumbar syndrom* diskutierten pathologischen Verdnderungen der Enthesis
(Basadonna et al. 1996) mit der in der Literatur beschriebenen Kalzifikation (Cotta
1964; Lapadula et al. 1991; Mainoldi 1952; Throuvalas 1951) des Bandes spielt.

Weitere klinische Bedeutung erlangt das Lig. iliolumbale bei Malgaigne-Frakturen des

Beckenrings. Bei diesen Frakturen kann eine Instabilitat des Beckens zu Scherkraften
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fUhren, die einen Abriss des Processus transversus bedingen (Pennal et al. 1980; Reis et
al. 1985). Eine solche Fraktur des Processus transversus kann nicht nur als
diagnostischer Hinweis auf eine Instabilitat des Beckens gewertet werden (Reis et al.
1985), sondern gibt auch indirekt Aufschluss Uber die relativ hohe mechanische

Belastbarkeit des Bandes.

1.5 Fragestellung

Aufgrund der zuvor dargelegten Zusammenhange ist es daher das Ziel diese Arbeit die

folgenden Fragen zu kléren:

1. Bestimmung der molekularen Zusammensetzung der extrazellularen Matrix des

humanen Lig. iliolumbale.

2. Regionale Verteilung der verschiedenen Bestandteile der extrazellularen Matrix
innerhalb des Lig. iliolumbale und seiner Anheftungszonen.

3. Bewertung der molekularen Zusammensetzung des Bandes im Hinblick auf die
mechanische Funktion des Lig. iliolumbale unter Berlcksichtigung der

Biomechanik des lumbosakralen Ubergangs.

4. Klinische Relevanz der Befunde, insbesondere im Zusammenhang mit
mdoglichen Manifestationen der rheumatoiden Arthritis sowie anderer

Krankheitshilder des rheumatischen Formenkreises.



2 Material und Methoden

2.1 Material

Nach der einseitigen en bloc Entnahme von elf humanen lumbosakralen Ubergéngen
inklusive der relevanten Anteile des Os ilium, wurden die Prdparate zundchst fur
mindestens 6 Stunden bei +4°C und anschlieBend bei -20°C in 100% Methanol fixiert.
Die Entnahme erfolgte mit Unterstiitzung des Instituts fur Rechtsmedizin der LMU

Miinchen nach den geltenden ethischen Verfahrensregeln.

Praparat |Alter Grosse |Gewicht | .
NF. (Jahre) Geschlecht [cm]  |[kg] Seite [Todesursache
N epileptischer Anfall

1 13 mannlich 176 90,6 rechts DD: Myokarditis

2 48 weiblich k.a. k.a. links |epidurales Hamatom nach Sturz

3 35 mannlich k.a. k.a. rechts [Herzversagen

4 30 mannlich 166 67 rechts | Drogenintoxikation (Heroin)

5 44 mannlich 167 68,1 rechts |zentrale Lungenembolie

6 27 |mannlich  |179  |655  links |2Sntrale Lahmung bei Sturz aus
8m Hohe

7 37 mannlich 177 84.4 rechts Polytrauma nach Verkehrsunfall
(Motorradfahrer)

8 39 mannlich 175 94,6 rechts [Drogenintoxikation

9 48 mannlich 183 91,7 rechts |Verkehrsunfall

10 35 weiblich 164 68,4 rechts | Totung

11 20 mannlich 189 98,7 links |Verkehrsunfall

Tabelle 1 Biometrische Daten der Spender der Praparate
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2.2 Methode

2.2.1 Feinpraparation

Im néchsten Schritt wurde das Lig. iliolumbale inklusive seiner kndchernen Ansétze

anatomisch dargestellt und aus dem gréReren Gewebeblock herausgetrennt.

Bild 1: Darstellung des Lig. iliolumbale eines untersuchten Individuums; die Trennung
des Bandes in einen vorderen und einen hinteren Zigel in diesem Praparat ist
deutlich erkennbar; Blick von cranial: Lig. iliolumbale (Pfeil) mit

Anheftungsstelle am Os ilium (oi) und Processus transversus (pt)

Nach Feinpréparation und Entfernung fur die Untersuchung nicht-relevanter Strukturen
wurden die Praparate zur Entkalkung in eine Losung aus 12,5 % EDTA (gepuffert mit
1,5 % NAOH), welche jede Woche gewechselt wurde, gegeben. Wdchentliche
Rdntgenaufnahmen dienten dazu, den Grad der Entkalkung festzustellen. Jeweils nach
sechs Wochen wurde eine Zwischenfixierung in 100% Methanol fir 7 Tage
durchgefuhrt. Diese Vorbehandlung ist die Vorraussetzung um anschliefend mittels
eines Gefriermikrotoms (Cryo-Star HM560 MV / MICROM International GmbH,
Walldorf Germany) histologisch verwertbare Schnitte anfertigen zu kénnen.
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2.2.2  Kryomikrotomie

Das Lig. iliolumbale wurde mit seinen kndchernen Anheftungsstellen fir mindestens 12
Stunden in eine PBS-Pufferlosung mit 5% Saccharose gegeben um ein

gewebeschonendes Einfrieren zu ermdglichen.

AnschlieBend wurden die Praparate auf Praparathaltern mittels Gefriermedium (Tissue
freezing medium, Jung, Leica Instruments GmbH, Nussloch Germany) bei -20° C
aufgefroren. Zu grosse Proben wurden zuvor in der Mitte des Bandes geteilt, die
Teilstiicke wurden dann gesondert weiterverarbeitet. Um die fir die Untersuchung
relevante Band-Knochen-Ansatzebene darzustellen, wurden zunédchst 40um dicke
Trimmschnitte abgetragen. Das Auffinden der korrekten Schnittebene wurde mittels
Toluidinblaufarbung einzelner Schnitte Uberprift. Zur histologischen Untersuchung
wurden in Langsrichtung des Lig. iliolumbale 12 pum dicke Schnitte angefertigt und mit
Objekttragern (Super Frost Plus / Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig Germany)
aufgenommen. Bis zur immunhistochemischen Markierung wurden diese Schnitte bei

-20°C gelagert.

2.2.3 Immunhistochemische Markierung

Die immunhistochemische Markierung zum Nachweis der Kollagene I, I, 111, VI, X,
XIl, XIV der Glykosaminoglykane Chondroitin-6-sulfat, Chondroitin-4-sulfat,
Dermatansulfat, Keratansulfat, der Proteoglykane Versican, Link Protein, Aggrecan, des
Cartilage Oligomeric Matrix Protein, Fibromodulin und Neurofilament erfolgte mit
Hilfe eines Autostainers (LABVision Autostainer 480 / MICROM GmbH, Walldorf
Germany) oder durch Inkubation von Hand. Am Tag vor der Farbung wurden die
Praparate bei denen Aggrecan oder Link Protein dargestellt werden sollte, einem
Reduktionsschritt mit 10 mM DTT (in 25 mM Tris + 100mM NaCl) unterzogen. In
einer alkylierenden Losung (40 mM Jodacetamid in PBS) wurde anschliefend bei 37°C
fir 1 Stunde eine Stabilisierung der gespaltenen Disulfidbriicken erreicht. Um ein
Austrocknen der Praparate zu verhindern, wurden sie in einer feuchten Kammer bei 4°C

bis zur Weiterverarbeitung am néchsten Tag aufbewahrt.
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Vor der eigentlichen immunhistochemischen Markierung wurden alle Proben auf dem
jeweiligen Objekttrager mit einem hydrophoben Dako Pen (Dako Pen / Dako Denmark,
Glostrup Denmark) umrandet, damit die spéater aufgetragenen Reagenzien nicht

vorzeitig unkontrolliert abflielen konnten.

Im ersten Schritt des Farbeprotokolls erfolgte eine Enzymvorbehandlung
(Hyaluronidasel, Chondroitinase ABC, Chondroitinase AC) fur 30 Minuten bei 37°C
zur Demaskierung der jeweiligen Epitope der einzelnen Antikorper (siehe Tabelle 2).
Nach einem Waschschritt (3 x 5 Minuten mit PBS + Tween) wurde eine Blockierung
mit Normalserum vorgenommen (Pferdeserum 1:20 fir 60 Minuten Dbei
Raumtemperatur), wodurch eine unspezifische Proteinbindung minimiert wurde. Nun
wurden  Primarantikérper gegen die untersuchten ECM-Bestandteile bei
Raumtemperatur fir 30 Min. aufgetragen. Um eine erhohte Sensitivitat zu erreichen
wurden der Antikdper gegen Chondroitin-6-sulfat, gegen Kollagen XII und gegen
Kollagen XIV tber Nacht (12 Stunden) bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert.

Als Kontrolle wurde der Erstantikérper mit PBS ersetzt, um Farbungen aufgrund
unspezifischer Bindung des sekundaren Antikdrpers erkennen zu kénnen. Es erfolgte
ein erneuter Waschschritt und anschliefend die Inkubation mit einem biotinmarkiertem
Zweitantikorper, welcher gegen den Fc-Teil des Primérantikdrpers gerichtet ist. Aus
diesem Grund wurde bei den monoklonalen Primérantikdrpern aus der Maus ein
Zweitantikorper gegen Maus 1gG verwendet. Dieser wurde auf Grund der guten
Kreuzreaktion mit den Priméarantikorpern aus der Ratte auch bei dem Antikorper gegen
COMP eingesetzt. Bei den Antikdrpern gegen Kollagen XI1I und Kollagen XIV stammt
der Priméarantikorper aus dem Kaninchen, so dass hier ein Zweitantikbrper gegen
Kaninchen IgG eingesetzt wurde. Die Préparate wurden erneut gewaschen und danach
mit dem Avidin/Biotin/Peroxidase-Komplex (Vectastain Elite ABC KIT / Vector
Laboratories Inc., Burlingame USA) inkubiert. Avidin besitzt vier Bindungsstellen fir
Biotin und ermdglicht so eine Vernetzung zwischen dem biotinyliertem Zweitantikorper
und dem ABC Komplex. Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Chromogen
DAB aufgetragen. Die Umsetzung des Chromogens durch die Peroxidase des ABC
Komplexes erzeugt einen braunen Niederschlag und fuhrt somit zur mikroskopisch

detektierbaren Markierung der durch den Primérantikdérper erkannten Strukturen.
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Die Kern-Gegenfarbung erfolgte mit Hamatoxylin nach Mayer. Unmittelbar nach der
Differenzierung in Leitungswasser wurden die Schnitte in einer aufsteigenden
Alkoholreihe (70% - 80% - 96% - 100% - 100%) fiir jeweils 5 Minuten entwéssert und
in Xylol Gberflhrt. Schlie3lich wurden die Schnitte mit DPX eingedeckt.

