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1 Einleitung

1.1 Rickenschmerzen und ihre Ursachen

Ruckenschmerzen sind ein sehr haufiges und viel verbreitetes Beschwerdebild der
heutigen Gesellschaft. In Deutschland sind sie die zweithaufigste Ursache fur
Patientenbesuche in hausarztlichen Praxen. Die Schmerzen sind unterschiedlichster
Genese. In 5-15 % der Falle wird ein lumbaler Bandscheibenvorfall diagnostiziert (Kim
et al., 2018). Dieser ist mit circa 60 % der am haufigsten vorkommende
Bandscheibenvorfall, gefolgt vom zervikalen Diskusprolaps (Dulebohn, Massa, &
Mesfin, 2019). Diskushernien im Bereich der thorakalen Wirbelséule sind sehr selten

und oft traumatischer Genese (Dave, 2018) .

Fir die Genese von Bandscheibenvorfallen werden verschiedene Ursachen diskutiert.
In dieser Dissertation sollen Viren als mogliche Ursache flr einen Bandscheibenvorfall
untersucht werden.

Grundlage ist eine Studie aus Griechenland, die das Vorkommen von Herpesviren in
prolabierten Bandscheiben nachweisen konnte (Alpantaki, Katonis, Hadjipaviou,
Spandidos, & Sourvinos, 2011). Um diese Daten einer kleinen Fallzahl zu verifizieren
sollen nun die Ergebnisse in einer groReren Studie mit hoherer Fallzahl analysiert

werden.

Die griechische Forschungsgruppe der Universitat von Kreta, Heraklion, untersuchte
16 Sequester hinsichtlich des Vorkommens von Herpesviren. Als Kontrollgruppe
dienten zwei Proben aus traumatischen Bandscheibenschaden (Alpantaki et al.,
2011).

Die Studie ergab einen Virusnachweis in 13 der 16 Sequester, wahrend die zwel
Kontrollproben negativ waren. In 56,2 % konnte das Herpes-simplex-Virus-1 (HSV 1)
nachgewiesen werden und in insgesamt 37,5 % wurde das Zytomegalievirus (CMV)
detektiert. Andere Typen der Herpes-Viren Familie konnten nicht nachgewiesen
werden. (Alpantaki et al., 2011)

Anhand der Studienergebnisse der griechischen Studie ergibt sich die These, dass die
Viren in das avaskulare Bandscheibengewebe diffundieren konnen: Die Nutrition der

Bandscheiben erfolgt nicht durch Blutgefal3e, jedoch Uber Diffusion (Hadjipaviou,
1



Tzermiadianos, Bogduk, & Zindrick, 2008; Holm, Maroudas, Urban, Selstam, &
Nachemson, 1981; Maroudas, Stockwell, Nachemson, & Urban, 1975; Urban, Smith,
& Fairbank, 2004). Der Discus intervertebralis als immunprivilegiertes Organ lasst
beispielsweise Immunzellen nicht eindringen (Sun et al., 2013).

Die Ergebnisse der griechischen Studie fuhren zu der Frage, ob Erreger wie
beispielsweise Viren in die Disci eindringen konnen und dort zu einer
Diskusdegeneration bis hin zum Prolaps fuhren kénnten (Alpantaki et al., 2011).
Diese Erkenntnisse wirden einen moglicherweise grof3en Fortschritt in der Therapie
von Bandscheibenvorfallen bedeuten. Eventuell kdnnte die Pathogenese durch
Praventivmal3nahmen, wie beispielsweise Impfungen, vermindert werden.

Um hierzu mehr Wissen zu erlangen, missen die bislang vorhandenen Daten von
Alpantaki et al. (2011) erweitert und verifiziert werden. Dies wird unter anderem durch

eine prospektive Studie und einer gro3eren Fallzahl ermdglicht.

Hierzu wurde die vorliegende HEVIDI-Studie konzipiert. HEVIDI ist das Akronym fur
~HErpes Virus in Intervertebral Dlsc* und untersucht die These: Virusinfektion als
mogliche Ursache fir einen Bandscheibenvorfall. Diese Studie wurde von der
neurochirurgischen Klinik und Poliklinik, Klinikum rechts der Isar, in Kooperation mit

dem Institut fur Virologie der Technischen Universitat Minchen, durchgefihrt.

1.2 Discus intervertebralis und Diskusprolaps

Der Discus intervertebralis, die Bandscheibe, ist die zentrale Struktur, die dem Inhalt
dieser Arbeit zugrunde liegt. Dabei handelt es sich um ein wasser- und kollagenreiches
Gewebe, welches sich zwischen den einzelnen Wirbelkdrpern befindet. Junghanns
definierte 1951 die Bandscheibe mit den beiden angrenzenden Wirbelkdrpern, sowie
die umliegenden Strukturen, als funktionelle Einheit (Junghanns, 1951). Die
menschliche Wirbelsdule besteht aus 24 einzelnen Wirbelkérpern und 23
dazwischenliegenden Bandscheiben, sowie dem Os sacrum und dem Os coccygeum
(Gray, 1918). Die Bandscheibe dient als Bindeglied und ,StolRdampfer® der
Wirbelsaule (Humzah & Soames, 1988). Es gibt unterschiedliche Ursachen fir die
Schéadigung und Degeneration der Bandscheiben (Antoniou et al., 1996; Buckwalter,
1995; Hadjipavlou et al., 2008; Lyons, Eisenstein, & Sweet, 1981; Urban & Roberts,

2



2003). Die Degeneration kann das Gewebe in hohem Male schadigen und zu

Bandscheibenvorfallen fuhren.

1.2.1 Aufbau des Discus intervertebralis

Innenzone des

AuRenzone des Anulus fibrosus
Anulus fibrosus

Nucleus
pulposus

Anulus
fibrosus

Abbildung 1: Aufbau des Discus intervertebralis®

Der Discus intervertebralis unterteilt sich in einen Anulus fibrosus und einen Nucleus
pulposus. Der Aufbau des Discus intervertebralis ahnelt dem des Gelenkknorpels
(Hadjipavlou et al., 2008). Der stabilere Anulus fibrosus besteht aus Fibroblast-like-
cells, die Kollagen Typ | und Typ Il herstellen (Hadjipaviou et al., 2008). Der Nucleus
pulposus ist zusammengesetzt aus Chondrocyte-like-cells die Kollagen Typ I
herstellen, sowie aus Proteoglykanen und Nicht-Kollagen-Proteinen (Hadjipavliou et
al., 2008). Proteoglykane bestehen aus einem Core-Protein und radidr angeordneten
Glykosaminoglykanketten (Bayliss, Venn, Maroudas, & Ali, 1983).

Viele einzelne Proteoglykane bilden gemeinsam Aggregate, die von Kollagenfasern
Typ Il zusammengehalten werden. Der Aufbau der Disci ist nicht statisch, es herrscht
ein standiger Auf- und Abbauprozess (Adams & Roughley, 2006; Urban & Roberts,

1 Abbildung des Discus intervertebralis aufgerufen am 25.03.2020:
https://eref.thieme.de/images/I/865059_25.jpg



2003). Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise der transforming growth factor beta
(TGF-R)(Thompson, Oegema, & Bradford, 1991) sowie der insulin-like growth factor
(IGF) (Osada et al., 1996) stimulieren die Synthese von Bandscheibenmaterial. Im
Gegensatz dazu bauen Metalloproteasen das immer wieder neu entstehende Gewebe
ab. Zytokine, wie beispielsweise Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1)
oder Interferon (IFN) aktivieren die Metalloproteasen (Kobayashi et al., 2005).

Im gesunden Diskus intervertebralis besteht ein Gleichgewicht zwischen Matrixaufbau
und -abbau (Adams & Roughley, 2006; Urban & Roberts, 2003).

Die Bandscheiben werden nicht durch Blutgefal3e versorgt. Die Kapillaren enden ca.
1-2 mm vor dem Ansatz des Anulus fibrosus. Danach erfolgt die Nutrition mittels
Diffusion (Urban et al., 2004). Die bendétigten Nahrstoffe, wie Sauerstoff und Glucose,
sind essentiell fur die Zellproliferation. Auch die Wachstumsfaktoren erreichen mittels
Diffusion das Innere des Discus intervertebralis. Sie kdénnen jedoch durch das
Proteoglykannetz nur langsam diffundieren und werden zum Teil an der Diffusion
gehindert (Urban et al.,, 2004). Ein langerfristig niedriger pH-Wert vermindert das
Zellwachstum (Urban & Roberts, 2003).

1.2.2 Degenerationserscheinungen des Discus intervertebralis

Der Discus intervertebralis verandert sich im Laufe des Lebens. Mit fortschreitendem
Alter und standiger Belastung der Bandscheiben kommt es zu einer strukturellen
Veranderung des Materials (Antoniou et al., 1996; Buckwalter, 1995; Hadjipavlou et
al., 2008; Le Maitre, Pockert, Buttle, Freemont, & Hoyland, 2007; Lyons et al., 1981,
Urban & Roberts, 2003). Die Grenze zwischen Anulus und Nucleus verschwimmt und
auch der Nucleus selbst fibrosiert zunehmend (Buckwalter, 1995). Die einzelnen
Kollagenfasern werden unregelmafgiger und ungeordneter (Urban & Roberts, 2003).
Zusatzlich kommt es zu einem Ungleichgewicht auf zellularer Ebene. Das
Gleichgewicht zwischen Zellsynthese und -degradation verschiebt sich zugunsten der
Degradation (Adams & Roughley, 2006; Le Maitre et al., 2007; Nerlich, Schleicher, &
Boos, 1997). Die Aktivitat der Zytokine steigt, wodurch die Metalloproteasen mehr
Zellmaterial abbauen. Zudem wird auch der Zellanabolismus durch unterschiedliche



Faktoren unterdrickt. Beispielsweise wird der Wachstumsfaktor TGF-R durch

Cartilage-Intermediate-Layer-Proteins (CILPs) gehemmt (Seki et al., 2005).

Die degenerierten Disci haben weniger Proteoglykane und einen verminderten
Wassergehalt (Buckwalter, 1995; Hadjipavlou et al., 2008; Lyons et al., 1981). Diese
grundlegenden Veranderungen beeinflussen das Verhalten der Disci bei Belastung
und sind pradisponierende Faktoren fur ein erhdhtes Verletzungsrisiko. Der haufigste
Diskusschaden ist der Prolaps. Dabei reif3t der Anulus fibrosus, der Gallertkern tritt
aus und kann auf nervale Strukturen dricken (Lyons et al., 1981; Urban & Roberts,
2003). Mechanischer Stress wirde auf einen gesunden Discus in der Regel keinen
solchen schwerwiegenden Effekt wie das Auftreten eines Diskusprolapses haben.
Voraussetzung fir die Entstehung einer Discushernie ist die bereits vorhandene
Degeneration der Bandscheibe (Urban & Roberts, 2003).

1.2.3 Prolaps des Discus intervertebralis

Der Prolaps des Discus intervertebralis (Bandscheibenvorfall, Diskushernie) entsteht
in den meisten Fallen nur dann, wenn zuvor bereits degenerative Prozesse die
Bandscheibe geschwécht haben (Adams & Roughley, 2006; Antoniou et al., 1996;
Buckwalter, 1995; Lyons et al., 1981; Urban & Roberts, 2003). Nur selten kommt es
durch rein traumatische Ereignisse zu einem Bandscheibenvorfall (Borm et al., 2005).
Die Diskushernie ist am haufigsten in der Lendenwirbelsaule (LWS) lokalisiert, gefolgt
von der Halswirbelsdaule (HWS) (Dulebohn et al., 2019). Nur 0,25-0,75 % aller
Bandscheibenvorfalle befinden sich in der thorakalen Wirbelsaule (Arce & Dohrmann,
1985).

Bei einem Bandscheibenvorfall kommt es zu Rissen im Anulus fibrosus, die Stabilitat
des Faserrings wird vermindert und der Gallertkern kann nicht mehr stabilisiert werden
(Borm et al., 2005). Er dringt durch die Risse nach auf3en und sequestriert. Hierdurch
verliert die Bandscheibe ihre Stol3dampferfunktion. Der Wasserspeicher im Nucleus
pulposus, der ruckartige Bewegungen abfangen soll, ist weniger grof3 oder komplett
funktionslos (Adams & Roughley, 2006). Zu Symptomen fihrt meist der
Bandscheibenvorfall erst, wenn der sequestrierte Teil auf die Nervenwurzel drickt.

Hierbei kann es zu neurologischen Ausféllen kommen (Borm et al., 2005). Im lumbalen
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Wirbelsaulenbereich kdnnen in Abhangigkeit von der Lokalisation der Schadigung
einfache Sensibilitatsstbrungen oder eine Lumbago auftreten. Eine Schadigung kann
jedoch auch zu motorischen Ausféallen mit Funktionsverlust oder sogar zum Cauda
Equina Syndrom mit Blasen- und Mastdarmentleerungsstérungen fihren (Bérm et al.,
2005).