Farbungen von Schnitten, bei denen es Zweifel an einer einheitlichen maschinellen
Markierung gab oder solche die (ganz oder teilweise) verloren gingen, wurden nach

selbigem Schema per Hand wiederholt.

Alle labortechnischen Untersuchungen wurden im AO Forschungsinstitut Davos,

Schweiz, in der Abteilung ,,Tissue Morphology *“ durchgefuhrt.
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Antigen Antikorper  |Verdunnung| Wirtstier Enzym Bezugsquelle Referenz
Kollagen | coL-1 1:2000 Maus Hyal (1,51U/ml) Sigma-Aldrich| Mayne 1988
Kollagen II ciict 1:6 Maus Hyal (1,51U/ml) DSHB Holmdahl et
al. 1986
Kollagen 11 FH-7A 1:4000 Maus Hyal (1,51U/ml) | Sigma-Aldrich O'ngge?f al.
. Hessle &
Kollagen VI 5C6 1.5 Maus Hyal (1,51U/ml) DSHB Engvall 1984
Kollagen X COL-10 1:2000 Maus Hyal (1,51U/ml) | Sigma-Aldrich Sa”fsgeg al.
Kollagen XII Anti (MAP) Type 1:100 Kaninchen Hyal (1,51U/ml) Cosmo Bio Co keine
XII Collagen
Anti (MAP) Type . . . .
Kollagen X1V XIV Collagen 1:100 Kaninchen Hyal (1,51U/ml) Cosmo Bio Co keine
Cartilage
Oligomeric Matrix | MA37C94 (rat) 1.7 Ratte keine Serotec keine
Protein (COMP)
Fibromodulin 630D1 1:100 Maus keine Kamiya keine
. . Asher et al.
Versican 12C5 1:5 Maus ChAC (0,251U/ml) DSHB 1991, 1995
. . . ChAC (0,251U/ml) nach Calabro et al.
Link Protein 9/30/8A4 1:5 Maus Red. und alkyl. Lsg. DSHB 1992
. ChAC (0,251U/ml) nach Calabro et al.
Aggrecan 12/21/1C6 1:5 Maus Red. und alkyl. Lsg. DSHB 1992
Chondroitin-4-sulfat . Caterson et al.
& Dermatansulfat 2B6 1:1500 Maus ChABC (0,251U/ml) B.Caterson 1985
Chondroitin-4-sulfat 2B6 1:1500 Maus ChAC (0,251U/ml) B.Caterson Caterls;;;t al.
Chondroitin-6- 3B3 1:200 Maus ChABC (0,251U/ml) B.Caterson | Cerson etal.
sulfat 1985
. Caterson et al.
Keratansulfat 5D4 1:1500 Maus keine B.Caterson 1983
Neurofilamente RT97 1:5 Maus keine DSHB keine

Tabelle 2: Liste der verwendeten Antikérper mit Angaben zu Herkunft und
Vorbehandlung; Red. = Reduktion, alkyl. Lsg. = alkylierende Ldsung, Hya
=Hyaluronidasel, ChABC = Chondroitinase ABC, ChAC = Chondroitinase
AC, DSHB = Developmental studies hybridoma bank, lowa University, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Makroskopische Anatomie

In allen untersuchten Leichen kann das Lig. iliolumbale als morphologisch klar
abgrenzbare Struktur identifiziert werden. Die Faserzige des Bandes verbinden in den
von uns untersuchten Proben den Processus transversus des 5. Lendenwirbels mit dem
Kamm des Os ilium und konnen bei einigen Individuen als singulére, bei anderen als
mehrteilige Faserstruktur beobachtet werden. Wenn das Lig. iliolumbale in unserer
Untersuchung mehrere Ziige aufweist, sind die Raume zwischen den Faserziigen meist
mit Fettgewebe ausgefiillt. Der Verlauf der untersuchten Bénder zeigt eine deutlich

kleinere vertikale als horizontale Komponente.

3.2 Histologische Auswertung

Die Toluidinblaufarbung der Préparate zeigt bei neun der elf Anheftungszonen am Os
ilium, sowie bei elf Anheftungszonen am Processus transversus eine intensiv
dunkelblau bis violett gefarbte Zone, die als Zeichen fir eine Metachromasie gewertet
wird. Bei funf Praparaten konnten Stellen innerhalb des Bandes gefunden werden, die
ebenfalls solche metachromatisch reagierenden Abschnitte zeigen. In diesen Bereichen
lassen sich vermehrt Zellen mit rundlichen Zellkernen finden, welche sich hinsichtlich

ihrer Morphologie von den eher langlichen Zellkernen des Bandes unterscheiden.
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Bild 2: links: Metachromasie im Enthesisbereich eines Processus transversus
rechts: metachromatisch reagierender Abschnitt innerhalb eines Bandes

In drei Praparaten lassen sich Ansammlungen von rundkernigen Zellen (Clusterbildung)
beobachten; zwischen den Clusterbildungen finden sich teilweise zellfreie Bereiche mit
amorpher Substanz. Heterotope Knochenformationen lassen sich in zwei dieser
Préparate identifizieren. AuRBerdem kann in einigen Proben Fettgewebe innerhalb des
Bandes gefunden werden.

Bild 3: Fett (Pfeil) innerhalb des Lig. iliolumbale;
links im Bild: Processus transversus (pt)
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Bild 4: oben links: Vergrdsserung zeigt knorpelzelltypische Zellgruppen (Pfeile)

und amorphe Substanz. Kollagen XII Farbungen am
Processus transversus
oben rechts: kndcherne Formation und Zellproliferationen. Kollagen X Farbung
des Ansatzes am Os ilium
unten links: Fettgewebe innerhalb des Lig. iliolumbale
Kollagen I Farbung

3.3 Kollagene

3.3.1 Kollagen I (Col 1)

Die Markierung fur Kollagen 1 ergibt bei allen Ligg. iliolumbalia in Bandmitte sowie

an den knodchernen Anheftungszonen eine stark positive Markierung. An der Enthesis
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des Processus transversus lasst sich in 7 Féllen, an der des Os ilium in 8 Fallen, ein
nicht geférbter streifenférmiger Bereich, das sogenannte gap-Phdnomen, nachweisen.

Préparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 +g + +
2 + + +g
3 + + +g
4 +g + +
5 + + +g
6 +g + +g
7 +g + +g
8 +g + +g
9 + + +
10 +g + +g
11 +Q + +g

Tabelle 3: Kollagen I:
+ = positiver Nachweis, - = kein Nachweis, g = gap-Ph&anomen

Bild 5: links: Kollagen | Nachweis im Enthesisbereich eines Processus transversus;

gap-Phanomen
rechts: Kollagen I Nachweis im Band

3.3.2 Kollagen 11 (CIICI)

In beiden Enthesisregionen zeigt sich in allen untersuchten Proben eine deutlich positive
Markierung fir Kollagen Il. Die GrofRe des markierten Bereichs variiert jedoch
zwischen den verschiedenen Individuen. In einigen Individuen zeigt die Markierung an
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der Enthesis am Os ilium eine deutlich grossere Ausdehnung, als die am Processus
transversus (vgl. Bild 7). In den mittleren Bandbereichen kann in 4 Proben Kollagen 11

nachgewiesen werden.

Préparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 + + +
2 + (+) +
3 + - +
4 + - +
5 + - +
6 + - +
7 + - +
8 + - +
9 + (+) +
10 + (+) +
11 + - +

Tabelle 4. Kollagen II:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis
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Bild 6: links: Kollagen Il Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium. Sowohl der
mineralisierte wie auch der nicht mineralisierte Faserknorpelbereich
sind markiert

rechts: Fleckige Kollagen 1l Markierung im mittleren Bandbereich
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mineralisierte, wie auch der nicht mineralisierte Faserknorpelbereich

sind markiert
rechts: Kollagen Il Nachweis im Enthesisbereich eines Processus transversus
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3.3.3 Kollagen 111 (FH-7A)

Kollagen 11l kann in allen Proben nachgewiesen werden. Die Markierung weist bis auf
einige wenige Ansatze einen fleckigen Charakter auf. An zwei Enthesisregionen des Os
ileum l&sst sich ein nahezu kompletter Ausfall der Farbung nachweisen. In einem dieser
Préparate finden sich in dem ungeféarbten Bereich der Enthesis Ansammlungen von
knorpeléhnlichen Zellen, die sich um eine Stelle mit amorpher extrazellulérer Substanz

gruppieren.
Préparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 (+) (+) +
2 ) (6] )
3 ) (+) )
4 (+) (+) +
S + () )
6 ) ) )
7 ) (Go) +g
8 ) ) +g
9 + (+) +
10 ) ) )
11 (+) (+) +

Tabelle 5. Kollagen I11:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, g = Ausfall der Markierung
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Bild 8:0ben links: Kollagen I1l Nachweis im Enthesisbereich eines

Processus transversus, ,, Basket-Weave “ Muster
oben rechts: Fleckige Kollagen Il Farbung im Band
unten links: Riickgang der Farbung im Enthesisbereich eines Os ilium
unten rechts: Vergrosserung zeigt chondrozytenahnliche Zellen welche von
amorpher Extrazellularsubstanz umgeben sind

3.3.4 Kollagen VI (5C6)

In allen Proben kann ein positiver Nachweis fir Kollagen VI erbracht werden. Im
Bereich der Enthesis ist in allen Fallen eine aufgelockerte Markierung zu beobachten. In
einem Préparat ist die Farbung im Anheftungsbereich sogar vollstdndig aufgehoben. In
den meisten Féllen lassen sich auch im mittleren Teil des Bandes Stellen mit einer

fleckigen Féarbung nachweisen.
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Préparat Nr. En;c:]aens;\s;érPsrlj)sceLsssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 (+) + ()
2 (+) ) ()
3 (+) () )
4 ) ) )
5 () ) ()
6 (+) ) ()
7 (+) ) )
8 () ) (g
9 (+) ) )
10 (+) + (+)
11 (+) + (+)

Tabelle 6. Kollagen VI:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, g = Rlickgang der Farbung

Bild 9: links: Kollagen VI Markierung im Enthesisbereich eines Processus
transversus
rechts: Kollagen VI Nachweis im Ubergangsbereich Band/Enthesis

3.3.5 Kollagen X (Col-10)

Die Markierung fir Kollagen X ergibt ein weniger einheitliches Bild. Bei acht
Individuen kann Kollagen X sowohl an der Enthesis des Os ilium als auch der des
Processus transversus nachgewiesen werden. Bei einer Probe der beckenseitigen
Anheftungszone, wie auch bei einer der wirbelseitigen, kann Kollagen X bei fehlender

Markierung der anderen Enthesis nachgewiesen werden. Die Markierung hat
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tberwiegend fleckigen Charakter, wobei ein dichteres Farbemuster in einigen Fallen an
der bandseitigen Enthesisregion zu beobachten ist. Im mittleren Bandabschnitt kann bei
sieben Individuen ein positiver Nachweis erbracht werden. Der Charakter der Farbung
ist dabei sehr unterschiedlich und zeigt neben einer streckenweise fleckigen Markierung
auch teilweise eine Markierung kleiner Areale, die scheinbar zwischen einzelnen

Faserzlgeln zu liegen scheinen.

Préparat Nr. En;[?aer;ssl\s/érPer)SceLsssus Bandmitte Entheseis: Os ilium
1 (+) - -
2 - - -
3 - - *)
4 *) *) *)
5 (*) () ()
6 *) *) *)
7 *) *) *)
8 *) - *)
9 *) *) *)
10 *) (*) *)
11 () *) ™)

Tabelle 7. Kollagen X:
+ = positiver Nachweis, (+ )= fleckig markiert, - = kein Nachweis

Bild 10: links: Kollagen X Nachweis im Enthesisbereich eines Processus transversus

rechts: Kollagen X Markierung im Band
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3.3.6 Kollagen XII (Anti (MAP) Type XII Collagen)

Alle Proben zeigen eine flachige Markierung fur Kollagen XII in Bandmitte mit einer

geringfugigen Auflockerung der Markierung zu den Anheftungszonen hin.

Préaparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 (+) + ()
2 + + ()
3 + + )
4 ) + ()
5 + + *)
6 (+) + )
7 (+) + )
8 ) + ()
9 + + (+)
10 ) + ()
11 (+) + +

Tabelle 8. Kollagen XII:
+ = positiver Nachweis, (+ )= fleckig markiert

Bild 11: links: Kollagen XII Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium

rechts: Kollagen X1l Farbung im Band

3.3.7 Kollagen X1V (Anti (Map) Type XIV Collagen)

Die Markierung flr Kollagen XIV ist in allen Béandern und deren Ansatzzonen positiv.
An der Enthesis zeigt sich bei den meisten Praparaten eine eindeutige Auflockerung der
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sonst eher homogenen Markierung. In funf mittleren Bandabschnitten kénnen ebenfalls

Stellen mit fleckiger Markierung beobachtet werden.

Préparat Nr. En;[?aer;ssl\s/érPsrlj)SceLsssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 (*) + ()
2 + *) *)
3 *) + *)
4 *) + *)
5 + *) *)
6 *) *) *)
7 *) *) *)
8 () + *)
9 *) + *)
10 *) *) *)
11 + + +

Tabelle 9. Kollagen XIV:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert

Bild 12: links: Kollagen XIV Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium

rechts: Kollagen X1V Farbung im Band
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3.4 Glykosaminoglykane

3.4.1 Dermatansulfat und Chondroitin-4-sulfat (2B6+ChABC)

Nach der Vorbehandlung mit dem Enzym Chondroitinase ABC erkennt der Antikorper
2B6 sowohl Dermatansulfat, als auch Chondroitin-4-sulfat. In der vorliegenden Arbeit
lasst sich eine Markierung mit 2B6 nach der Inkubation der Schnitte mit Chondroitinase
ABC in allen Béandern erkennen. Die Enthesis am Os ilium markiert in 10 Féllen, die

am Proc. transversus in 8 Féllen, fleckig.

Enthesis: Processus

Préparat Nr. transversus L5 Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 (+) + -
2 - *) *)
3 - ) *)
4 Z + (+)
5 (*) + (*)
6 - + *)
7 (*) () ()
8 *) () *)
9 (*) + (*)
10 *) + *)
11 ) + )

Tabelle 10. Dermatansulfat und Chondroitin-4-sulfat:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis,
Z = Nachweis positiv markierter Zellen
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Bild 13: links: Dermatan- und Chondroitin-4-sulfat-Nachweis im Enthesisbereich eines

Os ilium

rechts: Dermatan- und Chondroitin-4-sulfat-Nachweis im Band

3.4.2 Chondroitin-4-sulfat (2B6+ChACII)

Nach der Vorbehandlung mit dem Enzym Chondroitinase ACII erkennt der Antikorper
2B6 Chondroitin-4-sulfat, nicht jedoch Dermatansulfat. An der Anheftungszone des
Lig. illiolumbale am Proc. transversus lasst sich in 4 Fallen, an der Enthesis des Os
ilium in 8 Féllen, eine positive Markierung nachweisen. Die mittleren Bandpartien
zeigen in allen Préparaten eine positive Markierung.

Préaparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 (+) + -
2 ) ) )
3 - + (+)
4 - ) -
S - () )
6 - ) )
7 - (+) ()
8 - (+) ()
9 - + (+)
10 ) + )
11 Z + -

Tabelle 11. Chondroitin-4-sulfat :
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert,

- = kein Nachweis, Z = Nachweis positiv markierter Zellen
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Bild 14: links: Chondroitin-4-sulfat-Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium

rechts: Chondroitin-4-sulfat-Nachweis im Band

3.4.3 Chondroitin-6-sulfat (3B3 + ChABC)

Chondroitin-6-sulfat kann in 10 beckenseitigen Anheftungsstellen des Bandes
nachgewiesen werden. An den Processus transversus zeigen 9 Anheftungsstellen eine
fleckige Markierung. In der Bandmitte kdnnen in 7 Proben gefarbte Abschnitte

nachgewiesen werden.

Préparat Nr. En;[raenssl\s/érPsrlj)SceLsssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 ) - -
2 - ) )
3 () - )
4 ) ) )
5 - ) )
6 ) ) )
7 () ) ()
8 ) - )
9 ) - +
10 ) ) )
11 (+) (+) (+)

Tabelle 12. Chondroitin-6-sulfat:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis
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Bild 15: links: Chondroitin-6-sulfat-Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium
rechts: Chondroitin-6-sulfat-Nachweis im Band

3.4.4 Keratansulfat (5D4)

Der immunhistochemische Nachweis flr Keratansulfat ist flr alle Ligg. iliolumbalia in
Bandmitte, sowie an den kndchernen Anheftungszonen positiv. Die Farbung ist flachig
Uber alle Bereiche des Bandes verteilt und zeigt fast immer einen leicht fleckigen
Charakter. Eine Auflockerung der Farbung zu den Anheftungszonen hin kann nicht

beobachtet werden.

Préparat Nr. En:?aens;\s,érPsrl:)SceLsssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 + + )
2 (+) (+) +
3 (+) *) )
4 () ) ()
5 (+) *) )
6 (+) ) ()
7 (+) *) )
8 (+) (+) +
9 (+) ) )
10 () () ()
11 (+) (+) +

Tabelle 13. Keratansulfat:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert
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Bild 16: links: Keratansulfat Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium
rechts: Keratansulfat Nachweis im Band

3.5 Proteoglykane

3.5.1 Versican (12C5)

Die Markierung flr Versican zeigt in allen Préparaten eine fleckige Verteilung.
Lediglich bei einer Probe l&sst sich an der Anheftungszone am Processus transversus
kein positiver Nachweis erbringen.

Préparat Nr. En:raerfgié:;fscissus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 + + +
2 - *) *)
3 *) (*) *)
4 *) *) *)
5 + () *)
6 *) *) *)
7 *) *) *)
8 *) *) *)
9 *) *) *)
10 *) (*) *)
11 * *) *

Tabelle 14 Versican:
+ = positiver Nachweis, (+ )= fleckig markiert, - = kein Nachweis
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Bild 17: links: Versican Nachweis im Enthesisbereich eines Processus transversus

rechts: Versican Nachweis im Band

3.5.2 Aggrecan (1C6)

Der Antikdrper 1C6 markiert alle beckenseitigen Enthesisregionen und mit einer
Ausnahme alle Anheftungszonen am Processus transversus des Lig. iliolumbale. In funf
Praparaten kann in Bandmitte eine positive Markierung nachgewiesen werden. Die
Farbung ist allgemein fleckig und erstreckt sich in seltenen Fallen auch Uber ganze
Abschnitte des Bandes. Wie bei Kollagen Il variiert das Ausmass der positiven

Markierung im Enthesisbereich zwischen den verschiedenen Individuen.

Préparat Nr. En;t?aer;ssi\s/;zjascel_sssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 + - +
2 *) () *)
3 () - ()
4 +) - *)
5 (*) () (*)
6 *) - *)
7 + (+) +
8 *) () (*)
9 (*) () ()
10 (+) (+) +
11 () - )

Tabelle 15 Aggrecan:
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis
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Bild 18: links: Aggrecan Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium

rechts: Aggrecan Nachweis im Band

3.5.3 Link Protein (8A4)

Link Protein kann im Bereich aller Anheftungszonen des Lig. iliolumbale nachgewiesen
werden. In der Bandmitte finden sich bei acht Individuen positive Markierungen fir
Link Protein. Die Farbung ist dabei in allen Féllen fleckig und meistens auf einzelne

unterschiedlich grosse Bezirke des Bandes bzw. der Enthesis beschrankt.