Auch Dbei zervikalen Vorfallen gibt es unterschiedliche Auspragungen der
Symptomatik. Es kdnnen Schulter-Nackenschmerzen mit Ausstrahlung in den
Hinterkopf, sogenannten Zervikozephalgien, auftreten. Auch ausstrahlende
Schmerzen in den Arm, sogenannte Brachialgien, konnen ebenfalls durch
Nervenwurzelkompressionen entstehen. Mdglicherweise kommen Hypalgesien und
Hypasthesien sowie Reflexausfalle vor. (Papavero et al., 2010)

Die Therapieentscheidung hangt von den vorherrschenden Symptomen ab. Jedoch
kénnen 90 % aller lumbalen Bandscheibenvorfalle priméar konservativ behandelt
werden (Borm et al., 2005). Die SPORT Studie von Weinstein et al. ergab keine
signifikanten Ergebnisse fir ein besseres Outcome bei konservativer oder operativer
Behandlung (Weinstein et al., 2006). Allerdings inkludiert diese Studie keine Patienten,
die aufgrund von motorischen Ausfallen oder unbeherrschbaren Schmerzen eine
frihzeitige Operation winschten (Weinstein et al., 2006). Auch Bandscheibenvorfalle
der HWS konnen in den meisten Fallen primar konservativ behandelt werden
(Papavero et al., 2010). In beiden Fallen gilt: Sollten sich die Symptome nicht binnen
sechs bis acht Wochen Therapie bessern und die Belastbarkeit steigen, muss eine
Therapiednderung auch hinsichtlich operativer Vorgehensweise in Erwagung gezogen
werden (Borm et al., 2005; Papavero et al., 2010). Lediglich motorische Ausfalle von
3/5 und weniger Kraftgrade nach Janda (bei méglichen 5/5) oder ein Cauda equina
Syndrom sind absolute OP-Indikationen fir einen lumbalen Bandscheibenvorfall
(Borm et al., 2005). Zervikale Diskushernien werden bei einem Kraftgradverlust (3/5
Kraftgrade nach Janda) oder nicht beherrschbaren radikularen Schmerzen ebenfalls
primar operativ behandelt (Papavero et al., 2010).

Die konservative Therapie des Iumbalen Bandscheibenvorfalls dient der
Schmerzreduktion und der Steigerung der Belastbarkeit und Aktivitat. Hierbei erweisen
sich eine analgetische Therapie (Borm et al., 2005; Van Tulder, Scholten, Koes, &
Deyo, 2000) und ein Fortfihren der kdrperlichen Aktivitat als zielfUhrend (Borm et al.,
2005; Hilde, Hagen, Jamtvedt, & Winnem, 2006). Weiterhin gibt es minimalinvasive

Verfahren von Facetteninjektionen bis Chemonukleolyse. Zur operativen Therapie gibt
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es verschiedene MalRnahmen. Das Standardverfahren zur operativen Sanierung eines
lumbalen Bandscheibenvorfalls ist der dorsale Zugang mit interlaminarer Fensterung
und Entfernung des Sequesters (Borm et al., 2005). Die offene Sanierung ist laut
Studien der Chemonukleolyse tberlegen (Gibson, Grant, & Waddell, 2000). Das
mikrochirurgische Verfahren dient der Schonung von umliegendem Gewebe. Dabei
wird mithilfe von mikroskopischer VergréRerung und einem kleineren Zugang der
Sequester entfernt (Caspar, 1977; Maroon, Onik, & Sternau, 1989). Der zervikale
Bandscheibenvorfall wird meist durch eine anteriore, zervikale Diskektomie und
Fusion saniert (Fraser & Hartl, 2007; Gao et al., 2013; Papavero et al., 2010).

1.2.4 Ursachen fur Degeneration und Prolaps des Discus intervertebralis

Der physiologische Prozess der Alterung beglnstigt die Pathogenese des
Bandscheibenvorfalls, ist jedoch nicht die alleinige Ursache (Hadjipavlou et al., 2008).
Es gibt mehrere Faktoren, die dafir diskutiert werden. Hierzu zahlen Alter, genetische
Faktoren, Erndhrung des Discus, toxische Faktoren wie Nikotin, metabolische
Ungleichgewichte wie beispielsweise Diabetes mellitus oder auch niedriggradige
Infektionen (Hadjipavlou et al., 2008).

Die Zellzahlen im Discus intervertebralis sinken wahrend des physiologischen
Alterungsprozesses (Nerlich et al., 1997). Die Anzahl der Proteoglykane wird geringer,
sie werden kleiner (Buckwalter, 1995; Johnson, Berryman, Mitchell, & Wood, 1985)
und weniger stark vernetzt (Johnstone & Bayliss, 1995). Der Kollagentyp wechselt von
Typ Il zu Typ | und auch die Kollagenmenge sinkt, wodurch der Nucleus pulposus
vermehrt fibrosiert (Haefeli et al., 2006). Ebenfalls steigt die Anzahl der Nicht-Kollagen
Proteine (Hadjipavlou et al., 2008). Insgesamt verhartet sich der Kern, er wird
trockener und granulés (Vernon-Roberts & Pirie, 1977). Der Faserring hingegen
bekommt verbreiterte Kollagenlamellen mit vielen Fibrillen. Bei der Entstehung kann
es zu Rissen kommen (Buckwalter, 1995). Woher all diese Veranderungen kommen,
ist bisher nicht erforscht (Hadjipavlou et al., 2008).

Die Erndhrung des Discus intervertebralis erfolgt mittels Diffusion und Konvektion
(Katz, Hargens, & Garfin, 1986; Urban et al., 2004), da der Discus keine Blutgefalie
enthalt (Hadjipavlou et al., 2008; Holm et al., 1981; Maroudas et al., 1975; Urban et
al., 2004).



Die nachsten Blutgefalie sind einige Millimeter von der Bandscheibe entfernt (Katz et
al., 1986). Umso hoher der Wassergehalt, desto einfacher diffundieren die Nahrstoffe
(Roberts, Urban, Evans, & Eisenstein, 1996).

Mit zunehmendem Alter der Bandscheiben verringert sich die Speicherkapazitat fur
Wasser. Durch den geringeren Wassergehalt kénnen groR3ere Nahrstoffe nicht mehr
diffundieren und den Nucleus erreichen (Roberts et al., 1996).

Die Gefal3e an der Knochen-Knorpel-Grenze verschwinden bereits nach der ersten
Lebensdekade (Nerlich et al., 1997; Roberts et al., 1996). Durch Kalzifizierung der
Endplatte verschlie3en sich auch die GefaR6ffnungen dort und der Nahrstofftransport
wird erschwert (Nerlich et al., 1997; Roberts et al., 1996).

Der entstehende Nahrstoffmangel fuhrt zu oxidativem Stress, bereits sichtbar im
Nucleus pulposus von jungen Patienten (Nerlich et al., 1997).

Ein niedriger pH-Wert und ein geringes Sauerstoffniveau flihren zu einer verringerten
Protein- und Proteoglykansynthese (Ohshima & Urban, 1992). Aul3erdem sinkt die
Zahl der vitalen Zellen (Horner & Urban, 2001).

Zu den toxischen Einflissen gehdrt das Nikotin. Es hemmt direkt die Zellproliferation
des Discus und die Synthese von extrazellularer Matrix. Dies wurde in einer in vitro
Anzichtung von Rinderzellen aus dem Nucleus pulposus nachgewiesen. (Akmal et
al., 2004)

AulRerdem beeinflusst Nikotin negativ die Kollagen-Genregulierung (Uei et al., 2006).
Auch metabolische Erkrankungen wie beispielsweise Diabetes mellitus beginstigen
die Degeneration des Discus intervertebralis (Robinson, Mirovsky, Halperin, Evron, &
Nevo, 1998).

Es spielen ebenfalls mechanische Beanspruchungen eine Rolle in der
Diskusdegeneration. Hier sind vor allem Vibration, Torsion und Kompression zu
nennen (Hadjipavlou et al., 2008). Des Weiteren sind niedriggradige Infektionen und
neurogene Inflammationen sowie Autoimmunprozesse relevant (Hadjipavliou et al.,
2008).

So zeigt eine Studie von Stirling, Worthington et al. (2001), dass niedriggradige
bakterielle Infektionen, die nicht zu einer Entzindung fuhren, bei
Bandscheibenpatienten vorkommen (Stirling, Worthington, Rafiq, Lambert, & Elliott,
2001). Es lassen sich bakterielle  Nukleinsduren im  sequestrierten

Bandscheibenmaterial nachweisen. Bei den detektierten Bakterien handelt es sich in



den meisten Fallen um das Propionebakterium acne, welches zur dermatologischen
Flora gehort (Stirling et al., 2001). Eine Folgestudie von Fritzell, Bergstrom et al. konnte
das Vorkommen des Propionebakterium acne mittels PCR-Nachweis jedoch nicht
bestéatigen (Fritzell, Bergstrom, & Welinder-Olsson, 2004). In Bezug auf virale
niedriggradige Infektionen untersuchten Alpantaki, Katonis et al. die Fragestellung, ob
ebenfalls virale DNA im prolabierten Bandscheibenmaterial nachweisbar ist (Alpantaki
et al., 2011). In der Untersuchung wurden Herpesviren nachgewiesen. Diese sind
aufgrund ihrer neurotropen Eigenschaften von besonderer Relevanz (vgl. Kapitel 1.3)
(Cook, Bastone, & Stevens, 1974; Diefenbach, Miranda-Saksena, Douglas, &
Cunningham, 2008; Galloway, Fenoglio, Shevchuk, & McDougall, 1979; Gilden et al.,
2001).

1.3 Viren im Allgemeinen

Viren sind subzellulare Partikel, die nur innerhalb von Wirtszellen replizieren, sie sind
obligat parasitar (Marsh & Helenius, 2006). Das Virion, also das Viruspartikel, besteht
aus Nukleinsauren (DNA oder RNA) (Crick & Watson, 1957), Proteinen (Tegument)
und teilweise Lipiden (Suerbaum, Burchard, Kaufmann, & Schulz, 2016; Whitley,
Kimberlin, & Roizman, 1998). Manche Viren sind zusatzlich von einer Lipidhille
umgeben (Whitley et al., 1998). Fur die Replikation sowie die Proteinbiosynthese
bendtigt das Virus die Wirtszelle (Lanzrein, Schlegel, & Kempf, 1994).

Einige Viren sind neurotrop und infizieren vorrangig Nervenzellen (Rechenchoski,
Faccin-Galhardi, Linhares, & Nozawa, 2017; Whitley et al., 1998). Die Bandscheibe
hat eine besondere Nahe zum Rickenmark, was die These nahelegt, dass neurotrope
Viren auch im avaskularen Bandscheibengewebe vorhanden sein kénnten (Alpantaki
et al., 2011). Die Studie aus Griechenland ergibt, dass hierbei vor allem die Familie

der Herpesviren von Relevanz ist (Alpantaki et al., 2011).



1.3.1 Herpesviren

Herpesviren besitzen lineare, doppelstrangige DNA mit einem Molekulargewicht von
99+ 5 x 10° Dalton (Kieff, Bachenheimer, & Roizman, 1971) . Sie bestehen aus dem
DNA enthaltenden Core Protein, dem Tegument, dem Kapsid und einer Hille
(Mettenleiter, 2002; Whitley et al., 1998). Nach einer Primarinfektion verbleiben
Herpesviren an unterschiedlichen Latenzorten im Wirt. Zur Familie der Herpesviren
gehoren circa 170 verschiedene Typen - acht davon sind humanpathogen. Diese
werden in der Gruppe der humanpathogenen Herpes Viren (HHV) kategorisiert (Arvin
et al., 2007).

HHV 1 und 2 werden auch als Herpes-simplex-Virus (HSV) 1 und 2 bezeichnet. HSV-
1 verursacht vorrangig Lippenherpes und HSV-2 Herpes genitalis. HHV-3 oder
Varicella-Zoster-Virus (VZV) ist der Erreger von Windpocken und Gurtelrose. HHV-4,
das Ebstein-Barr-Virus (EBV), verursacht Pfeiffersches Drusenfieber (Mononucleose)
mit Lymphknotenschwellungen und Splenomegalie. Eine Infektion mit HHV-5 oder
auch Zytomegalievirus (CMV) verlauft bei immunkompetenten Personen meist
asymptomatisch. Wahrend der Schwangerschaft kann besonders eine Erstinfektion
auf den Fetus/Embryo Ubertragen werden. Unter Immunsuppression kann es zu
schweren Manifestationen von Primarinfektionen oder Reaktivierungen einer
bestehenden CMV-Infektion kommen. HHV-6 ist der Erreger des Exanthema subitum
wéahrend HHV-8 mit dem Kaposi-Sarkom assoziiert ist. (Suerbaum et al., 2016)
Herpesviren lassen sich in Alpha-, Beta- und Gammaviren einteilen. HHV-1-3 sind
Alphaherpesviren. Sie sind neurotrope Viren und nutzen sensorische Ganglienzellen
als Latenzort. Eine weitere Untergruppe sind die Betaherpesviren - sie sind lymphotrop
und zu dieser Gruppe gehdren HHV-5, -6 und -7. (Suerbaum et al., 2016)

HHV-4 (EBV) und HHV-8 sind Gammaherpesviren. Diese sind wie die
Betaherpesviren lymphotrop, befallen also vermehrt lymphatisches Gewebe.
Zusatzlich besitzen sie onkogenes Potential. (Liu & Zhou, 2007)

Herpesviren zeigen eine sehr hohe Seropravalenz in der deutschen Bevdlkerung. So
ergab eine Studie des Robert Koch-Instituts von 1998 eine Seropositivtat fir HSV-1
von 81,8 % (79,9-83,6 %, 95 % KI) in den alten Bundeslandern sowie 85,5 % (83,4-
87,3 %, 95 % KI) in den neuen Bundeslandern. HSV-2 hingegen lag bei 12,6 % (10,7-
14,5 %, 95 % KI) in den alten Bundeslandern und 16,5 % (14,1-18,9 %, 95 % KIl) in
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den neuen Bundeslandern. (Hellenbrand, Thierfelder, Muller-Pebody, Hamouda, &
Breuer, 2005)

Die Seropravalenz von VZV (HHV-3) ist in den letzten Jahren stark gesunken. Seit
2004 gibt es von der STIKO eine Impfempfehlung. In den Jahren 2004 bis Anfang 2016
sank die Zahl der Priméarinfektionen um 85 %. Bis 2004 lag die Seropravalenz im
Erwachsenenalter laut Robert Koch-Institut bei circa 95 %.2

Eine Studie von Wutzler et al aus dem Jahr 2001, somit vor der Impfempfehlung
datiert, untersuchte 4602 Personen von O - 70 Jahren auf VZV-1IgG-Antikorper. Dabei
lieRBen bei bereits 94,2 % der zehn- bis elfjahrigen und nahezu bei allen Gber 40jahrigen
Testpersonen Antikorper gegen VZV nachweisen. (Wutzler, Farber, Wagenpfeil,
Bisanz, & Tischer, 2001)

Fur CMV gibt es keine populationsbezogene, reprasentative Studie zur Seropravalenz.
Bei einer Untersuchung von Blutspendern in GieRen zwischen 1992 und 2002 ergaben
sich Seropravalenzen von 46 %. Die CMV-Pravalenz von Schwangeren in
Deutschland liegt bei ca. 42 % (Enders et al., 2012). Allgemeinen Schatzungen zufolge
liegt die Seropréavalenz in Industrienationen bei 40-70 %, in Afrika sogar bei bis zu
100 % (Cannon, Schmid, & Hyde, 2010).

1.3.2 Weitere relevante Viren

Neben den Herpes Viren wurden in unserer Studie Enteroviren und Parvovirus B19
untersucht.

Die Auswahl dieser Viren erfolgte unter folgenden Kriterien: Enteroviren sind
neurotrope Viren (Alexander Jr, Baden, Pallansch, & Anderson, 1994; Rotbart, 1995)
und konnten daher ebenso wie die Alphaherpesviren die bandscheibennahen
Ganglienzellen als Wirtszelle nutzen. Parvovirus B19 hingegen ist nicht neurotrop
(Heegaard & Brown, 2002). Es beféllt erythroide Vorlauferzellen des Knochenmarks

und nutzt diese als Wirtzelle zur Replikation (S6derlund-Venermo, Hokynar, Nieminen,

2 Mitteilung des Robert Koch-Instituts, Ratgeber fiir Arzte ,Windpocken, Herpes
Zoster* aufgerufen am 25.03.2020:
https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber_Varizellen.html

3 Mitteilung des Robert Koch-Instituts, Ratgeber fiir Arzte aufgerufen am 25.03.2020:
https://www.rki.de/DE/Content/Infekt/EpidBull/Merkblaetter/Ratgeber_Zytomegalievir
us.html
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Rautakorpi, & Hedman, 2002). Parvovirus B19 scheint in verschiedenen Geweben wie
beispielsweise Herz, Lunge, Leber, Nieren und Hoden zu persistieren, nutzt hierfur
jedoch andere Mechanismen wie Herpesviren (Séderlund-Venermo et al., 2002). Ein
Review verschiedener Studien von Verdonschot legt dar, dass einige Theorien und
Studien zum Nachweis von Parvovirus B19 in Myokarditis-Patienten vorliegen.
Einzelne Studien zeigten das Virusvorkommen in Endomyokardzellen von Patienten
mit Myokarditis, wahrend das Virus in gesunden Kontrollgruppen nicht nachgewiesen
werden konnte (Klein et al., 2004; Pankuweit et al., 2003; Verdonschot et al., 2016).
Andere Studien konnten keinen Unterschied zwischen Versuchs- und Kontrollgruppe
belegen (Nielsen, Hansen, Nielsen, Baandrup, & Banner, 2014; Schenk, Enders,
Pollak, Hahn, & Huzly, 2009).

Enteroviren gehoren zur Gattung der Picornaviren (Oberste et al., 2000). Das sind
kleine, unbehillte RNA-Viren. Sie sind weitestgehend umweltresistent (Bock, Klingel,
& Kandolf, 2010). Ursprunglich wurden die 64 humanpathogenen Enteroviren (HEV)
in funf Untergruppen unterteilt: Polioviren, Cocksackie A, Cocksackie B, Echoviren und
die Enteroviren 68 bis 71. Dabei waren die Antigeneigenschaften fir die Einteilung
entscheidend (Caro, Guillot, Delpeyroux, & Crainic, 2001). Eine neue Einteilung
unterscheidet die humanpathogenen Enteroviren in Gruppen HEV A bis D und
Polioviren. Dabei gliedern sich die Gruppen nach molekularer und biologischer
Information (Caro et al., 2001).

Parvovirus B19 gehort zur Gruppe der Parvoviridae. Es ist ein kleines, unbehiilltes
Einzelstrang-DNA-Virus. Parvovirus B19 verursacht das Erythema infectiosum - die
Ringelroteln. Die Erkrankung tritt meist im Kindesalter auf. Bei Immunkompetenten
Patienten kann die Erkrankung Kklinisch stumm verlaufen, bei Patienten mit
Immunsuppression kdénnen schwere Krankheitsverlaufe mit dauerhaften Anamien
vorkommen. Eine Infektion wahrend der Schwangerschaft kann zum Hydrops fetalis
fuhren. Die Ubertragung erfolgt mittels Tropfcheninfektion. Das Virus befallt
Vorlauferzellen der Erythrozyten und vermehrt sich in diesen. (Suerbaum et al., 2016)
Nach einem aktuellem Review zu Parvovirus B19 von Rogo, Mokhtari-Azad, Kabir und
Rezaei liegt die weltweite Durchseuchung mit Parvovirus B19 zwischen 70-85 %
(Rogo, Mokhtari-Azad, Kabir, & Rezaei, 2014).
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1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Um Viren nachzuweisen, gibt es unterschiedliche Verfahren. Virale DNA und RNA wird
uberwiegend mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) detektiert (Heid, Stevens, Livak,
& Williams, 1996; Lallemand, Desire, Rozenbaum, Nicolas, & Marechal, 2000).

Die PCR wurde 1985 von Kary Mullis entwickelt. Sie ist eine Methode zur Amplifikation
von Nukleinsauren. Dazu bindet die DNA-Polymerase an spezifische Primer und
synthetisiert anhand der DNA-Matrize dazugehorige Zielsequenzen (Mullis & Faloona,
1987). Die Primer bestehen aus bestimmten Oligonukleotidsequenzen, die
komplementéar zu den zu amplifizierenden DNA-Strangen sind. Die PCR wiederholt
sich stets und repliziert die bereits neusynthetisierte DNA. Somit kommt es bei
optimalen Reaktionsbedingungen zu einem exponentiellen Wachstum (Garibyan &
Avashia, 2013; Gibbs, 1991). Die Polymerasekettenreaktion gliedert sich in mehrere
Einzelschritte. Hierbei bendétigt sie unterschiedliche Temperaturen fur die jeweiligen
Reaktionen. Zunachst wird die zu amplifizierende DNA bei 95°C denaturiert. Hierbei
trennt sich der Doppelstrang in zwei Einzelstrdnge auf. Diese Einzelstrange dienen
spater als Matrizen - auch Templates genannt - fur die Amplifizierung. Im zweiten
Reaktionsschritt erfolgt die Hybridisierung (Annealing). Dabei lagern sich die Primer
an die Templates an. Dazu werden Temperaturen von circa 60°C bengétigt. Es gibt
zwei Primer - einen forward und einen reverse Primer. Diese beiden rahmen die zu
amplifizierende Zielsequenz ein. Nachfolgend beginnt die Extension, ausgehend von
beiden Primern. In 5’-3’ Richtung synthetisiert die DNA-Polymerase mit Hilfe von freien
dNTPs einen Komplementarstrang zur Ausgangs-DNA. Danach beginnt der
Reaktionszyklus erneut. Hierzu wird wieder ein Temperaturoptimum von circa 90-95°C
bendtigt. Im Laufe der Jahre wurde das Verfahren modifiziert und einzelne Schritte
zusammengefasst. Durch den Einsatz von hitzestabilen DNA-Polymerasen entfallt die
Enzymsubstitution vor jedem Extensionszyklus. Das hitzestabile Bakterium Thermus
aquaticus (Taq) besitzt eine solche Polymerase, die haufig Anwendung findet (Saiki et
al., 1988). Die Polymerase hat ihr Temperaturoptimum bei ca. 75°C (Innis, Myambo,
Gelfand, & Brow, 1988), bleibt jedoch kurzzeitig auch bei Gber 90°C aktiv (Lawyer et
al., 1993). Zusammenfassend werden fir die PCR bendtigt: hitzestabile DNA-
Polymerasen, DNA-Matrizen, Primer und dNTPs.

Bei der TagMan-PCR bindet eine sequenzspezifische Sonde zwischen den Primern

an die spezifische DNA (s. Abbildung 2). Die Sonde tragt am 5" Ende ein Fluorophor
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als Reporter und am 3"Ende einen Quencher. Durch die raumliche Nahe dieser kommt
es zunéchst zu keinem Fluoreszenzsignal. Erst nach Abspaltung des Reporters durch
den Forward-Primer entsteht ein Signal. Durch Messung der Fluoreszenz kann ein
quantitativer DNA-Nachweis stattfinden (vgl. Kapitel 3.8.1).

Zur Amplifikation von RNA mittels TagPCR wird diese zunadchst unter Einsatz der
Reversen Transkriptase in cDNA umgewandelt und anschlie3end durch die PCR
vermehrt (Saiki et al., 1988).
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Abbildung 2: Ablauf der TagMan-PCR: Von der Bindung des Primers bis zur Abspaltung des Reporters und Bildung

des Fluoreszenzsignals*

4 Abbildung des MVZ Martinsried, aufgerufen am 25.03.2020:
http://www.medizinische-genetik.de/index.php?id=real-time-pcr-gpcr
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1.5 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Der enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA)-Test dient dem Nachweis von
Antikdrpern. Er wurde zu Beginn der 1970er Jahre von Engvall & Perlmann (Engvall &
Perlmann, 1971, 1972), sowie von Van Weemen & Schurs (A. Voller, Bidwell, &
Bartlett, 1976) entwickelt. Die Eigenschaft von Antikbrpern mit Antigenen zu reagieren
wird sich hierbei zunutze gemacht. Zuséatzlich ist die Reaktion an eine Enzymreaktion
gekoppelt, die eine Hydrolyse verursacht (A. Voller et al., 1976). Man unterscheidet
gualitative von quantitativen Antikbrpernachweisen, sowie direkte und indirekte ELISA
Formen. Das sensitivere ELISA Format ist der Sandwich-ELISA. Die direkte Methode
besteht aus einem an eine Platte fixierten Antigen, das mit einem Antikorper reagiert.
An diesen Antikorper ist eine Enzymreaktion gekoppelt, die nach der Antigen-
Antikdrper-Bindung ablauft. Die indirekte Form enthalt einen weiteren Reaktionsschritt.
Dabei bindet an den ersten Antigen-Antikbrper-Komplex noch ein weiterer Antikorper.
Dieser ist an eine enzymatische Reaktion gebunden (Abbildung 3). (A. Voller et al.,
1976)

Die bislang sensitivste Methode ist die doppelte Antikorper-Sandwich-Methode. Dabei
bindet das Antigen zunachst an einen an einer Platte fixierten Antikdrper. In einem
zweiten Schritt bindet der zu detektierende Antikorper an das bereits gebundene
Antigen. An diesen wiederrum bindet ein weiterer Antikdrper, der an eine
Enzymreaktion gekoppelt ist (Abbildung 3). (A. Voller, Bartlett, & Bidwell, 1978)

Subslrale>
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antibody

Direct Assay Indirect Assay Capture Assay
“Sandwich”

Abbildung 3: Unterschiedliche ELISA-Formate®

5 Abbildung von thermofisher aufgerufen am 25.03.2020:
https://www.thermofisher.com/content/dam/LifeTech/Images/integration/ELISAForma
ts575x214.jpg
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2 Problemstellung

Wie in Kapitel 1.2.4 beschrieben, sind die Ursachen von Bandscheibenvorféallen nicht
vollstandig geklart. Es gibt unterschiedliche Erklarungsansatze, die momentan
diskutiert werden. Wie bereits ausgefihrt liegen zu einigen Thesen fundierte Studien
vor, wahrend andere noch wenig untersucht wurden. Niedriggradige Entziindungen
(low-grade inflammation) sind eine mogliche Ursache. Diesbeziglich wurde das
Propionebakterium acne identifiziert (Stiring et al., 2001) und als Folge ein
degenerativer Umbauprozess nachgewiesen (Dudli et al., 2016). Der Nachweis von
Bakterien erlaubt die Fragestellung ob auch Viren in den avaskularen Disci
intervertebralis vorkommen.