Préparat Nr. En:rhae;;\s/érPer)SceLs;ssus Bandmitte Enthesis: Os ilium
1 ) ) ()
2 (*) *) ()
3 (+) - (+)
4 (+) - (+)
5 () - ()
6 (+) ) ()
7 (+) ) )
8 (+) ) ()
9 (+) () )
10 () () ()
11 () (+) )

Tabelle 16, Link Protein:
(+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis
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Bild 19: links: Link Protein Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium

rechts: Link Protein Nachweis im Band

3.5.4 Fibromodulin (630 D1)

Die immunhistochemische Markierung mit 630D1 zeigt eine positive Reaktion in allen
Béandern. An beiden Anheftungsstellen wird sie in den meisten Fallen fleckig und in

zwei Proben ist kein positiver Nachweis mehr moglich.

Préaparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 Z (+) +
2 - ) )
3 ) ) ()
4 ) ) )
S ) ) )
6 ) ) )
7 (+) ) +g
8 () (+) +g
9 (+) (+) +
10 ) () )
11 (+) (+) (+)

Tabelle 17. Fibromodulin :
+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert, - = kein Nachweis,
Z = Nachweis positiv markierter Zellen, g = Riickgang der Farbung
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Bild 20: links: Fibromodulin Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium
rechts: Fibromodulin Nachweis im Band

3.6 Matrixproteine

3.6.1 Cartilage oligomeric matrix protein (COMP)

Das cartilage oligomeric matrix protein (COMP) lasst sich in allen Praparaten, sowohl
im Band, als auch an beiden Anheftungsstellen nachweisen. Im Bereich der Enthesis
zeigt sich haufig eine Abnahme der Markierung die von einer eher homogenen in eine
fleckige Verteilung Ubergeht. In einem Prdparat l&sst sich an der Enthesis des Os ilium
ein kompletter Ausfall der Markierung beobachten.
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Préparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5

1 (+) + +

2 + + (+)
3 + + (+)
4 (+) + (+)
5 + + (+)
6 (+) + (+)
7 (+) + (+)
8 (+) + +g
9 + + +

10 ) + O
11 (+) + (+)

Tabelle 18. COMP :

+ = positiver Nachweis, (+) = fleckig markiert,

- = kein Nachweis, g = Rlckgang der Farbung

Bild 21: links: COMP Nachweis im Enthesisbereich eines Os ilium
rechts; COMP Nachweis im Band

3.7 Neurofilamente

3.7.1 Neurofilamente (RT 97)

In 5 Praparaten konnen im Fettgewebe innerhalb der Proben eingebettete nervale
Strukturen durch den Neurofilament markierenden Antikdrper RT 97 nachgewiesen

werden.
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Préparat Nr. Enthesis: Processus Bandmitte Enthesis: Os ilium
transversus L5
1 - + -
2 - + _
3 - + -
4 - - _
5 - - -
6 - - _
7 - + -
8 - - _
9 - - -
10 - - _
11 - + -

Tabelle 19. RT-97 :

+ = positiver Nachweis, - = kein Nachweis

R,

Bild 22: links und rechts: RT-97 markierte nervale Strukturen im Fettgewebe

100 ym

50 pm
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4 Diskussion

4.1 Methodik

4.1.1 Entnahme und Methanolfixierung

Eine frihe Entnahme mit geeigneter anschliefender Fixierung der Praparate ist
essentiell fur den Erhalt der Antigenstrukturen in der Immunhistochemie. Um eine
Zerstorung der Feinstruktur durch autolytische Prozesse zu verhindern wurden alle
Proben der vorliegenden Untersuchung innerhalo von 72 Stunden post mortem
entnommen und in Methanol fixiert. Die Fixierung mit Methanol wird der
Standartfixierung mit Formalin vorgezogen, da Formalin zu einer Verdeckung der
Antigenstrukturen durch Vernetzung von Aminosduren (Namimatsu et al. 2005) fihrt.
AuRerdem wird die Aktivitdt der endogenen Peroxidase schon durch das Methanol
wahrend der Fixierung herabgesetzt und somit unspezifische Hintergrundmarkierungen
besser vermieden. Gleichzeitig wird das Gewebe durch die Fixierung mit Methanol vor

Verwesung geschiitzt und Proteine in den Praparaten durch Denaturierung fixiert.

4.1.2 Feinpraparation und Kryomikrotomie

Aufgrund der Komplexitat und Variabilitat des Verlaufs des Lig. iliolumbale wurde bei
der Feinpréparation groRes Augenmerk darauf gelegt die Hauptmasse des Lig.
iliolumbale mit der zugehdrigen Enthesis darzustellen. Um schlieRlich die richtige
Schnittebene sicherzustellen wurden Toluidinblaufarbungen und Kryoschnitte aus den
Préparatbereichen mit der ausgeprégtesten Metachromasie untersucht. Einige Préparate
waren zu grof3 um geeignete durchgehende Schnitte zu erzielen. Diese Préparate wurden
nach der Identifikation der relevanten Strukturen in der Mitte des Bandes getrennt und
einzeln weiterverarbeitet. Durch genaue topographische Zuordnung wurde bei diesen
Praparaten sichergestellt, dass die korrespondierenden Schnittebenen der Proben

untersucht wurden.
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Bei der Kryomikrotomie wurde eine Schnittdicke von 12 um gewahlt. Dadurch wurde
eine gute immunhistochemische  Markierbarkeit und Beurteilbarkeit  bei

zufriedenstellender Qualitat der Schnitte erreicht.

4.1.3 Immunhistochemie

Bei der vorliegenden Studie wird zum Nachweis der ECM Bestandteile die
immunhistochemische Markierung eingesetzt. Diese beruht im Wesentlichen auf der
besonderen Affinitdt zwischen Antikorper und Antigen, wodurch ein Erkennen von
Makromolekulen durch Bindung von entsprechenden Antikérpern an Epitope dieser
Molekiile erreicht wird. Diese Antigen-Antikorper-Bindung beruht auf einem
komplexen dreidimensionalen Schliissel-Schloss-Prinzip und wird durch eine Mischung
aus Anziehungskréften auf lonenbasis, Wasserstoffbriickenbindungen und hydrophoben
Wechselwirkungen (Kiernan 1999) stabilisiert.

Entsprechend ihrer Produktion und Herkunft unterscheidet man monoklonale von
polyklonalen Antikdérpern. Monoklonale Antikérper sind das Produkt eines einzelnen
Plasmazellklons und dadurch nur gegen ein einziges Epitop des Antigens gerichtet. lhre
Spezifitét liegt dadurch in der Regel hoher als die von polyklonalen Antikorpern, die an

verschiedene Epitope eines Antigens binden kénnen.

In der vorliegenden Studie wurden vorwiegend monoklonale Antikérper verwendet.
Nur bei den Antikdrpern gegen Kollagen XII und Kollagen XIV handelt es sich um
polyklonale Antikorper. Kreuzreaktionen mit anderen Molekilen konnen jedoch auch
bei der Verwendung von monoklonalen Antikdrpern auftreten. Eine genaue
Charakterisierung der Antikorper hilft die Spezifitat der Nachweismethode zu bewerten.
Bei den meisten der verwendeten Antikdrper konnte eine solche Charakterisierung als
Referenz angegeben werden.

Die hohe Spezifitat des Nachweissystems erlaubt die Markierung der entsprechenden
Antigene durch den Primdrantikérper. In den folgenden Schritten der
immunhistochemischen Farbung kommt es zu einer Amplifizierung des Signals, welche
zu einer lichtmikroskopisch auswertbaren Chromogenumsetzung fiihrt. Die Starke der
Féarbung l&sst durch die nicht stochiometrische Verstarkung des Signals allerdings keine

Rickschlisse auf die Quantitat der Antigenexpression zu.
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Die gewahlte ABC-Peroxidase-Methode soll nach Kiernan (1999) die besten Ergebnisse
bei Geweben des Bewegungsapparates liefern und wurde deshalb in der vorliegenden
Studie verwendet.
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4.2 Interpretation der Befunde

4.2.1 Kollagene

Kollagene machen mit 30% den grossten Anteil der Proteine in Sdugetieren aus
(Burgeson et al. 1992). Sie kommen in verschiedenen Geweben vor, in denen sie
hauptsachlich eine strukturgebende Funktion tbernehmen. Kollagene sind aus drei
Polypeptidketten aufgebaut, die zwei verschiedenartige Domanen erkennen lassen: eine
Trippelhelixdoméne und eine globuldare Doméne (Burgeson et al. 1992). Die
Trippelhelixdoméne besteht aus drei umeinander gewundenen a-Ketten und gibt den

Kollagenen eine biegefeste Region (Olsen et al. 1999).

Kollagen 1 ist das am hé&ufigsten vorkommende Kollagen (tUber 90% am
Kollagengesamtanteil) und wurde in Haut, Sehnen, Bandern, Knochen und der Cornea
gefunden. In Sehnen und Béndern stellt es den Bestandteil dar, welcher hauptsachlich
flir die Zugfestigkeit verantwortlich ist (Benjamin et al. 1997; Franchi et al. 2007). Der
hohe Ordnungsgrad und die axiale Anordnung der Kollagen I-Fibrillen tragen zu der
hohen Zugfestigkeit dieser Gewebe bei (Kielty et al. 1993; Sodersten et al. 2005)

In unserer Studie zeigen alle Bander eine Kollagen I-Markierung. An faserknorpeligen
Enthesiszonen konnte ein Bereich ohne Férbung beobachtet werden. Dies wird
allgemein als gap-Ph&nomen bezeichnet und ist ein Zeichen dafir, dass die Expression

von Kollagen | der von Kollagen Il weicht (Benjamin et al. 2006).