In Griechenland wurde von Alpantaki et al. an der Universitat von Kreta, Heraklion,
eine Studie zu Herpesviren in Disci intervertebralis durchgefuhrt (vgl. Kapitel 1.2.4)
(Alpantaki et al.,, 2011). In dieser Studie wurden 16 Bandscheibensequester von
prolabierten Bandscheiben intraoperativ entfernt und im Anschluss mittels PCR auf
Herpesviren untersucht. Als Kontrollen wurde Bandscheibenmaterial von zwei
Patienten mit traumatischen Bandscheibenverletzungen ohne Prolaps analysiert.
(Alpantaki et al., 2011)

Zusatzlich wurden Serumproben der Patienten auf Herpesvirenantikdrper bestimmt. In
13 der untersuchten 16 Patienten wurden Herpesviren mittels PCR nachgewiesen. Die
meisten Patienten wiesen HSV-1 auf, insgesamt neun der untersuchten Sequester
(56.25 %). Das am zweithaufigsten detektierte Virus war CMV in sechs aus 16
Patientenproben (37,5 %). In zwei Fallen wurde eine Co-Infektion von CMV und HSV
festgestellt. Andere Viren wurden nicht nachgewiesen. In beiden Kontrollproben
wurden keine viralen Nukleinsauren gefunden. (Alpantaki et al., 2011)

Die Serumanalyse erfolgte mittels IgG und IgM Antikdrpertestung. Lediglich die 1gG
Testungen fielen positiv aus, weshalb davon auszugehen ist, dass keine akute
Herpesinfektion zum Zeitpunkt der Untersuchung vorhanden war. Bei allen Patienten
mit Virusnachweis im Sequester wurde auch die Serumprobe positiv bestatigt.
Zusatzlich konnten drei weitere HSV positive Serumproben und sechs weitere CMV-
Serumproben nachgewiesen werden. (Alpantaki et al., 2011)

Diese Ergebnisse lassen die Frage zu, ob Herpesviren, wenn sie im avaskularen

Bandscheibengewebe aufzufinden sind, auch fir eine niedriggradige Infektion
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verantwortlich sein kdnnen. Kénnte diese Infektion das Bandscheibengewebe in solch

einem Mal3e schadigen, dass es zu einem Bandscheibenvorfall fiihren konnte?

Um die Ergebnisse der griechischen Studie zu verifizieren, wurde die vorliegende
HEVIDI-Studie (HErpes Virus in Intervertebral DIsc) entworfen. Die vorliegende Studie
behandelt die Fragestellung, inwieweit sich diese Ergebnisse in einer Untersuchung
mit einem groRReren Patientenkollektiv bestatigen lassen. Um den Studienaufbau zu
komplettieren werden zusétzlich zu Herpesviren auch Parvovirus B19 und Enteroviren
untersucht (vgl. Kapitel 1.3.2). Zudem werden IgG-Antikdrper gegen Parvovirus B19
im Serum der Patienten bestimmit.

In vorliegender Studie soll die Relevanz von Herpesviren sowie von Parvovirus B19

und Enteroviren fiir Bandscheibenvorfalle untersucht werden.
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3 Material und Methoden

Die Durchfiihrung der Untersuchungen erfordert zuerst die Rekrutierung von Patienten
und die Beschaffung des Sequestermaterials. Danach folgen die Nukleinsaure-
Extraktion, Polymerasekettenreaktion sowie die serologische Antikdrpertestung. Im

Folgenden werden die fur die Studie notwendigen Untersuchungen detailliert erlautert.

3.1 Geréte und Material

Um die Untersuchungen durchzufiihren werden unterschiedliche Gerate und

Materialien bendtigt.

3.1.1 Gerate

Liste der verwendeten Geréte

7500 Real time PCR System (TagMan) - Applied Biosystems/Thermofisher (Waltham,
MA USA)

Abbott Architect - Abbott Diagnostics (Lake Forest, llinois, USA)

Abbott Molecular, m2000 Real Time systems Extraktionsautomat M2000 RT- Blood
Extraktionsprotokoll (Des Plains, Ilinois, USA)

BEP 2000 Advance® - Siemens (Munchen, Deutschland)

Enzygnost® - Siemens Healthliners (Erlangen, Deutschland)

Gefrierschrank Liebherr G5216 Comfort - Liebherr (Bulle, Schweiz)

Laminar Flow Biowizard Silverline - Kojair (Tampere, Finnland)

Novagnost® - Nova Tec Immundiagnostica GmbH (Dietzenbach, Deutschland)
Pipette - Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

SAP - SAP Deutschland SE & Co. KG (Walldorf, Deutschland)

Tischzentrifuge 5417- Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

UV-Box: DNA/RNA UV Cleaner - Kisker (Steinfurt, Deutschland)

Vortexer: Vortex2 Genie - Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA USA)
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3.1.2 Reagenzien

Liste der verwendeten Reagenzien

Enzygnost-Kit - Siemens Healthliners (Erlangen, Deutschland)
Natriumchlorid-Lésung 0,9% - Fresenius (Bad Homburg, Deutschland)
Novagnost Kit - Nova Tec Immundiagnostica GmbH (Dietzenbach, Deutschland)
Primer - Microsynth (Balgach, Schweiz)

Qiagen RNAlater - Qiagen, (Venlo, Niederlande)

Sonde - Microsynth (Balgach, Schweiz)

TagMan Universal PCR Master Mix - Thermofisher (Waltham, MA USA)

Zusatz-Reagenzien fir Enzygnost - Siemens Healthliners (Erlangen, Deutschland)

3.2 Studienaufbau

Die HEVIDI-Studie dient der Uberpriifung des Vorkommens von Viren in avaskularem
Bandscheibengewebe. HEVIDI (HErpes Virus in Intervertebral Dlsc) ist nach den
Kriterien einer nicht randomisierten, unizentrischen und prospektiven Studie aufgebaut
und untersucht die Virusdurchseuchung prolabierter Bandscheibensequester. Fir den
Aufbau wurde die griechische Studie von Alpantaki, Katonis et al. als Grundlage
genutzt und diese erweitert. Die angestrebte Fallzahl umfasst 50 Patienten der
neurochirurgischen Klinik und Poliklinikk des Klinikums rechts der Isar mit
operationsbedurftigem Bandscheibenvorfall. Das bei der Operation entfernte
Bandscheibenmaterial wird steril und tiefgefroren bei -20°C bis zur Extraktion im
Institut fur Virologie der Technischen Universitat Minchen eingelagert. Es folgen die
Nukleinsédure-Extraktion und Virus-PCR, durchgefihrt vom Institut fir Virologie.
Ergdnzend wird bei jedem Patienten eine serologische Untersuchung auf
virusspezifische Antikdrper durchgefihrt. Die Auswahl der zu untersuchenden Viren
erfolgte bereits im Vorfeld anhand unterschiedlicher Faktoren, wie Neurotropie oder
ubiquitarem Vorkommen, wie bei Parvovirus B19. Im Folgenden wird der genaue

Aufbau der Studie sowie die einzelnen Untersuchungen beschrieben.
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3.3 Patientenkollektiv/Einschlusskriterien

Im Studienaufbau werden die Einschlusskriterien fur das Patientenkollektiv wie folgt
festgelegt: Es sollen 50 Patienten mit operationsbedurftigem Bandscheibenvorfall im
Alter von 18 bis 65 Jahren untersucht werden. Die obere Altersgrenze liegt bei 65
Jahren um Storfaktoren wie Degeneration aufgrund von Alterungsprozessen zu
minimieren.

Grundsatzlich soll es sich um ein gro3eres Patientenkollektiv als in der Vorstudie mit
16 Fallen handeln (Alpantaki et al., 2011). Ein Studienkollektiv von 50 Patienten wird
als notwendig erachtet um eine statistische Aussagekraft Uber die Ergebnisse zu
erlangen. Diese Fallzahlabschatzung erfolgte gemeinsam mit dem Institut far
medizinische Statistik und Epidemiologie der TU Miinchen auf Grundlage der Daten
durch die Arbeitsgruppe Alpantaki, Katonis et al. Die Diagnose des
Bandscheibenvorfalls erfordert den klinischen Befund, somit also das entsprechende
Beschwerdebild sowie einen Nachweis mittels Magnetresonanztomographie (MRT)
oder Computertomographie (CT). Bei dem Bandscheibenvorfall muss es sich um einen
weichen sequestrierten Diskusprolaps der Hals-, Brust-, oder Lendenwirbelsaule mit

operativem Interventionsbedarf handeln.
Nach Festlegung der Studienkriterien wurde die Studie der Ethikkommission der

Technischen Universitat Minchen vorgelegt und erhielt ein positives Ethikvotum
(Projektnummer: 326/13).

3.4 Studiendurchfiihrung

Nach formeller Zulassung der Studie erfolgte die Patientenrekrutierung.

Innerhalb von zehn Monaten, zwischen dem 31.10.2013 und dem 17.09.2014, wurden
Patienten der neurochirurgischen Klinik und Poliklinik in die Studie inkludiert. Jeder
Patient mit Indikation zur Bandscheiben-OP wurde auf Ein- und Ausschlusskriterien
geprift. Bei Ubereinstimmung mit den Einschlusskriterien wurden die jeweiligen
Patienten Uber die mdgliche Studienteilnahme aufgeklart. Nach schriftlicher
Einverstandniserklarung erfolgte zusatzlich eine Befragung der teilnehmenden

Patienten zu einigen demographischen Daten wie Alter, Gewicht und Grof3e. Die
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Abnahme der Serumprobe zur Testung auf virale Antikérper erfolgte, wenn mdoglich,
gemeinsam mit dem praoperativen Routinelabor. Die experimentellen
Untersuchungen erforderten eine Serumuntersuchung auf HSV 1 und 2 sowie CMV,
VZV und Parvovirus B19. Enteroviren wurden in der HEVIDI Studie nicht serologisch
untersucht. Aufgrund der vielen Untergruppen und der damit verbundenen hohen
Wabhrscheinlichkeit fiur Antikdrper (vgl. Kapitel 1.3.2) ist die Antikdrpertestung im
Serum obsolet. Es wurde hier lediglich ein direkter Erregernachweis mittels PCR des
einzelnen Sequestermaterials durchgefuhrt. Die abgenommenen Serumrohrchen
wurden mit einer HEVIDI-Seriennummer anonymisiert und per Sonderanforderung zur
weiteren Untersuchung an die Virologie geschickt.

Die Patienten wurden sowohl im SAP (SAP Deutschland SE & Co. KG, Walldorf,
Deutschland) als auch im Patientenkadex als Studienteilnehmer vermerkt und dem
Kadex wurde zusatzlich ein steriles mit RNAlater gefllltes Urotube beigelegt. Die
Operation erfolgte nach Standardverfahren. Es wurde lediglich der Diskussequester
akquiriert anstatt ihn, wie Ublich, zu entsorgen. Der sterile Sequester wurde bei 4-8
°Celsius bis zu sieben Tage aufbewahrt. Die Haltbarkeit des RNAlater ist nach
Herstellerangaben zu diesen Bedingungen garantiert (Uhlenhaut & Kracht, 2005).
Ein- bis zweimal wdchentlich erfolgte der Transfer des Diskusmaterials in das
Virologische Institut. Dort wurde das Material bei -20°Celsius asserviert (Uhlenhaut &
Kracht, 2005). RNAlater inhibiert die RNA-Ribonuklease und verhindert dadurch den
Abbau von Virus-RNA (Uhlenhaut & Kracht, 2005). Somit wurde die Haltbarkeit bis zur
DNA/RNA-Extraktion sichergestellt.

Tabelle 1: Einschlusskriterien der HEVIDI-Studie

Alter 18-65 Jahre
Befund (MRT/CT) weicher, sequestrierter Bandscheibenvorfall
Operationsindikation gegeben
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3.5 Operationsverfahren

Bei den untersuchten Patienten kamen unterschiedliche Operationsverfahren zum
Einsatz. Diese erfolgten nach Standard zur jeweiligen Diagnose. Im Folgenden soll ein
Protokoll einer Standardoperation zu BSV im Lumbalbereich beispielhaft erlautert
werden:

sLagerung des Pat. in  modifizierter  Knie-Brust-Lage.  Perioperative
Antibiotikaprophylaxe. Durchleuchtungsmarkierung der Etage LWK4/5.
Hautentfettung mit Benzin. Steriles Abwaschen und Abdecken des Zugangsbereiches.
Hautschnitt scharf median. Scharfe Praparation des subkutanen Fettgewebes.
Koagulation. Paramediane Faszieninzision rechtsseitig und subperiostales
Abschieben der Erector trunci-Muskulatur. In der Tiefe trifft man auf einen Halbbogen,
dieser wird caudal markiert. Eindeutig wird das Segment LWK4/5 in der
Durchleuchtung verifiziert. Einstellen des OP-Mikroskops. Mit der Rosenkopffrase,
sowie dann auch mit der Diamantfrase, wird der Halbbogen LWK4 ausgedinnt. Dies
bis die Ansatzstelle in das L. flavum hinter dem Halbbogen freigelegt ist. Mediane
Dekompression und Flavektomie mit der Stanze bis an den Halbbogen LWKS5 heran.
Uber dem Bandscheiben-Fach zeigt sich eine massive Raumforderung ventral des
Duralschlauches, so dass hier sehr vorsichtig mit der 2er und 3er Stanze gearbeitet
werden muss. Ebenfalls lateral Dekompression vom hinteren Halbbogen LWK4 nach
caudal an den Halbbogen LWK5. Auch hier zeigt sich diese massive, ventral des
Duralschlauches gelegene Raumforderung. Es kann der Duralschlauch medialisiert
werden. Hierbei zeigen sich starke Verklebungen. Subligamentar zeigt sich der riesige
BSV. Das hintere Langsband kann mit dem Dissektor erdffnet und der BSV teilweise
mobilisiert werden. Aufgrund der faserigen Beschaffenheit mit teilweise Anulus
fibrosus kann der BSV nur sehr mihselig und in kleinen Stiicken entfernt werden. Es
zeigt sich ein sehr grofRes Loch im Anulus fibrosus, so dass samtliche Reste des
Nucleus pulposus ausgeraumt werden und der virologischen Aufarbeitung zugefihrt
werden. Dies forciert, so dass sich kein Nucleus pulposus mehr entfernen
lasst. Ausgiebige Spulung mit Ringerlésung. Die Nervenwurzel L5 wird noch entdacht
bis weit ins Foramen hinein. Es zeigt sich alles komplett locker. Keine Blutung, Verzicht
auf die Einlage einer Redon-Drainage. Schichtweiser Wundverschluss mit

Fasziennaht, Subkutannaht und Anlegen von Steristrips.
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Zusammenfassung:

Komplikationslose, technisch aufwendige Sequesterektomie eines BSV LWK4/5 re.
mit Nukleotomie, Ausraumen des Bandscheibenfach u. Radikolyse L5 re.“ (Zitiert nach
Herrn Dr. Reinke, Bericht vom 07.01.2014)

3.6 Serologie

Die Serumproben der ausgewahlten 54 Patienten werden mittels Antikdrpertests im
virologischen Institut untersucht. Hierzu wird zunadchst mittels Zentrifugation das
Blutserum von den korpuskularen Blutbestandteilen getrennt.

In den Seren werden IgG mittels ELISA getestet (vgl. Kapitel 1.5). Es werden
semiquantitative immunenzymatische Bestimmungen durchgefthrt.

Fur die serologischen Nachweise der IgG-Antikdrper der Patienten werden in diesem
Fall Antigene mittels EILSA prasentiert, an welche die Antikorper binden kdénnen. Es
kommt zu einer Antigen-Antikdrper-Reaktion. Der ELISA kennzeichnet sich dadurch
aus, dass die Bindung von Antikérper und Antigen an eine enzymatische Reaktion
gebunden ist. Bei der enzymatischen Reaktion kommt es zu einem Farbumschlag. Um
nicht gebundene Antikérper auszuwaschen erfolgt die Zugabe von Konjugaten.
Hiermit wird ein falschlicher Farbumschlag verhindert. Die Farbintensitat korreliert mit
der Menge der stattgefundenen Reaktionen. Durch die Messung des Farbsignals kann
eine Quantifizierung der vorhandenen Antikorper erfolgen.

Fur die einzelnen AK-Nachweise werden unterschiedliche Plattformen genutzt. HSV-
und VZV-Antikbrper wurden mittels Enzygnost® Test (Siemens, Munchen,
Deutschland) mit dem BEP 2000 Advance System nachgewiesen. Dabei handelt es
sich um ein vollautomatisiertes Analysesystem zur In-vitro-Diagnostiké. Mit diesem
System kann auch der Novagnost-Test fur Parvovirus B19 durchgefuhrt werden. Die
CMV-Serologie wurde mit dem Architect Abbott Vollautomat bestimmt
(Chemilumineszenz).

Die Systemhersteller liefern die fur die jeweiligen Tests bendtigte Kontrolle. Fir den

Enzygnost fur HSV und VZV wird zusatzlich zur Herstellerkontrolle eine eigens

6 Produktinformation des Herstellers, aufgerufen am 20.10.2017:
https://www.healthcare.siemens.de/infectious-disease-testing/systems/bep-2000-
advance-system
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hergestellte Rilibdk-Kontrolle mitgefiihrt. Sie dient der Positivkontrolle fir IgG-
Antikorper und ermoglicht einen qualitativen AK-Nachweis. Novagnost liefert eine
Positiv- und Negativ-Kontrolle sowie eine Cut-Off Kontrolle mit, daher wird keine
weitere eigene Kontrolle bendtigt. Auch der Architect von Abbott liefert eigene
Kontrollen. Dieser unterscheidet nicht nur zwischen negativem und positivem AK-
Nachweis, sondern differenziert auch des Weiteren zwischen niedrig- und
hochpositivem AK-Nachweis und ist somit zur Qualitatssicherung ausreichend.

Die Reagenzien bestehen aus Chromogen, Waschpuffer und Konjugaten. Die
Waschpuffer fir den Enzygnost-Test kénnen ebenfalls fiir den Novagnost-Test
verwendet werden. Die Firma Siemens hat dies angeglichen. Das Chromogen
ermdglicht den Farbumschlag. Die Konjugate waschen nicht-gebundene AK aus,

damit diese keinen falsch-positiven Farbumschlag ergeben.

3.7 Nukleinsaure-Extraktion

Um mittels PCR einen moglichen Virusbefall nachzuweisen, wird zunachst die
DNA/RNA extrahiert. Die Extraktion des gesamten Zellmaterials der 54 Patienten
erfolgt in funf Untersuchungsgruppen in zeitlicher Abhéngigkeit zur Entnahme des
Bandscheibenmaterials. Zu einer Menge von jeweils 25 mg Sequestermaterial werden
je 400 ul 0,9 %ige Natriumchlorid-L6ésung sowie 40 ul Proteinkinase K hinzugefugt.
Nach einer Inkubationszeit von ca. 4,5 h bei 56 °C wird das Material abzentrifugiert.
Danach erfolgt die Extraktion mit dem Blood 2000 Extraktions-Protokoll. Es werden je
Probe 330 ul abgefillt. Danach wird 2,4 ml Lysepuffer pro Probe plus je
Extraktionszyklus 10 ml Lysepuffer zusatzlich hinzugefugt. Aul3erdem werden 35 pnl
Referenz-DNA des Prionproteins der Maus (mprp) pro Einzelextraktionsprobe sowie
140 pl der mprp-DNA pro Extraktionszyklus hinzugegeben.

Die Zugabe von mprp-DNA dient der direkten und indirekten Kontrolle
(Extraktions/Inhibitionskontrolle). Durch die parallele Extraktion von mprp- und Virus-
DNA/RNA kann ein korrekter Extraktionsprozess belegt werden. Dabei werden in
mehreren Durchlaufen die einzelnen Extraktionen durchgeftihrt. Die Zyklenzahl richtet
sich nach dem Ct-Wert (engl. cycle threshold) der DNA des Mausprionproteins.
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3.8 PCR

Wie in Abschnitt 2.4 bereits erlautert, erfolgen die Untersuchungen des
Sequestermaterials und der Nachweis der Viren mittels PCR. Das Verfahren zur
Amplifikation von DNA und RNA wurde seit seiner Entwicklung modifiziert und
spezifiziert. In unserer Studie wird der sogenannte TagMan Assay genutzt (Heid et al.,
1996; Ingham, Beer, Money, & Hansen, 2001)

3.8.1 TagMan Assay

Die PCR erfolgt mittels TagMan Assay. Hierbei finden Detektion und Amplifikation
zeitgleich statt. Diese sogenannte Real-Time-PCR erzeugt ein Fluoreszenzsignal,
welches proportional mit der PCR-Vermehrung ansteigt. Der TagMan Assay nutzt die
5-3° Exonuklease-Aktivitat der AmpliTag-DNA-Polymerase. Die AmpliTag-
Polymerase ist eine modifizierte Polymerase des Thermus aquaticus. Sie behalt ihre
Hitzestabilitéat und ist bei normalen Temperaturen inaktiv (vgl. Kapitel 1.4). Um sie zu
aktivieren muss vor dem Beginn der PCR eine Temperaturerhfhung auf 92-95 °C fur
12 Minuten stattfinden. Dadurch wird die AmpliTaq irreversibel aktiviert (Kebelmann-
Betzing et al., 1998).

Die durchgefiihrten diagnostischen PCRs des Instituts fur Virologie sind nach der
15189 Norm akkreditiert.

Fur den TagMan Assay wird ein Master Mix benotigt. Dieser enthalt bis auf die Primer
bereits alle noétigen PCR-Substanzen, wie dNTPS, Taqg-Polymerase,
Magnesiumchlorid und Pufferlésung.

In Tabelle zwei und drei wird der Ablauf der PCRs mit Zeit und Temperaturangaben
dargestellt.

Die quantitativen PCRs zur Detektion von HSV, CMV; VZV, Parvovirus B19 und
Enteroviren wurden im Institut fir Virologie, TUM entwickelt und etabliert. Dabei
wurden Primer und Sonden nach den Vorgaben fir TagMan Assays gewahlt. Sie
werden von Microsynth, Balgach, Schweiz bezogen.

Zur Detektion von Enteroviren wird zunachst virale RNA im gleichen PCR Ansatz in

cDNA revers transkribiert (s. Tabelle 3).
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Tabelle 2: DNA-PCR-Ablauf

1-mal Hold I: 50°C 2 Minuten

1-mal Hold II: 95°C 10 Minuten

45 Zyklen Denaturierung 95°C 15 Sekunden
Annealing/Extension 60°C 1 Minute

Tabelle 3: RNA-PCR-Ablauf

1-mal Hold I: 50°C 20 Minuten

1-mal Hold II: 95°C 5 Minuten

45 Zyklen Denaturierung 95°C 15 Sekunden
Annealing/Extension 60°C 45 Sekunden

3.8.2 Zellzahlbestimmung

Um sicherzustellen, dass Bandscheibensequester geniigend Zellen enthalten, wurde
deren Zahl durch Quantifizierung des humanen Prionprotein (hPrP) bestimmt. Das
Prionprotein Gen ist in jeder Zelle zweimal enthalten. Ct-Werte < 33,4 zeigen eine

ausreichende Zellzahl in der Biopsie fur aussagekréftige virale PCR Ergebnisse an.

3.8.3 Erklarung verschiedener Grof3en

Bei den unterschiedlichen virologischen Untersuchen wie PCR und ELISA gibt es
verschiedene relevante MessgroRen und Werte. Vor allem bei der PCR ist es
erforderlich verschiedene Messwerte zu kennen und zu interpretieren. Der TagMan
Assay gibt Auskunft Uber Baseline, Threshold, Ct-Werte und Slope. Diese Grof3en

sollen hier kurz erklart werden (vgl. Kapitel 1.4).
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Baseline

Die ersten Zyklen der real-time PCR ergeben meist nur wenige Anderungen des
Fluoreszenzsignals. Dieses minimale Signal wird als ,noise“ oder ,background®
bezeichnet. Die Baseline (oder Grundlinie) wird so gesetzt, dass mdglichst viel des
.backgrounds® eliminiert wird. Jedoch sollte die Baseline nicht die Zyklen inkludieren,
bei denen die Amplifikation Uber das Niveau des ,backgrounds” steigt. Die Baseline
sollte in den verschiedenen PCR-Experimenten gleich bestimmt werden. Hier wurde

eine Baseline zwischen 6 und 15 gewahlt.

Threshold

Der Threshold (Schwellenwert) wird so gesetzt, dass sich relevante PCR-
Amplifikationen vom background abheben. Dieser wird normalerweise mit einer 10-
fachen Standardabweichung des Fluoreszenzniveaus der Baseline automatisch

eingesetzt (Abbildung 4).

Ct-Wert

Als Ct-Wert (engl. cycle threshold) wird die Zyklenanzahl bezeichnet, bei der das
Fluoreszenzsignal zum ersten Mal den Threshold Ubersteigt (Abbildung 4), also der
Wert, bei dem ein detektierbares Fluoreszenzsignal gemessen wird. Der Ct-Wert kann
dazu genutzt werden, die DNA-Menge zu Beginn der PCR zu berechnen. Er ist indirekt
proportional zur DNA-Ausgangsmenge: Umso grol3er der Ct-Wert ist, desto kleiner war
die detektierbare DNA-Menge in der Probe und umgekehrt.

Anhand einer Standardreihe von mindestens funf Verdinnungsstufen kann ein

Richtwert/Sollwert ermittelt werden.
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Abbildung 4: CT-Wert und Threshold’

Slope

Der Slope, die Steigung der linearen logarithmischen (log) Phase, misst die
Genauigkeit jeder Amplifikation. Fur eine 100 %ige Effizienz der Amplifikation sollte
die Steigung -3.32 betragen. Bei allen PCR-Ergebnissen lagen die Slope-Werte
zwischen -3.15 und -3.74.

3.8.4 Quantitative PCR und Standardkurve

Die Messung der Quantitat erfolgt beim TagMan Assay mithilfe von
Fluoreszenzsignalen und der Messung der Ct-Werte. Dabei werden zunéchst die Ct-
Werte in einer Standardkurve festgelegt. Diese kénnen mittels Verdinnungsreihe

ermittelt werden.

’ Abbildung zum Ct-Wert aufgerufen am 25.03.2020:

https://s-media-cache-
ak0.pinimg.com/originals/d0/96/23/d0962306e8f7d2603b75417a81b3d818.jpg
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3.9 Statistik

Zur statistischen Auswertung wird das Programm SPSS verwendet. Die Daten wurden
vom Institut fur medizinische Statistik und Epidemiologie der TU Miinchen gepruft. Die
in der Kklinisch-experimentellen Doktorarbeit erhobenen Daten erlauben eine
deskriptive  Statistik, sowie bei einzelnen Fragestellungen unterschiedliche

Testverfahren zum Vergleich parametrischer Daten.