Kollagen 1l wurde zuerst in Knorpel nachgewiesen, in dem es neben den
gewebespezifischen Proteoglykanen den Hauptteil des Gewebes ausmacht (Heinegard
et al. 1993). Aber auch andere Gewebe, wie der Nucleus Pulposus, der Glaskérper und
Faserknorpel, zeigen eine Kollagen 1l1-Expression (Burgeson et al. 1992). Kollagen II
findet sich unter anderem an den Stellen in Sehnen, die neben Zug auch Druckkraften
ausgesetzt sind (Waggett et al. 1998). Es ist damit ein wesentliches und typisches
Merkmal faserknorpeliger Enthesiszonen bei einer Vielzahl von Sehnen und Béndern
(Milz et al. 2005).
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Beide Anheftungszonen des Lig. iliolumbale zeigen Kollagen-II-positive Bereiche,
wobei deren jeweilige Ausdehnung deutliche Unterschiede aufweist. Obwohl keine
quantitative Bestimmung der positiv markierten Flache durchgefihrt wurde, lasst sich
beobachten, dass die Schnitte an der beckenseitigen Enthesis tendenziell eine
ausgedehntere Markierung zeigen (vgl. Bild 7).

Bei vier Praparaten finden sich auch in der sonst negativen Bandmitte weitere Stellen
mit einer positiven Markierung. Solche Kollagen I1-Markierungen wurden bereits in
friheren  Studien in den Bandabschnitten gefunden, die einer lokalen
Druckbeanspruchung ausgesetzte sind. Dies ist unter anderem der Fall in Abschnitten
des Lig. transversum acetabuli, welche in Kontakt mit dem Femurkopf stehen (Milz et
al. 2001b), oder beim Lig. transversum atlantis im Bereich des Dens axis (Milz et al.
2001a). Generell gilt als belegt, dass im Bereich von Gleitsehnen, also dort, wo die
Sehne um knocherne Strukturen gelenkt wird, Kollagen 11 nachgewiesen wird
(Benjamin et al. 1995).

Kollagen 111 gehort ebenso wie Kollagen | und Il zu den fibrillaren Kollagenen und
kommt vermehrt in Geweben mit hoherer Elastizitatsanforderung vor (Olsen et al.
1999). Es macht den zweitgrossten Anteil an Kollagen in diesem Gewebe aus (Eyre et
al. 2006). Dabei bildet es mit Kollagen Typ | Mischfasern und soll den Durchmesser der
Kollagen I-Fibrillen beeinflussen (Waggett et al. 1998).

In unserer Studie weisen alle Bander eine Kollagen IlI-Markierung auf. Dies ist
funktionell von Bedeutung, da bei einer Anspannung der Ligg. iliolumbalia, wie sie z.B.
flir eine Flexion von L5 gegeniber dem Becken beschrieben wird (Snijders et al. 2008),
die elastischen Eigenschaften dieser Bander helfen Stresskonzentrationen zu vermeiden.
Im Bereich besonders faserknorpeliger Enthesiszonen, zeigt sich in einigen Proben eine
Auflockerung der Markierung, in zwei Féllen eine komplette Aufhebung der Féarbung
fur Kollagen I11. In diesen Bereichen ist eine deutliche Auspragung der Kollagen I1-
Markierung zu beobachten. Analog zu der Kollagen I-Markierung kénnte hier Kollagen
I11 der Expression anderer ECM Molekiilen, wie z.B. der von Kollagen Il weichen. Dies
ist eine Beobachtung, die in der Literatur fur andere Faserknorpel bisher nicht
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beschrieben wurde. Zudem wird Kollagen 111 im adulten Gelenkknorpel zusammen mit

Kollagen Il koexprimiert und kovalent verkntpft (Eyre 2002).

Kollagen VI bildet perlschnurartige Mikrofibrillen und soll an der Bindung von Zellen
an ECM-Molekulen beteiligt sein (Waggett et al. 1998). Eine ,korbflechtartige*,
perizelluldre Verteilung, wie man sie auch bei hyalinem Knorpel findet, ist
charakteristisch fiir Kollagen V1 in Faserknorpeln. In der Bandmitte dagegen findet man
ublicherweise die fur faseriges Bindegewebe charakteristische, longitudinal angeordnete
durchgehende Farbung der ECM (Milz et al. 2005b; Waggett et al. 1998).

In der vorliegenden Studie ist die Markierung fir Kollagen VI in allen Ligg.
iliolumbalia und ihren Anheftungszonen positiv. Im Bereich der Enthesis weist die
Markierung einen fleckigen Charakter auf und zeigt in einigen Féllen das Bild einer

,korbflechtartigen* Farbung.

Kollagen X wird aufgrund seiner kiirzeren Kettenlange zu den Kurzkettenkollagenen
gezdhlt. Bei der enchondralen Ossifikation der Skelettreifung wird Kollagen X von
hypertrophen Chondrozyten exprimiert (Hjorten et al. 2007). Es wird vermutet, dass
Kollagen X um die Chondroyten der Wachstumsfugen eine Art Schutzgerust bildet,
wenn die ECM der Knorpelzellen bei der enchondralen Ossifikation abgebaut wird
(Olsen et al. 1999). Tierexperimentell konnte an Patellarsehnen gezeigt werden, dass
Sehnengewebe auf eine Kollagenase induzierte Schadigung mit der Expression von
Kollagen X und ektoper Kalzifizierung innerhalb des Sehnengewebes reagieren kann
(Lui et al. 2009). In diesem Zusammenhang gewinnt die Betrachtung des Faserknorpels
als kleine Wachstumsplatte, bei der Faserknorpel zu Knochen umgebaut wird, neue

Bedeutung (Benjamin et al. 2006).

In sieben Préparaten konnte Kollagen X in beiden Enthesisregionen und in der
Bandmitte, in jeweils einem Fall nur an einer Enthesis oder in Bandmitte und bei einem
Individuum in keinem Bereich nachgewiesen werden. Interessant ist, dass in einer Probe
eine massive Markierung am bandseitigen Ende der Enthesis des Processus transversus
zu finden war. Gleichzeitig zeigt sich in diesem Prdparat eine Ansammlung
knorpeltypischer Zellen, die in eine amorphe Substanz entlang von Fissuren an der
Enthesis eingebettet sind. Ahnliche Beschreibungen wurden in der Literatur als Zeichen

degenerativer Veranderungen der Enthesis gegeben (Benjamin et al. 1998). Folgt man
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weiterhin der Theorie, dass degenerative Veranderungen in Sehnen durch ein
Missverhaltnis von Matrixaufbau und deren Degradation unter mechanischer
Beanspruchung auftreten (Riley et al. 2001), kdénnten unsere Beobachtungen das Bild
einer solchen Uberbeanspruchung einer Enthesis darstellen. Wie bereits oben
beschrieben, konnte tierexperimentell eine Mineralisierung in Sehnengewebe nach einer
iatrogenen Verletzung der Sehne beobachtet werden. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass das Prdparat in einer anderen Schnittebene keine solchen
Veranderungen zeigt, wohl aber eine breitere Knochenstruktur des Processus
transversus. Ob es sich bei der Beobachtung um das Bild verschiedener Stadien eines
Mineralisierungsprozesses handelt, lasst sich allerdings nicht feststellen, da aus der
raumlichen Korrelation keine zeitliche Entwicklung abgeleitet werden kann. Allerdings

legt der Vergleich mit der epiphysaren Wachstumszone eine solche Interpretation nahe.

Kollagen XII und XIV gehoren zu den fibrillenassozierten Kollagenen, welche als
Brickenmolekile, in Faszikeln zwischen den fibrillaren Kollagenen angeordnet,
fungieren (Akutsu et al. 1999). Kollagen XII kommt in Knorpel (Eyre et al. 2006)
Bandern, Sehnen, Perichondrium und Periost vor. Eine vermehrte Expression von
Kollagen XII wird in Knorpel in Bereichen mit einer starken Orientierung der
Kollagenfibrillen beobachtet und scheint eine Bedeutung fir die Anordnung dieser
Fibrillen zu haben (Gregory 2005). Auf Bénder Ubertragen, miussten faserknorpelige
Regionen dann eine schwachere Kollagen XII-Markierung zeigen als solche, die rein
faserige Strukturen mit einer ausgepragteren Orientierung der Kollagenfibrillen
aufweisen.

In der vorliegenden Studie wird in allen Praparaten Kollagen XII, sowohl in beiden
Ansatzzonen, wie auch durchgehend im Band, nachgewiesen. Im Bereich der Enthesis

zeigt sich eine Auflockerung der Markierung.

4.2.2 Glykosaminoglykane

Glykosaminoglykane (GAG) bestehen im Wesentlichen aus Disaccharidketten. Die
Disaccharideinheiten enthalten dabei zum einen einen Aminozucker (D-Glukosamin

oder Galaktosamin) und zum anderen typischerweise eine Uronséaure (D-Glukuronsaure
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oder ihr C5-Epimer, die L-lduronsdure) oder Galaktose (Jackson et al. 1991). Durch
sporadische, enzymatische Modifikation, wie z.B. Sulfatierung oder Acetylierung der
einzelnen Zucker entsteht eine Vielzahl verschiedener GAG. Keratansulfat besteht aus
Disacchariden der Galaktose und Glukosamin, welche an Position 6 sulfatiert sein
konnen. Chondroitinsulfate enthalten in den Grundpolymeren Galaktosamin und
Glukuronsaure. Eine Sulfatierung an Position 6 des Aminozuckers fuhrt zu der
Bezeichung Chondroitin-6, eine an der Stelle 4 zu Chondroitin-4-sulfat. Weiterhin kann
bei einigen Disacchariden der Chondroitinsulfate Glukuronsdure gegen Iduronséure
ausgetauscht sein (Lander 1999). Tritt diese Modifikation bei mehr als 10% des Uronats

auf, spricht man von Dermatansulfat.

Das Enzym Chondroitinase ABC kann im Gegensatz zur Chondroitinase AC auch die
Verbindung von Iduronsdure und Galaktosamin spalten, woraufhin durch eine
anschlieBende Inkubation mit dem Antikorper 2B6 sowohl Dermatansulfat als auch
Chondroitin-4-sulfat erkannt werden. Nach einer Vorbehandlung mit Chondroitinase

AC wird jedoch nur Chondroitin-4-sulfat nachgewiesen.