3.10 Signifikanzniveau und statistische Tests

Das Signifikanzniveau der statistischen Testungen wurde auf p < 0,05 festgelegt. Zur
statistischen Berechnung werden der T-Test und der Mann-Whitney-U-Test
angewandt. Der T-Test wird in der Studie zur Berechnung der statistischen
Unterschiede zweier unabhéngiger Stichproben genutzt. Dabei wird er bei Vergleichen
mit Gruppengroéf3en kleiner 30 Félle fur normalverteilte Kohorten angewandt.

Der Mann-Whitney-U-Test ist ebenfalls ein Test zur Berechnung statistisch
signifikanter Unterschiede zwischen zwei Untersuchungsgruppen. Dabei wird dieser
bei nicht normalverteilten Untersuchungsgruppen angewandt. Die Unterschiede gelten

als statistisch signifikant, wenn das Signifikanzniveau kleiner 0,05 ist.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv

In der Untersuchung liegt der Altersdurchschnitt bei 42,0 Jahren, wobei der jingste

Studienteilnehmer 20, der Alteste 65 Jahre alt war. Es nahmen insgesamt 28 Manner

und 26 Frauen an der Studie teil.

Es handelte sich um Bandscheibenvorfalle der lumbalen und zervikalen Wirbelsaule

(lumbal n= 37, zervikal n= 17). Um mdgliche weitere Risikofaktoren zu erfassen,

wurden von allen Probanden Gewicht und Korpergrol3e vermerkt, um den Body-Mass-

Index (BMI) berechnen zu kdnnen. Es ergibt sich ein Mittelwert von 26,5 kg/mz

Dieser Uberblick soll in Kapitel 4.1 genauer dargestellt werden.

Tabelle 4. Anthropometrische Daten

Alter Grole Gewicht BMI
in Jahren in cm in kg in kg/m2
Durchschnitt 42,2 174.8 81,3 26,5
Tabelle 5: Geschlechterverteilung
Geschlecht weiblich mannlich
Anzahl (n) 26 28

Tabelle 6: Verteilung der Bandscheibenvorfalle

Wirbelsaulenbereich

HWS

LWS

Anzahl (n)

17

37

30




4.2 Demographische Daten

Die in Kapitel 3.3 genannten Ein- und Ausschlusskriterien beachtend, konnten 54
Patienten in die Studie eingeschlossen werden.

Tabelle 7: Deskriptive Statistik - Alter

N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
Alter in Jahren 54 20 65 42,24 10,002
Gultige Werte 54

(Listenweise)

Die oben aufgeflihrte Tabelle zeigt die Altersverteilung mit Standardabweichung und
Mittelwert. Das 95 %ige Konfidenzintervall liegt bei 39,51 bis 44,97 Jahren.
Die Patienten, die in die Studie inkludiert wurden, waren zum Untersuchungszeitpunkt

zwischen 20 und 65 Jahre alt.

Grafik 1: Boxplot-Graph zur Altersverteilung
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Die Grafik 1 bildet die Altersverteilung in einem Boxplot-Graphen ab. Dieser zeigt in

der Box die mittleren beiden Quartilen, wobei der Median bei 43 Jahren liegt. Die

Altersverteilung hat einen Mittelwert von 42,24 Jahren und einen Median von 43

Jahren, die Probandengruppe ist anndhernd normalverteilt.

Tabelle 8: Deskriptive Statistik - Alter und Geschlecht

Geschlecht Statistik Standardfehler

Alter in Jahren weiblich  Mittelwert 41,81 1,870

95  %ige  Konfidenzintervall des Untergrenze 37,96

Mittelwerts Obergrenze 45,66

5 % getrimmtes Mittel 42,11

Median 43,00

Varianz 90,962

Standardabweichung 9,537

Minimum 20

Maximum 58

Spannweite 38

Interquartilbereich 9

Schiefe -0,581 0,456

Kurtosis 0,144 0,887

mannlich Mittelwert 42,64 1,998

95  %ige  Konfidenzintervall des Untergrenze 38,54

Mittelwerts Obergrenze 46,74

5 % getrimmtes Mittel 42,66

Median 43,00

Varianz 111,794

Standardabweichung 10,573

Minimum 20

Maximum 65

Spannweite 45

Interquartilbereich 16

Schiefe -0,042 0,441

Kurtosis -0,041 0,858
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Grafik 2: Boxplot-Graph zur Altersverteilung, geschlechterbezogen
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In Tabelle 8 und der zugehdrigen Grafik 2 wird die Altersverteilung auf das Geschlecht
bezogen. Es ergeben sich unterschiedliche Mittelwerte (Frauen 41,81 Jahre, Manner
42,64 Jahre), der Median liegt bei Mannern und Frauen jeweils bei 43 Jahren.

Tabelle 9: Deskriptive Statistik - Gewicht

N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
Gewicht in kg 54 50 130 81,28 18,97
Gliltige Werte 54
(Listenweise)

Das Gewicht der Probanden variiert stark. Die Werte liegen zwischen 50 und 130 kg.
Dabei ist das Gewicht als alleinige GroRRe nicht aussagekraftig, es muss in Bezug auf
die Korpergrol3e betrachtet werden, weshalb der Body-Mass-Index ermittelt wird (BMI)

(s. Tabelle 11).

Tabelle 10: Deskriptive Statistik - Kérpergrol3e

N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
GroRe in m 54 1,56 1,94 1,7483 0,08801
Gultige Werte 54
(Listenweise)
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Die Tabelle gibt einen Uberblick tiber die GroRenverteilung der Patienten. Auch diese

muss im Verhaltnis zum Gewicht betrachtet werden (s. Tabelle 11).

Tabelle 11: Deskriptive Statistik - BMI

N Minimum Maximum Mittelwert Standardabweichung
BMI in kg/m2 54 19,5 40,8 26,539 5,2777
Gultige Werte 54
(Listenweise)

Grafik 3: Boxplot-Graph zum BMI
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Anhand des Mittelwerts des BMI mit 26,54 kg/m? lasst sich dieser in die Kategorie
,Ubergewicht‘ einordnen. Die groRe Standardabweichung zeigt, dass es stark
variierende Werte gibt. Der Boxplot-Graph in Grafik 3 bildet die BMI Verteilung ab. Es
zeigt sich ein Median bei 24,91 kg/m?. Der Grenzwert zur Praadipositas ist definiert
als BMI groRer 25 kg/m?, das heiRt 50,0 % der Patienten sind normalgewichtig. Keiner
der Werte liegt unter 18,5 kg/m?.
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Tabelle 12: Einteilung in BMI-Klassen*

Untergewicht

Normalgewicht

Ubergewicht
Praadipositas
Adipositas Grad |
Adipositas Grad Il
Adipositas Grad Il

<185
18,5-24,9
>25.0
25-29,9
30-34,9
35-39,9
> 40

* alle Zahlenangaben in Tabelle 12 tragen die Einheit kg/m?

Die Tabelle 12 gibt einen Uberblick tiber die BMI Klassen der Deutschen Adipositas-

Gesellschaft.®

Tabelle 13: BMI-Klassen und deren Haufigkeiten

O=Untergewicht; 1=Normalgewicht; 2=Praadipositas; 3=Adipositas Gradl; 4=Adipositas Grad2;

5=Adipositas Grad3

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente  Kumulierte Prozente
Gultig 1 26 48,1 48,1 48,1
2 15 27,8 27,8 75,9
3 9 16,7 16,7 92,6
4 3 5,6 5,6 98,1
5 1 1,9 1,9 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0

8 Definition der Deutschen Adipositas-Gesellschaft aufgerufen am 25.03.2020:
http://www.adipositas-gesellschaft.de/index.php?id=39
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Grafik 4: Haufigkeiten der einzelnen BMI-Klassen

0=Untergewicht; 1=Normalgewicht; 2=Praadipositas; 3=Adipositas Gradl;
4=Adipositas Grad2; 5=Adipositas Grad3
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In Tabelle 13 wird die Patientenverteilung hinsichtlich der BMI-Klassen dargestellt.
Hierbei wird deutlich, dass 48,1 % der Patienten normalgewichtig sind. Keiner der
Patienten ist untergewichtig. 15 Patienten leiden laut BMI an einer Praadipositas. 13
Patienten sind adipds. Anhand von Tabelle 13 lasst sich auch der Mittelwert von
26,5 kg/m? erklaren. Dieser entspricht definitionsgemaR leichtem Ubergewicht®.

Grafik 4 dient der Veranschaulichung der Verteilung der BMI-Klassen.

Um genauer zu differenzieren, geben die nachfolgenden Statistiken einen Uberblick
Uber den BMI hinsichtlich des Geschlechts. Dabei ergeben sich Unterschiede
zwischen Mannern und Frauen. Die Frauen unter den Studienteilnehmern haben einen
Mittelwert des BMI von 25,28 kg/m? mit einem 95 %igen Konfidenzintervall von
23,01 kg/m? und 27,54 kg/m?.

Die teilnehmenden Maéanner hingegen erreichen einen Mittelwert von
27,57 kg/m? (25,69 kg/m? bis 29,45 kg/m? 95 % KI).
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Grafik 5: Boxplot-Graph zum BMI, geschlechterbezogen
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4.3 Lokalisation der Bandscheibenvorfalle

1
weiblich

Geschlecht

Tabelle 14: Haufigkeiten HWS/LWS

I
mannlich

Kumulierte
Haufigkeit Prozent Gliltige Prozente Prozente
Giltig LWS 37 68,5 68,5 68,5
HWS 17 31,5 315 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0
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Grafik 6: Histogramm zu LWS/HWS-Verteilung
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Die Tabelle beschreibt die Haufigkeiten von |umbalen und zervikalen
Bandscheibenvorféllen. 68,5 % der untersuchten Patienten haben einen lumbalen
Bandscheibenvorfall und 31,5 % einen zervikalen Diskusprolaps.

4.4 Serologische Testreihen

Zunachst sollen die serologischen Testreihen anschaulich dargestellt, beschrieben

und ausgewertet werden.

Tabelle 15: Addition der einzelnen Antikbrpernachweise

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente  Kumulierte Prozente
Giltig 1 3 5,6 5,6 5,6
2 14 25,9 25,9 31,5
3 15 27,8 27,8 59,3
4 22 40,7 40,7 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0
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Anhand der Tabelle wird sichtbar, dass jeder Patient mindestens einen
Antikdrpernachweis im Blut hat. Drei der 54 Patienten haben jeweils nur eine positive
Serologie (5,56 %), zwischen zwei und drei positiven Antikérpernachweisen ist es
annahernd gleich verteilt (25,93 % und 27,78 %). Der Grol3teil der Patienten (40,74 %)

zeigt einen Antikérpernachweis fir alle vier serologisch getesteten Viren.

4.4.1 HSV-Serologie

Bei den insgesamt untersuchten 54 Patienten ergab der ELISA bei 43 Patienten einen
positiven Nachweis von HSV-IgG.

Dies entspricht 79,6 % mit Seropositivitat fir HSV und ist vergleichbar mit den
Literaturangaben (vgl. Kapitel 1.3.1). Alle elf HSV-negativen Patienten waren 50 Jahre

und janger.

Tabelle 16: Haufigkeiten HSV-1gG

Kumulierte
Haufigkeit Prozent Glultige Prozente Prozente
Gliltig lgG- 11 20,4 20,4 20,4
IgG+ 43 79,6 79,6 100,0

Gesamt 54 100,0 100,0
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Grafik 7: Histogramm zur HSV-Serologie
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4.4.2 CMV-Serologie

Bei exakt 50,0 % der Studienteilnehmer konnen wir CMV-1gG nachweisen.

Die Literatur gibt fUr Industrienationen einen serumpositiven CMV-Anteil von 40-70 %
an, in Entwicklungslandern liegt der Anteil bei bis zu 100 % (Cannon et al., 2010)/ (vgl.
Kapitel 1.3.1).

Tabelle 17: Haufigkeiten CMV-IgG

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente Kumulierte Prozente
Gultig  IgG- 27 50,0 50,0 50,0
lgG+ 27 50,0 50,0 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0
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Grafik 8: Histogramm zur CMV-Serologie
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4.4.3 VZV-Serologie

Die serologische Untersuchung von VZV ergibt eine Durchseuchung von 96,3 %.
Lediglich in zwei der Probandenserumproben lasst sich kein VZV-IgG nachweisen.
Eine 20jahrige Frau mit einem BMI von 24,4 kg/m? und einem lumbalen
Bandscheibenvorfall sowie ein 57jahriger Mann mit BMI von 31,4 kg/m? und ebenfalls
einem lumbalen Bandscheibenvorfall haben keine VZV-IgGs. Das RKI gibt Zahlen von
95 % VZV-Seropositivitdt bis 2004 an (vgl. Kapitel 1.3.1). Da die teilnehmenden
Patienten alle alter als 18 Jahre sein mussten (vgl. Studieneinschlusskriterien), kann
davon ausgegangen werden, dass die 2004 eingefihrte STIKO-Impfempfehlung fur
die HEVIDI-Studie nicht von Relevanz ist.

Tabelle 18: Haufigkeiten VZV-1gG

Haufigkeit Prozent Gultige Prozente  Kumulierte Prozente
Gltig lgG- 2 3,7 3,7 3,7
lgG+ 52 96,3 96,3 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0

Grafik 9: Histogramm zur VZV-Serologie
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4.4.4 Parvovirus B19-Serologie

Es ergeben sich serologische Nachweise von Parvovirus B19 in 42 der 54 Falle. Dies
ergibt eine Prozentzahl von 77,8 % positiver Serologien, dementsprechend 22,2 %
negative Probandenproben.