Durch die enzymatischen Modifikationen dndern sich auch die Eigenschaften der GAG.
Negativ geladene Carboxylat- oder Sulfatgruppen fuhren zu einer hohen negativen
Ladungsdichte, die Uber Kationenbindung einen erhéhten osmotischen Druck erzeugt
und somit zur Bindung von Wasser im Gewebe fiihrt (Alberts et al. 2002). Dieser
Mechanismus erklért die besondere Druckresistenz von Gewebe mit hohem Gehalt an

glykosaminoglykanreichen Proteoglykanen.

Entsprechend der Hohe einer solchen lokalen Druckbeanspruchung werden im Bereich
einer  faserknorpeligen  Enthesis  verschiedene ECM-Molekile  exprimiert.
Dermatansulfat gefolgt von Keratansulfat wird schon in Gewebe mit relativ schwacher
Druckbeanspruchung beobachtet. Steigende Kompression fuhrt zur Expression von
Chondroitin-4-sulfat und schliesslich von Chondroitin-6-sulfat (Benjamin et al. 2006;
Milz et al. 2005).

In der vorliegenden Studie weist der immunhistochemische Nachweis von Chondroitin-
4-sulfat ein uneinheitliches Markierungsmuster auf. Die Markierung ist zwar in allen
Ligg. iliolumbalia in der Bandmitte positiv, die Enthesiszonen (Os ilium und Processus

transversus) sind aber nur stark fleckig gefarbt oder zeigen gar keine Markierung. Bei 7
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Proben l&sst sich an der Anheftungsstelle des Bandes an dem Processus transversus von
L5, bei 3 Proben an der Anheftungsstelle des Bandes am Beckenkamm kein Nachweis
von Chondroitin-4-sulfat erbringen. Auch nach der Vorbehandlung mit Chondroitinase
ABC, also der Markierung von Dermatan- und Chondroitin-4-sulfat, kann eine fleckige
bis aufgehobene Markierung des Antikorpers 2B6 bei einzelnen Anheftungszonen des
Lig. iliolumbale nachgewiesen werden, wohingegen die mittleren Bandpartien auch hier
in allen Proben eine positive Markierung zeigen. Chondroitin-4-sulfat wird schon bei
geringerer lokaler Kompression als Chondroitin-6-sulfat exprimiert (Milz et al. 2005).
Der fehlende Nachweis von Chondroitin-4-sulfat in einigen Enthesiszonen scheint also
anzudeuten, dass hier nur eine sehr geringe Kompression auftritt. Da h&ufiger der
Ansatz des Lig. iliolumbale am Processus transversus betroffen ist, als der am Os ilium,
kdnnte dies auf Unterschiede in der Belastung der beiden Enthesisregionen hindeuten.
Gegen diese Interpretation spricht aber der Nachweis von Kollagen 1l und Aggrecan
sowie Chondroitin-6-sulfat, der in Faserknorpeln bisher untersuchter Bander und
Sehnen mit dem Auftreten hoherer lokaler Druckbeanspruchungen assoziiert wurde
(Milz et al. 2005). Bisher konnte Chondroitin-4-sulfat in faserknorpeligen Ansatzzonen
vieler anderer humaner Béander nachgewiesen werden (Milz et al. 2005). Dies schlief3t
jedoch das erstmalige Auftreten eines bisher nicht erklarbaren Ausfalls der Markierung
nicht aus. Es ist anzumerken, dass auch biochemische Faktoren eine Rolle spielen
kdnnten. So wurde beobachtet, dass Chondroitin-6-sulfat leichter selbst aggregieren
kann als Chondroitin-4-sulfat und dass sich das Verhaltnis zwischen Chondroitin-4-
sulfat und Chondroitin-6-sulfat in vitro zu Gunsten von Chondroitin-6-sulfat in

druckbelasteten fetalen bovinen Sehnen veréndert (Evanko et al. 1993).

Um einen systematischen Fehler bei der Nachweismethode auszuschliessen wurde eine
Kontrollfarbung mit dem Antikdrper 2B6 nach Vorbehandlung mit Chondroitinase
ABC nach dem in der vorliegenden Studie benutzten Féarbeprotokoll an einem Praparat
einer humanen Patellarsehne durchgefiihrt. Hier zeigte sich die bereits in der Literatur

beschriebene Markierung der ganzen Enthesis.

Chondroitin-6-sulfat kann an den meisten Anheftungszonen und in 7 von 11 mittleren
Bandabschnitten nachgewiesen werden. Dies spricht wiederum fir eine lokale

Druckbeanspruchung dieser Bandpartien und unterstreicht den faserknorpeligen
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Phénotyp des Gewebes. Die positiven Markierungen im Band finden sich in den

Bereichen, welche auch héufig positiv fur Kollagen Il sind.

Keratansulfat wird in der vorliegenden Studie in fast allen Préparaten in allen Bereichen
gefunden. Dies ist nicht uberraschend, da Keratansulfat sowohl in Proteoglykanen des
zugbeanspruchten Bindegewebes (z.B. Fibromodulin), wie auch in knorpeltypischen

Proteoglykanen (z.B. Aggrecan) vorkommt (Milz et al. 2005).

4.2.3 Proteoglykane

Proteoglykane (PG) bestehen aus einem Kernprotein, an welches kovalent
Glykosaminoglykane gebunden sind (Jackson et al. 1991). Die Lénge des Kernproteins,
wie auch die Menge und L&nge der gebundenen Glykosaminoglykane (GAG) sind
variabel, wodurch die unterschiedlichen biochemischen und biomechanischen
Eigenschaften der Proteoglykane mitbegriindet sind. Aggrecan ist ein grosses PG,
welches Uber Link Protein an Hyaluronsdaure gebunden ist und charakteristischerweise
in Knorpelgewebe vorkommt. Es weist eine an Chondroitinsulfat-reiche Doméne mit
hoher Ladungsdichte auf, die die Wasserbindung in Knorpelgewebe beginstigt
(Heinegard et al. 1993; Watanabe et al. 1995). Vor allem in Verbindung mit Kollagen
Il, aber auch mit Kollagen | bildet Aggrecan druckresistente hydratisierte Komplexe
(Hedlund et al. 1999). In der Enthesis wird lokale Kompression mit der Expression von
Aggrecan in Verbindung gebracht (Benjamin et al. 1998; Evanko et al. 1993). Es wird
vermutet, dass Faserknorpelzellen auf eine solche mechanische Situation mit einer
Aggrecanexprimierung reagieren, noch bevor die Bildung von Kollagen Il einsetzt
(Milz et al. 2005b). Aggrecan in adultem Knorpel besteht zu 95 % aus Chondroitin-6-
sulfat (Lauder et al. 2001), so dass haufig der Nachweis von Chondroitin-6-sulfat mit
dem von Aggrecan korreliert.

In unseren Proben kann in allen Fallen Aggrecan an den Anheftungsstellen der Ligg.
iliolumbalia nachgewiesen werden. Auch in verschiedenen mittleren Bandpartien ist die
Markierung fiir Aggrecan positiv. Analog zur Verteilung von Kollagen 11 deutet dieses
Verteilungsmuster ebenfalls auf eine lokale Druckbeanspruchung der untersuchten
Bandabschnitte hin.
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Versican ist ein weiteres PG, welches auch Uber Link Protein an Hyaluronsaure
gebunden wird. Im Gegensatz zu Aggrecan weist es Dermatansulfatketten auf.
(Heinegard et al. 1993). Versican besitzt weniger Chondroitinsulfatbindungsstellen und
eine geringere Ladungsdichte als Aggrecan und ist das charakteristische Proteoglykan
des zugbeanspruchten faserreichen Bindegewebes (Milz et al. 2005a).

In der vorliegenden Studie wird Versican in allen Ligg. iliolumbalia und in den meisten
Fallen an deren Anheftungsstellen nachgewiesen. Nur an einer Enthesis eines Processus
transversus ist keine Markierung fir Versican vorhanden. Allerdings zeigt die Farbung

bei allen Proben einen deutlich fleckigen Charakter.

Fibromodulin gehort zu der Klasse der kleinen PG. Es weist keine Chondroitinsulfat-
und Dermatansulfatketten aber Keratansulfatketten auf (Heinegard et al. 1993). Im
Gegensatz zu Aggrecan und Versican kann es fibrillenformende Kollagene binden
(Heinegard et al. 1993) und spielt eine Rolle der Fibrillengenese von Kollagen | und
Kollagen Il (Viola et al. 2007). Durch Oberflacheninteraktion mit den Kollagenfibrillen
soll es ferner zu der Belastbarkeit und Elastizitdat von Sehnen beitragen (Ezura et al.
2000).

Der Nachweis von Fibromodulin gelingt in allen mittleren Bandpartien unserer
Préparate. An den Anheftungsstellen wird ein Ruickgang der Markierung beobachtet. An
drei Anheftungsstellen kann gar keine Markierung nachgewiesen werden. Dieses
Phédnomen kann dhnlich dem Riickgang von Kollagen | und Il als ein Weichen von

Fibromodulin gegenuber anderen ECM Komponenten interpretiert werden.

Link Protein stabilisiert die Interaktion von Aggrecan und Versican mit Hyaluronséure.
Link Protein kann in allen Anheftungszonen und in 8 der 11 Proben in Bandmitte
nachgewiesen werden. In allen Fallen einer positiven Markierung fur Link Protein kann

auch entweder Versican oder Aggrecan nachgewiesen werden.

4.2.4 Matrixproteine

Cartilage oligomeric matrix protein (COMP), auch als Thrombospondin 5 bekannt, ist
ein ECM- Molekul, welches urspriinglich in Knorpel gefunden wurde (Newton et al.

1994). Darlber hinaus wurde es in Béndern, Sehnen, Meniskus- und Synovialgewebe
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nachgewiesen (Jordan 2004). Es besteht aus funf identischen Untereinheiten, die jeweils
uber eine carboxyterminale globulare Domaine an Kollagen I, 1l und IX binden kénnen
(Jordan 2004; Sodersten et al. 2005). Es wird vermutet, dass COMP dadurch bei der
Organisation der Kollagenfibrillen insbesondere bei Reparaturprozessen beteiligt ist
(Farina et al. 2006; Jordan 2004).