Wie in Kapitel 1.3.2. beschrieben, liegt die weltweite Durchseuchung mit Parvovirus
B19 zwischen 70-85 % (Rogo et al., 2014). Mit 77,8 % positiver Serologien entspricht
das Untersuchungsergebnis der HEVIDI-Studie der zu erwartenden Haufigkeit.

Tabelle 19: Haufigkeiten Parvovirus B19-1gG

Haufigkeit Prozent Gliltige Prozente Kumulierte Prozente
Giiltig IgG- 12 22,2 22,2 22,2
IgG+ 42 77,8 77,8 100,0
Gesamt 54 100,0 100,0

Grafik 10: Histogramm zur Parvovirus B19-Serologie
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Zusammenfassung der serologischen Untersuchung: Alle Ergebnisse der
untersuchten Viren liegen in einem Bereich, der zu den Daten aus Literaturangaben

aquivalent ist (vgl. Kapitel 1.3.1. und 1.3.2).

45 Ergebnisse der Zellzahlbestimmung durch hPrP-PCR

In allen Proben konnte humanes Prionprotein (hPrP) nachgewiesen werden (vgl.
Kapitel 3.8.2). Pro Ansatz (5 ul) wurden zwischen 875 hPrP und 152139 hPrP
gemessen. Der niedrige Wert von 875 hPrP pro Ansatz ergibt sich durch die Struktur
des untersuchten Materials. Hierbei handelt es sich um den einzigen Sequester, der
vorwiegend aus hartem Bandscheibengewebe mit hohem Kollagenanteil besteht und
daher eine niedrigere Zellzahl aufweist. Die sehr hohen Werte lassen sich durch den
hohen Anteil an Blut im Probenmaterial erklaren.

Die Extraktion der Proben erfolgt in funf Untersuchungsreihen (vgl. Kapitel 3.7). Im
Folgeschritt werden zur Prifung der erfolgreichen Extraktion die Reihen eins, zwei und
funf einzeln amplifiziert und die Reihen drei und vier zusammengefasst. Dabei ergeben
sich fur alle Versuchsreihen Ct-Mittelwerte im Soll-Bereich zwischen 25,66 (Extraktion
Funf) und 27,51 (Extraktion Drei und Vier).

Die Ct-Werte sind indirekt proportional zur DNA/RNA-Menge (vgl. Kapitel 3.8.3), somit

lasst ein kleiner Ct-Wert auf eine hohe Zellzahl schlieRen.

Tabelle 20: Ct-Mittelwerte

Extraktion Eins Zwei Drei und Vier Finf

Ct-Mittelwert 26/27 26,55 27,51 25,66

4.6 PCR-Ergebnisse

4.6.1 Virale PCR der Herpes- und Enteroviren

Die PCR von HSV, CMV, VZV und Enteroviren ergab fir alle Sequester negative

Ergebnisse. Durch die positive Extraktionskontrolle wurde die korrekte Extraktion
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bestétigt. Die gemessenen Zellzahlen lagen in den inhouse festgelegten Grenzen flr
Biopsien (vgl. Kapitel 4.5).
Damit ist die Validitat der Untersuchungen sowohl der Extraktion, als auch des

spezifischen DNA-Nachweises durch die PCR, ausreichend bestatigt.

4.6.2 Positive Ergebnisse: Parvovirus B19
Parvovirus B19-DNA wird in 22 der 54 untersuchten Sequestern nachgewiesen. Die
54 Sequester schliel3en auch jene ein, die bereits in der Serologie keine Parvovirus

B19-Antikdrper zeigen.

Tabelle 21: Parvovirus B19-Sequester

Kumulierte
Haufigkeit Prozent Glltige Prozente Prozente
Gltig Sequ.- 32 59,3 59,3 59,3
Sequ.+ 22 40,7 40,7 100,0

Gesamt 54 100,0 100,0
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Grafik 11: Histogramm zum Sequesternachweis von Parvovirus B19
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Aus Tabelle 21 wird deutlich, dass in 40,7% aller eingeschlossenen
Patientensequester Parvovirus B19-DNA nachweisbar ist. Die Grafik 11

veranschaulicht die prozentuale Verteilung.

In dieser Auswertung sind auch die 12 Patienten mit einem negativen Parvovirus B19-
Antikodrpertest inkludiert (s. Tabelle 19). Diese Proben zeigen erwartungsgemal
allesamt negative PCR-Ergebnisse.

Um die Durchseuchung der Sequester genauer zu differenzieren, werden im
Folgenden diese zwdlf Patientenproben bei den statistischen Untersuchungen
ausgeschlossen. Die folgenden Statistiken beziehen sich lediglich auf die 42 Patienten

mit serologischem Antikorpernachweis fur Parvovirus B19.
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Tabelle 22: Haufigkeiten Parvovirus B19: Serologie und Sequester

Haufigkeit Prozent Glltige Prozente Kumulierte Prozente
Glltig IgG+ Sequ- 20 37,0 47,6 47,6
IgG+ Sequ+ 22 40,7 52,4 100,0
Gesamt 42 77,8 100,0
Fehlend 19G- 12 22,2
Gesamt 54 100,0

Tabelle 22 stellt die Differenzierung der Untersuchungsgruppe dar. Die Testgrofie
umfasst in den folgenden Untersuchungen 42 Proben, davon sind 22 Sequester positiv
und 20 ohne Parvovirus B19-PCR-Nachweis im Bandscheibenmaterial. In 13 Fallen

sind LWS-Patienten betroffen und in neun Fallen HWS-Patienten.

Grafik 12: Histogramm zum Sequesternachweis von Parvovirus B19 bei positiver

Serologie

254

Haufigkeit

Sequester negativ Sequester positiv
Sequesternachweis Parvovirus B19 bei positiver Serologie

Die Grafik 12 veranschaulicht die Daten aus Tabelle 22. Es wird deutlich, dass
52,4 % der Patienten positive quantitative DNA-Nachweise fir Parvovirus B19 im

Sequestermaterial aufweisen. Dies bezieht sich auf die 42 serologisch positiven
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Patienten. Mehr als die Halfte dieser Proben haben auch in den Sequestern DNA von

Parvovirus B19.

4.6.2.1 Quantitativer DNA-Nachweis

Der DNA-Nachweis erfolgt nicht nur qualitativ, sondern auch quantitativ. Um fur die
gemessene Viruslast genaue Quantitatsangaben der einzelnen DNA-Mengen pro
Sequester zu erhalten, werden die nachgewiesenen DNA-Mengen auf die Zellzahlen
bezogen.

Aufgrund des diploiden Chromosomensatzes und des hausinternen Ansatzes von

stets 10° Zellen als Referenz ergibt sich folgende Formel zur Berechnung:

Quantitat

Zollgahl % 200.000.

Nach Berechnung der einzelnen DNA-Mengen ergeben sich Werte zwischen

2,151109751 und 14919,96368 Virus-DNA pro 10° Zellen.

Tabelle 23: Deskriptive Statistik DNA-Menge

N  Minimum Maximum Mittelwert ~ Standardabweichung
Parvovirus B19 DNA 22 0,4700 6135,6000  305,944332 1303,1103420
Zellzahl (hPrP) 22 875,4713 152138,8125 43826,9997 45881,1614
Parvovirus B19 DNA pro Zelle 22 2,15 14919,96 2145,1003 4585,40513
Gultige Werte 22

Der quantitative Nachweis zeigt deutliche Unterschiede in der DNA-Menge pro Zelle.
Der allgemeine DNA-Nachweis ergab bei 22 Sequestern Werte zwischen 0,47 und
6135,60. Die dazugehdrigen Zellzahlen ergeben sich aus der Extraktion von hPrP (vgl.
Kapitel 4.5). Das Minimum der Anzahl an Zellen pro Untersuchungsmaterial liegt bei

875 und das Maximum bei 152138 pro Ansatz.
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Quantitat
Zellzahl

Durch die Verrechnung mittels Formel ( % 200.000) ergeben sich Werte

zwischen 2,15 Genomagquivalente (Geq) pro 10° Zellen bis 14919,96 Geq pro
10° Zellen.

Grafik 13: Zellzahl und Parvovirus B19-DNA
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Parvovirus B19 DNA pro Sequester

Grafik 13 veranschaulicht die Gegeniberstellung von Zellzahl zu Parvovirus B19-DNA.
Es wird deutlich, dass einige hohe DNA-Mengen in Sequestern mit grof3en Zellzahlen
vorhanden sind und umgekehrt. AuRerdem ist auffallend, dass einige niedrige DNA-
Mengen bei relativ hohen Zellzahlen vorkommen. Um eine Korrelation herzustellen,
muss die DNA-Menge, wie bereits im vorangegangenen Abschnitt beschrieben,

berechnet werden.
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Tabelle 24: Deskriptive Statistik Geq pro 10°Zellen

Statistik Standardfehler

Parvovirus B19 DNA  Mittelwert 2145,1003 977,61166
pro Zelle .

95 %iges Untergrenze 112,0456

Konfidenzintervall des

Mittelwerts Obergrenze ~ 4178,1551

5 % getrimmtes Mittel 1556,4764

Median 60,0263

Varianz 21025940,170

Standardabweichung 4585,40513

Minimum 2,15

Maximum 14919,96

Spannweite 14917,81

Interquartilbereich 795,60

Schiefe 2,234 0,491

Kurtosis 3,951 0,953

Diese deskriptive Statistik veranschaulicht grofze Schwankungen der einzelnen DNA-

Mengen pro Zelle. Das 95 %ige Konfidenzintervall fir die DNA-Menge von Parvovirus
B19 liegt zwischen 112,0456 und 4178,1551 Geq pro 10°Zellen.
Median (60,0263) und Mittelwert (2145,1003) liegen weit voneinander entfernt.

Die kleinste nachgewiesene DNA-Menge liegt bei 2,1 Geq pro 10° Zellen, der héchste

gemessene Wert bei 14919,96 Parvovirus B19 Geq pro 10° Zellen.
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Grafik 14: DNA-Menge pro Zelle
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Die Grafik stellt die Verteilung der DNA in Bezug auf den jeweiligen Sequester dar. So
sind auf der Y-Achse die nachgewiesenen Zellzahlen beschrieben, die X-Achse

beschreibt die DNA-Menge, die jeweils in 10° Zellen detektiert wurde.

4.6.2.2 Zusammenhange zwischen Sequesterpositivitat und BMI/Alter

Vergleich der Parvovirus B19 positiven und negativen Sequester in Bezug auf Alter
und BMI:

Tabelle 25: Deskriptive Statistik Parvovirus B19 und BMI/Alter

Sequester und Serologie Parvovirus B19 Statistik  Standardfehler
BMI in Sequester- Mittelwert 29,7651 1,30104
kg
/m2 95 %ige Konfidenzintervall — Untergrenze 27,0420

des Mittelwerts
Obergrenze 32,4882

5 % getrimmtes Mittel 29,6931
Median 29,2190
Varianz 33,854
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Alter in
Jahren

Sequester+

Sequester-

Sequester+

Standardabweichung
Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe
Kurtosis
Mittelwert
95 %ige Konfidenzintervall — Untergrenze
des Mittelwerts
Obergrenze
5 % getrimmtes Mittel
Median
Varianz
Standardabweichung
Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe
Kurtosis
Mittelwert
95 %ige Konfidenzintervall — Untergrenze
des Mittelwerts
Obergrenze
5 % getrimmtes Mittel
Median
Varianz
Standardabweichung
Minimum
Maximum
Spannweite
Interquartilbereich
Schiefe
Kurtosis
Mittelwert
95 %ige Konfidenzintervall — Untergrenze

des Mittelwerts
Obergrenze

5,81842
20,06
40,76
20,70
8,20
0,064
-0,728
25,1841
23,3358
27,0325
24,9062
24,0889
17,379
4,16887
19,53
36,01
16,48
4,48
1,138
1,402
43,95
39,35
48,55
44,17
43,00
96,682
9,833
23

61

38

12
-0,524
0,397
40,14
35,89
44,38

0,512
0,992
0,88881

0,491
0,953
2,199

0,512
0,992
2,042
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5 % getrimmtes Mittel 39,88

Median 40,00

Varianz 91,742
Standardabweichung 9,578

Minimum 20

Maximum 65

Spannweite 45
Interquartilbereich 12

Schiefe 0,485 0,491
Kurtosis 1,438 0,953

Grafik 15: Boxplot-Graph zum BMI bei positivem und negativem Sequesternachweis

von Parvovirus B19
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Grafik 16: Boxplot-Graph zur Altersverteilung bei positivem und negativem

Sequesternachweis von Parvovirus B19
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Betrachtet man Proben mit positivem Parvovirus B19-Nachweis hinsichtlich Alter und
BMI, fallen Unterschiede im Vergleich zur Sequestergruppe ohne Parvovirus B19-
Nachweis auf.

So sind Patienten mit positivem Nachweis im Durchschnitt junger. Sie haben ein
mittleres Alter von 40,14 Jahren, wahrend die Sequesternegativen im Durchschnitt
43,95 Jahre alt sind. Auch der BMI zeigt Unterschiede. Der Mittelwert der
sequesternegativen Patienten liegt bei 29,76 kg/m?. Die Patienten mit positivem
Ergebnis haben einen Mittelwert von 25,18 kg/m?. Die folgenden Tests untersuchen

die statistische Signifikanz dieser Unterschiede.