COMP farbt in unseren Praparaten sowohl Band, wie auch Enthesiszonen. Eine
verstarkte Markierung in der ,,gap Zone*, wie es Sodersten et al. in Sehnen von Pferden
beobachtet hatten (Sodersten et al. 2005), war in unserer Studie nicht zu finden.
Stattdessen findet sich bei einigen Préparaten mit ausgepragten Faserknorpeln eine
abgeschwaéchte bis aufgehobene Markierung.

4.2.5 Fettgewebe

Das Vorkommen von Fettgewebe in Béandern und Sehnen wurde bereits in
verschiedenen Studien beschrieben und im Hinblick auf die funktionelle Bedeutung
diskutiert (Benjamin et al. 2006, Milz et al. 2008). Obwohl es haufig in Verbindung mit
degenerativen Veranderungen beobachtet wurde (Kannus et al. 1997), stellen Benjamin
et. al. (2004) fest, dass das Auftreten von Fett in Sehnen und Bandern nicht immer ein
pathologisches Zeichen sein muss. An Strukturen mit weit ausfachernden
Anheftungsstellen soll Fett zum Beispiel als Fillsubstanz zwischen den
Kollagenfaserbundeln dienen. Auch an schrag einstrahlenden Anheftungsstellen kann
Fett dazu dienen, den Platz zwischen Knochen und Band bzw. Sehne zu flllen und
dadurch eine gewisse Verschiebbarkeit des Gewebes zu ermdglichen. Weiterhin
konnten Benjamin et al. (2004) Nerven und Blutgefasse in solchen Fettansammlungen
nachweisen und postulierten, dass Fettgewebe auch an der Unterstiitzung der

propriozeptiven Funktionen beteiligt ist.

In der vorliegenden Studie wurde Fett sowohl innerhalb des Bandes, als auch zwischen
Knochen und Enthesis am Os ilium gefunden. Dieses spezielle und topographisch genau
definierte Vorkommen wadre funktionell mit den zuvor umrissenen physiologischen

Aufgaben erklarbar.
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4.2.6 Neurofilamente

Der Nachweis von nervalen Strukturen im Lig. iliolumbale ist in guter
Ubereinstimmung mit aktuellen Berichten in der Litereatur (Kiter 2010) und
untermauert die Annahme, dass Béander und ihr Fettgewebe im mechanosensorischen
Regelkreis involviert sind. Kiter et al (2010) konnten zudem freie Nervenendigungen im
Band nachweisen. Dadurch wird die bereits friher aufgestellte Vermutung gestutzt
(Sims et al. 1996), dass das Lig. iliolumbale ein stark sensibel innerviertes Band ist, in
dessen Schédigung eine Ursache von chronischen Riickenschmerzen liegen konnte.
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4.3 Funktionelle Wertigkeit der Befunde

Die molekulare Zusammensetzung der ECM des Lig. iliolumbale l&sst die fiir andere
Bénder des menschlichen Korpers bereits beschriebene regional unterschiedliche
Verteilung erkennen. In Bandmitte finden sich bevorzugt die ECM-Molekule, welche
flr das faserreiche straffe Bindegewebe charakteristisch sind. An erster Stelle sind in
diesem Zusammenhang Kollagen 1, Il1, und kleine Proteoglykane (z.B. Versican und

Fibromodulin) zu nennen.

Das Vorkommen von faserknorpeltypischen Molekiilen ist charakteristisch fir beide
Anheftungszonen des Lig. iliolumbale. Sowohl am Os ilium, wie auch am Proc.
transversus des flnften Lendenwirbelk6rpers finden sich die typischen Merkmale einer
faserknorpeligen  Enthesis. Zu den hier auftretenden charakteristischen
Matrixbestandteilen zahlen insbesondere Kollagen |Il, Aggrecan, Link Protein,
Chondroitin-4-sulfat und Chondroitin-6-sulfat. Zwischen den einzelnen Individuen

variiert die Ausdehnung dabei deutlich.

In der Literatur wird die Auspragung eines bestimmten Gewebephénotyps im Bereich
der Sehnen- und Bandansétze als Ausdruck der Anpassung an die vorherrschende
mechanische Beanspruchung gesehen (Milz et al. 2005b). Die molekulare
Zusammensetzung der ECM héangt demnach sowohl von der Grosse der bertragenen
Zugkréafte, dem Insertionswinkel des Bandes, sowie der Anderung des Insertionswinkels
wéhrend des Bewegungsablaufes ab. Die zuvor genannten Faktoren bestimmen dabei
die lokalen Druckkrafte, welche im Gewebe auf zelluldrer Ebene einwirken und
beeinflussen so die funktionelle Anpassung des Bindegewebes auf molekularer Ebene.
Milz et al. (Milz et al. 2005b) konnten weiterhin zeigen, dass es in Abhangigkeit von
der lokalen Zug- und Druckbelastung eine Reihenfolge des Auftretens der einzelnen
ECM-Bestandteile gibt. Im Falle des Lig. iliolumbale stellt das im Bereich beider
Anheftungszonen nachgewiesene Vorkommen von Kollagen Il, Link Protein, Aggrecan
und Chondroitin-6-sulfat ein klares Zeichen fir eine Anpassung des Bandes an eine
Kombination aus Zugbeanspruchung und lokaler Druckbeanspruchung dar. Zu einer
lokalen Druckbeanspruchung an der Anheftungsstelle eines Bands kann es durch
schrages Einstrahlen der Bandfasern in den Knochen mit einer bei Zugbeanspruchung

unweigerlich hinzutretenden Druckkomponente kommen (Milz et al. 2005b). Auch eine
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wahrend der Bewegung der Skelettelemente erfolgende Winkelanderung flhrt zu einer
lokalen Kompressionsbeanspruchung der Anheftungszonen. Die Anpassung des
Gewebsphanotyps, d.h. die Faserknorpelbildung, fuhrt zu einem lokal druckresistenten
Gewebe, welches, &hnlich einer Kabeltllle an elektrischen Steckern, protektiv auf den
Band-Knochen-Ubergang wirkt und diesen so vor lokaler Uberbeanspruchung schiitzt
(Boszczyk et al. 2006).

Um unsere Interpretation der lokalen mechanischen Beanspruchung des Lig.
iliolumbale im Gesamtzusammenhang des lumbosakralen Ubergangs leichter darstellen
zu konnen, haben wir die prinzipiellen L&ngen und Insertionswinkelverédnderungen in
Bild 23 bis 25 schematisch dargestellt. Anhand von Bild 23 wird verdeutlicht, dass das
Lig. iliolumbale bei einer Rotation des Lendenwirbels gegentiber dem Becken auf der
anderen Seite der Drehbewegung gedehnt wird. Aus der Skizze lasst sich bei einer
Rotation auch eine Anderung des Insertionswinkels des Bandes sowohl am Proc.
transversus als auch am Beckenkamm ableiten. Rotation im Iliosakralgelenk kann zu
einer Positionsanderung des Wirbelkorpers L5 gegentiber dem Becken fiihren und wird

beispielsweise fiir entspanntes Sitzen beschrieben (Snijders et al. 2004).

Neben der Rotation wird auch die Wirkung des Lig. iliolumbale bei der
Flexion/Extension und der Seitwartsneigung am lumbosakralen Ubergang diskutiert.
Bild 24 und 25 verdeutlichen, dass es bei einer Flexion und Extension der lumbalen
Wirbelsaule ebenfalls zu einer Insertionswinkelanderung und Dehnung des Bandes

kommt.
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Bild 23: Insertionswinkelanderung (Aa A o und A f A [°) bei Rotation des
Lendenwirbels L5 gegeniiber dem Sakrum. Der gepunktet gezeichnete Wirbel
zeigt die Ausgangssituation (Normal-0-Stellung), der durchgezeichnete den
ausgelenkten Wirbel. Aa und A [ bezeichnen die Winkeldnderungen an den
Beckenkimmen und A o” und A " die an den Processus transversi. Die Skizze
zeigt eine starkere Auslenkung von L5 gegen S1, als unter physiologischen
Bedingungen mdoglich. Dadurch lasst sich das Prinzip der geometrischen
Veranderungen besser verdeutlichen. Bei der Rotation verschiebt sich das
Rotationszentrum von der Mitte des Wirbelkdrpers in Richtung R, wodurch
eine unterschiedliche Anspannung des linken Lig. iliolumbale im Vergleich
zum rechten Band und eine unterschiedliche Winkelanderung an den
verschiedenen Insertionsstellen resultiert. Es 1&sst sich ausserdem erkennen,
dass es zu einer unterschiedlichen Langendnderung beider Ligg. iliolumbalia

kommen muss.
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Bild 24: Flexion der unteren Lendenwirbelsaule (die Ausgangsstellung ist schraffiert
dargestellt). Der Verlauf des Lig. liliolumbale ist rot dargestellt. Deutlich ist zu
erkennen, dass bei Flexion eine Dehnung des Bandes, sowie eine
Insertionswinkelanderung am Beckenkamm, wie auch am Processus

transversus, erfolgt.
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Bild 25: Insertionswinkeldnderung (Ao A @) bei einer Verkippung des Lendenwirbels
L5 gegeniiber dem Beckenkamm, Darstellung in Aufsicht auf die Grund und
Deckplatten der Wirbelkorper. Der gepunktet gezeichnete Wirbel zeigt die
Ausgangssituation, der durchgezogen gezeichnete den verkippten Wirbel L5.
Die Skizze zeigt eine starkere Auslenkung von L5 gegen S1, als unter
physiologischen Bedingungen mdglich. Dadurch lassen sich die geometrischen
Verhaltnisse klarer verdeutlichen. Aa bezeichnet dabei die Winkelanderungen

am Beckenkamm und A o am Processus transversus.

Bei der Seitneigung wird in der Literatur eine Anspannung des Lig. iliolumbale auf der
konvexen Seite beschrieben, welche die Bewegung begrenzt (Kapandji 1985). Auch
hier lasst sich analog der fiir Rotation und Flexion getroffenen Ausflihrungen eine

Insertionswinkelanderung finden.

Aus all diesen Uberlegungen ergibt sich, dass die mechanische Beanspruchung des
Bandes bei der Stabilisierung des lumbosakralen Ubergangs eine Anpassung an
Dehnung und lokale Kompression an beiden Anheftungsstellen des Lig. iliolumbale
erfordert. Die beobachteten Faserknorpel stellen mit ihrem Aufbau das morphologische

und molekulare Korrelat dieser Anpassung an die Funktion dar.

Die unterschiedliche Auspréagung des Faserknorpels bei den einzelnen Donoren weist
dabei auf individuelle Unterschiede im Ausmass dieser Beanspruchung hin. Im
Gegensatz zu den an Leichen durchgefiihrten biomechanischen Experimenten, welche
die naturliche Belastung des Bandes nur eingeschrankt untersuchen kdénnen, erlauben
die vorliegenden Ergebnisse eine Aussage Uber die tatséchliche Beanspruchung, welche

wéhrend der Lebzeiten der untersuchten Individuen vorlag. Auch wird der Einfluss
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einer Fixierung oder anderer post mortem Verénderungen umgangen. Limitierend ist
dabei allerdings, dass keine Aussage uber die Hohe der einwirkenden mechanischen

Beanspruchung gemacht werden kann.

Auch innerhalb des Bandes kann in einigen Préparaten der Nachweis von
faserknorpeltypischen ECM-Molekilen erbracht werden. Das Auftreten von
Faserknorpel innerhalb eines Bandes wird in der Literatur fur diejenigen Stellen
beschrieben, bei denen es zu lokaler Druckbeanspruchung kommt (Benjamin et al.
1995). Dabei handelt es sich in den meisten Fallen um Gleitsehnen, die Uber ein
Hypomochlion hinwegziehen, wobei die Sehne an diesen Stellen gegen das
Hypomochlion gedrickt wird. Im Falle des Lig. iliolumbale konnte es bei den oben
beschriebenen Bewegungen des iliolumbalen Ubergangs zum Kontakt des Bandes mit
Teilen des Beckenkamms kommen. Dadurch liesse sich das Auftreten der fir Druck

charakteristischen Molekiile an diesen Stellen erklaren.

4.4 Klinische Relevanz der Befunde

Das Auftreten von Faserknorpel im Bereich der Anheftungszonen eines Bandes ist eine
physiologische Anpassungsreaktion des Gewebes und stellt an sich keine Pathologie
dar. Dagegen sind degenerative Veranderungen der faserknorpeligen Enthesis mdglich
und bei Tennis-, Golferellbogen und anderen Sehnenansatzerkrankungen oft als
Enthesopathien beschrieben worden (Benjamin et al. 2004). Rein faserige
Anheftungszonen sind von diesen Erkrankungen wesentlich seltener betroffen (Shaw et
al. 2007). Histologisch zeichnen sich degenerative Veranderungen durch Zellhaufen von
knorpeléhnlichen Zellen, verkalkten Fissuren und Verkntdcherungen in der Enthesis aus
(Benjamin et al. 1997; Benjamin et al. 2007). In drei unserer Praparate konnten wir
Veranderungen dieser Art nachweisen. Diese degenerativen Veranderungen fanden sich
interessanterweise bei relativ jungen Individuen (39-44 J.) und koénnten unter
Umstdnden im Zusammenhang mit unspezifischen Riickenschmerzen stehen. Leider
sind diesbezuglich keine anamnestischen Daten zugénglich. In diesem Zusammenhang
ist auch der Nachweis von neuralen Strukturen interessant, die fur die
Schmerzentstehung und ihre Weiterleitung verantwortlich sein kdnnen. In wie weit die
in der Literatur in diesem Zusammenhang genannte Mikrotraumatisierung mit

anschlieBender Sklerosierung (Sims et al. 1996, Naeim 1982) mit den von uns
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gefundenen degenerativen Veranderungen in Verbindung steht, bleibt jedoch ungeklért.
Auch ist Uber den Sklerosierungsprozess noch zu wenig bekannt, um ihn in
Zusammenhang mit den in der Literatur beschriebenen Verkndcherungen des Bands zu
bringen. Es wird allerdings in der Literatur angenommen, dass Faserknorpel als Substrat
fir eine enchondrale Ossifikation dienen kann und dadurch eine Mineralisierung
ermoglicht (Jozsa et al. 1997; Ogata et al. 1990). Der in der aktuellen Studie erbrachte
Nachweis von Kollagen X konnte mit Mineralisierungsvorgangen im Bereich der
Enthesis zusammenhéangen. Interessant ist in diesem Kontext auch der Nachweis von
Parathormonrezeptorprotein in Enthesisregionen (Chen et al. 2007). Ob dieses Protein,
dessen Expression durch mechanische Beanspruchung induziert wird (Turner et al.
2002) zu einer Verkndcherung oder zu einem Knochenum- oder Abbau fuhrt, ist bisher
unklar. Tierexperimentell konnte gezeigt werden, dass bei einer Sehnenschédigung ein
Umbau der Sehne mit Expression von Kollagen X erfolgt und anschlielend eine
Mineralisation beobachtet werden konnte (Lui et al. 2009). Rufai et al. (1995) konnten
zeigen, dass an der Achillessehne Knochensporne im Sehnenansatzbereich durch
enchondrale Ossifikation innerhalb des Faserknorpels entstehen konnen. Diese
Enthesophyten entsprechen den Osteophyten bei Gelenkerkrankungen und kénnen bei
Uberlastung, Morbus Forestier (DISH: diffuse idiopathic skeletal hyperostosis) und
seronegativen Spondylarthropathien beobachtet werden (Benjamin et al. 2006).
Seronegative Spondylarthropathien bilden neben der rheumatoiden Arthritis die
zweitgrofite Gruppe der rheumatischen Erkrankungen. Im Gegensatz zur rheumatoiden
Arthritis, bei der die Synovia als zentraler Faktor der Pathogenese identifiziert wurde,
vermutet man Veranderungen an den Anheftungsstellen von Bandern und Sehnen als
initiale Manifestation der Erkrankung (Benjamin et al. 2001). Im Rahmen dieser
Manifestation kommt es zu den fir die seronegativen Spondylarthropatien typischen
entziindlichen Verénderungen der Enthesis, welche als Enthesitis beschrieben werden
(Nash et al. 2005). Es wird zudem angenommen, dass die Knochenbeteiligung bei
diesen Erkrankungen (z.B. Sakroiliitis) von den Bandansatzen ausgeht (Benjamin et al.
2001; McGonagle et al. 1998).

Neben anderen Molekilen wurde Aggrecan als Autoantigen fiir die T-Zell-Reaktion bei
entzundlichen Spondylarthropathien identifiziert (Kuon et al. 2004; Li et al. 2000). Link

Protein wurde bei Spondylitis ankylosans, einer Erkrankung aus der Gruppe der
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seronegativen Spondarthritiden und bei rheumatoider Arthritis als Autoantigen
nachgewiesen (Guerassimov et al. 1997; Zhang et al. 1998). Es wird angenommen, dass
diese Molekile eine wichtige Rolle im Pathomechanismus der seronegativen
Spondylarthropathien spielen (Benjamin et al. 2001). Bewertet man die Befunde zur
ECM des Lig. iliolumbale unter diesem Aspekt, so liegt es nahe, einen Zusammenhang
von ungeklarten tiefen Rickenschmerzen bei seronegativen Spondylarthropathien und

molekularer Zusammensetzung zu vermuten.

Es wird darlber hinaus vermutet, dass die Enthesis Ausgangspunkt einer
Verknocherung ist. Eine inkomplette Verkndcherung eines Lig. iliolumbale wurde bei
einer HLA-B27 positiven Patientin beobachtet (Lapadula et al. 1991), wéhrend bei
Spondylarthritiden ohne weitere Manifestation an der Wirbelséule Uber eine
vollstandige Verkndcherung beider Bander berichtet wird (Olivieri et al. 1997). Eine
erhohte BMP-2 Expression findet sich interessanterweise bei Spondylitis ankylosans
und rheumatoider Arthritis (Park et al. 2008) sowie bei Ossifikation des hinteren
Langsbandes (Sato et al. 2007).

5 Zusammenfassung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, aus der Verteilung der verschiedenen
Bestandteile der extrazelluliren Matrix Riickschliisse auf die mechanische
Beanspruchung des Lig. iliolumbale zu ziehen. Dazu wurde bei 11 unfixierten Leichen
einseitig das Lig. iliolumbale mit seinen kndchernen Anheftungsstellen entnommen und

immunhistochemisch untersucht.

Bei der immunhistochemischen Untersuchung konnten an beiden Insertionsstellen die
fiir eine faserknorpelige Enthesis charakteristischen Molekiile nachgewiesen werden.
Das Auftreten derartiger Faserknorpel wird an anderen Stellen des menschlichen
Korpers als Anpassung an lokale Kompression gewertet. Im vorliegenden Fall ldsst sich
daraus ableiten, dass das Lig. iliolumbale in vivo einer vergleichbaren Beanspruchung

ausgesetzt ist. Solche Beanspruchungen entstehen, wenn das Lig. iliolumbale eine
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stabilisierende Wirkung auf den lumbosakralen Ubergang ausiibt. Dabei treten
Zugbeanspruchungen im Band auf, welche an den schridg zur Zugrichtung angelegten
kndchernen Anheftungsstellen zu lokaler Druckbeanspruchung fithren. Die Ergebnisse
zeigen, dass das Lig. iliolumbale ein physiologisch beanspruchter Stabilisator des

lumbosakralen Ubergangs ist.

Auch innerhalb des Bandes finden sich vereinzelt faserknorpeltypische Molekiile, die
auf einen lokalen Kontakt des Bandes mit dem Beckenkamm hinweisen. In 3 Proben
konnten Zeichen einer fokalen Degeneration im Bereich einer Enthesis beobachtet
werden, was zu Spekulationen hinsichtlich der Entstehung von ,,Jow back pain“ einlédt.
Das Vorkommen von Molekiilen, welche bei rheumatoider Arthritis und seronegativer
Spondylarthropathie als Autoantigene beschrieben wurden, ldsst ebenfalls vermuten,

dass entziindliche Schmerzsyndrome ihren Ursprung im Lig. iliolumbale haben kénnen.
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