Tabelle 26: Gruppenstatistiken Parvovirus B19 und BMI/Alter

Sequester Parvovirus

B19 wenn serologisch Standardfehler des
positiv N  Mittelwert = Standardabweichung Mittelwertes

Alter in Sequ- 20 43,95 9,833 2,199

Jahren  gequ+ 22 40,14 9,578 2,042

BMI in Sequ- 20 29,7651 5,81842 1,30104

kg/m2  gequ+ 22 251841  4,16887 0,88881
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Tabelle 27: Test bei unabhangigen Stichproben

Levene-Test der T-Test fUr die
Varianzgleichheit Mittelwertgleichheit
Sig.
F Signifikanz T df (2-seitig)
Alter in Varianzen sind gleich 0,052 0,821 1,273 40 0,211
Jahren
Varianzen sind nicht 1,271 39,395 0,211

gleich

Tabelle 28: T-Test fur die Mittelwertgleichheit

95 %iges Konfidenzintervall der

Mittlere Standardfehler Differenz
Differenz der Differenz Untere Obere
Alter in Varianzen sind 3,814 2,997 -2,243 9,871
Jahren gleich
Varianzen sind 3,814 3,001 -2,254 9,881
nicht gleich

Tabelle 29: Mann-Whitney-U-Test fir BMI und Parvovirus B19 Sequesterpositivitat

Die Verteilung von BMI in Man-Whitney-U-Test 9,000 Nullhypothese
1 kg/m2 ist Uber die Kategorien  bei unabhangigen ablehnen

von sequndserParvopos Stichproben

identisch

Asymptomatische Signifikanzen werden angezeigt. Das Signifikanzniveau ist 0,05
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Es werden zwei unterschiedliche Tests durchgefuhrt. So kann aufgrund der
Normalverteilung fir die Altersverteilung der T-Test verwendet werden. Fir den BMI
verwendet man in diesem Fall den Mann-Whitney-U-Test, da keine Normalverteilung
vorliegt und die Stichprobengrél3e je Gruppe kleiner 30 ist.

Die Ergebnisse der Tests zeigen, dass das Alter keinen statistisch relevanten
Unterschied in beiden Gruppen aufweist. Der Mann-Whitney-U-Test fur die BMI-
Verteilung in den Gruppen Sequesterpositiv und Sequesternegativ verwirft die
Nullhypothese, dass die BMI-Verteilung Uber beide Gruppen gleich ist. Der

Unterschied im BMI zwischen den Gruppen ist statistisch relevant.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse

Die HEVIDI-Studie wurde entwickelt, um den Nachweis von Viren in Bandscheiben zu
erbringen. Dabei diente die Studie von Alpantaki et al. als Vorlage, bei der in 81,25 %
der 16 untersuchten Sequester Herpesviren nachgewiesen werden konnten (Alpantaki
et al., 2011). Um dies zu verifizieren, untersuchte die HEVIDI-Studie 54 Patienten mit
operationsbedurftigem Bandscheibenvorfall auf Viren in den Sequestern mit
zusatzlicher Serologie. Bei den untersuchten Viren handelte es sich um HSV1 und 2,
CMV, VZV, Parvovirus B19 und Enteroviren. Serologisch untersuchte die Studie auf
HSV-, CMV-, VZV-, und Parvovirus B19-lgG-Antikorper mittels ELISA. Die
Untersuchung der Sequester erfolgte mittels DNA/RNA-Extraktion und PCR.

Die serologische Auswertung ergibt AntikGrpernachweise entsprechend der Angaben
des Robert Koch-Instituts hinsichtlich der Durchseuchung der Allgemeinbevélkerung.
Die PCR zeigt in der Positiv-Kontrolle mit humanem Prionprotein positive Ergebnisse
fur alle 54 untersuchten Sequester. Die PCR-Untersuchung fur HSV, CMV, VZV und
Enteroviren ergibt negative Ergebnisse fur alle Sequesterproben. Parvovirus B19 kann
in 22 Sequestern nachgewiesen werden. Von den 54 Patienten haben zwolf Patienten
keine IgG-Antikdrper gegen Parvovirus B19 im Serum. 42 Patienten sind hingegen
IgG-positiv fur Parvovirus B19, davon 22 auch sequesterpositiv (52,38 %). Aus der
Berechnung des DNA-Nachweises pro einzelner Zelle geht hervor, dass die DNA-
Verteilung inhomogen ist. In einigen Sequestern lasst sich nur eine sehr geringe DNA-
Menge pro Zelle nachweisen, wahrend andere Proben eine sehr hohe DNA-Menge
aufweisen. Die Parvovirus B19-positiven Sequester unterscheiden sich hinsichtlich
Alters- und BMI-Verteilung von den Parvovirus B19-negativen Sequesterproben. Die
Patienten mit positivem Nachweis fir Parvovirus B19 sind insgesamt jinger und haben
einen niedrigeren BMI. In der statistischen Untersuchung erweist der T-Test fur die
Unterschiede in der Altersverteilung keine statistische Relevanz. Die unterschiedlichen
BMI-Werte kdnnen als statistisch relevant mit dem Mann-Whitney-U-Test belegt

werden.
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5.2 Diskussion des Studienaufbaus und der Methoden

Das prospektive Studiendesign Uber den Zeitraum eines Jahres legte eine
Mindestfallzahl von 50 Patienten fest. Da in der Vorstudie nur 16 Patienten und zwei
Kontrollproben untersucht wurden (Alpantaki et al., 2011) und auch sonst keine Daten
verfugbar waren, konnte eine statistisch fundierte Fallzahlplanung nicht durchgefihrt
werden, sondern lediglich eine Fallzahlabschéatzung erfolgen. Mit 54 Patienten war die
Fallzahl der HEVIDI-Studie mehr als dreimal so grol3 wie die Vorstudie. Entsprechend
wird eine hohe Aussagekraft der Ergebnisse angenommen. Fir statistisch
reprasentative Ergebnisse ist anzunehmen, dass eine Studie mit deutlich héherer
Fallzahl notwendig ware. Diese ist jedoch nur schwer umsetzbar. Die HEVIDI-Studie

kann als Grundlage fur weitere Studien verwendet werden.

Die folgenden Einschlusskriterien fur die HEVIDI-Studie waren unabdingbar: weicher,
operationsbedurftiger Diskusprolaps, Alter zwischen 18 und 65 Jahren und eine
schriftliche Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme. Mit diesen Kriterien konnte
im gesetzten Zeitraum von einem Jahr das notwendige Studienkollektiv akquiriert
werden.

Eine zusatzliche Eingrenzung der Studienkriterien zum Ausschluss weiterer
Einflussfaktoren auf die Pathogenese von Bandscheibenvorfallen wie beispielsweise
Nikotinabusus oder Diabetes mellitus (vgl. Kapitel 1.2.4) wurde nicht durchgefihrt.
Daher kénnen diese Faktoren als Ursachen flr einen Bandscheibenprolaps nicht
ausgeschlossen werden (Hadjipavlou et al., 2008). Bei der HEVIDI-Studie wurde an
die Idee der niedriggradigen Infektion angeknipft, jedoch erfolgte keine Untersuchung
auf Propionebakterium acne (Stirling et al., 2001). Die HEVIDI-Studie inkludiert auch
Patienten mit Nikotinsucht (Akmal et al., 2004; Uei et al.,, 2006) oder einer
metabolischen Erkrankung (Robinson et al., 1998). Die obere Altersgrenze wurde auf
65 Jahre festgelegt, um Einflussfaktoren durch starke Alterungsprozesse zu
begrenzen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass Patienten unter 65
Jahren altersbedingte degenerative Veranderungen vorweisen (Buckwalter, 1995;
Hadjipavlou et al., 2008; Haefeli et al., 2006; Lyons et al., 1981; Urban & Roberts,
2003). Hinsichtlich des Gewichtes wurde zwar in der HEVIDI-Studie der BMI ermittelt,

es gab jedoch keine Ausschlusskriterien hinsichtlich Adipositas (Liuke et al., 2005).
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Bezlglich der mechanischen Beanspruchung der Wirbelsédule wurden die Patienten
im  Aufklarungsgesprach zu ihren  Sportgewohnheiten bzw. zu ihrem
Bewegungsumfang sowie ihrer beruflichen Téatigkeit befragt. Daraus ergab sich ein
sehr inhomogenes Bild mit nicht verwertbarer Information, sodass diese in der
Bewertung nicht berlcksichtigt wurden. Der Einfluss der mechanischen
Beanspruchung kann in der HEVIDI-Studie entsprechend nicht erfasst werden, obwohl
auch diese die Degeneration fordert (Hadjipavlou et al., 2008).

Die Veranderung der Versorgung des Discus intervertebralis mit Nahrstoffen und
Wachstumsfaktoren spielt im Alter eine Rolle (Nerlich et al., 1997; Roberts et al.,
1996). Da der Nachweis dieser Veranderungen spezielle Untersuchungen der
biochemischen Vorgange implizieren wuirde, konnen diese nicht praventiv
ausgeschlossen werden. Fur die Erfassung der genannten Aspekte sind Folgestudien

zu empfehlen.

Die im Studiendesign vorgesehenen Untersuchungen erfolgten nach
Standardverfahren. Die serologische Untersuchung ergibt keine Hinweise auf
fehlerhafte Ergebnisse. Alle getesteten Viren entsprechen einer Durchseuchung
aquivalent zur Allgemeinbevolkerung (vgl. Kapitel 1.3.1,1.3.2 und Kapitel 4.3).

Die Sequesterproben wurden steril und ordnungsgemaln in RNAlater asserviert. Es ist
davon auszugehen, dass dabei keine RNA oder DNA zersetzt wurde, da die
nachfolgende Zellextraktion erfolgreich durchgefuhrt werden konnte und interne
Kontrollen positiv ausfielen. Dies konnte zudem durch den Nachweis von Parvovirus
B19-DNA bestéatigt werden.

5.3 Diskussion der Ergebnisse

5.3.1 Diskussion der serologischen Ergebnisse

Der Antikérpernachweis von IgG-Antikbrpern wurde far HSV, vVzV, CMV und
Parvovirus B19 durchgefihrt. Dabei ergab sich ein HSV-lgG-Nachweis in 79,6 % der
54 Falle. Die Angaben der Literatur nennen Werte von ca. 83 % der Falle (Hellenbrand
et al., 2005). Die Werte der Studie sind annahernd vergleichbar mit den Daten aus

reprasentativen Untersuchungen (vgl. Kapitel 1.3.1). Folglich kann davon
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ausgegangen werden, dass die Durchseuchungsrate des Patientenguts der HEVIDI-
Studie der Durchseuchungsrate der Allgemeinbevolkerung entspricht. Der CMV-
Antikdrpernachweis lag bei exakt 50,0 %. Die Literaturangaben sprechen von einer
Durchseuchung von 40-70 % (Cannon et al., 2010). Auch hier kann von einem
reprasentativen Patientenkollektiv ausgegangen werden.

VZV ergab Durchseuchungswerte von 96,3 % der Félle und belegen damit die
Literaturangaben von ca. 95 % (Wutzler et al., 2001). Die Patienten der Studie hatten
in 77,8 % der Falle einen positiven serologischen Nachweis von Parvovirus B19.
Frihere Erhebungen beschreiben Durchseuchungsraten von 40 bis 60 % in
Industrienationen und bis zu 100 % in Entwicklungslandern (vgl. Kapitel 1.3.2).
Insgesamt ergab der Antikdrpernachweis der Viren fir alle vier getesteten Viren mit

den Literaturangaben vergleichbare Ergebnisse.

5.3.2 Diskussion der PCR-Ergebnisse

Bei der Auswertung der Sequester-Ergebnisse wird deutlich, dass HSV, CMV, VzZV
und Enteroviren nicht nachweisbar waren. In keinem Sequestermaterial konnte virale
DNA von HSV, CMV oder VZV, sowie RNA von Enteroviren nachgewiesen werden.
Die Extraktions-/Inhibitionskontrollen mit Prionprotein der Maus verliefen regelrecht.
Die Zellzahlbestimmung mittels humanem Prionprotein mit Ergebnissen fir alle
Sequesterproben belegt die Zellextraktion. Ebenso konnte zur Kontrolle auch virale
DNA von Parvovirus B19 nachgewiesen werden. Entsprechend ist eine fehlerhafte
Extraktion oder Polymerasekettenreaktion im  Untersuchungsverlauf nicht
wahrscheinlich und kann ausgeschlossen werden.

Die HEVIDI-Studie konnte keine vergleichbaren Ergebnisse zur Studie aus
Griechenland erzielen (Alpantaki et al., 2011). Im Gegensatz zur griechischen Studie,
die eine 86 %ige Durchseuchung der Sequester feststellt, weist die HEVIDI-Studie
keine Durchseuchung nach. Diese Diskrepanzen lassen sich nicht zur Ganze klaren.
Es konnte sich im Vergleich zur Studie von Alpantaki et al. potentiell um eine andere
Bevolkerungsgruppe handeln. Die Serumnachweise aus der griechischen Studie sind
ebenfalls aquivalent zu den Angaben aus der Literatur. Ebenfalls kann die HEVIDI-

Studie keine Ruckschlisse uber systematische Probleme in der Studie von Alpantaki
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et al. geben. Die Auswertungen ergeben, dass in unserem Patientenkollektiv weder
Herpesviren noch Enteroviren nachweisbar sind.

Aufgrund dieser negativen Ergebnisse fur HSV, CMV, VZV und Enteroviren der
HEVIDI-Studie kann davon ausgegangen werden, dass auch in Studien mit héherer
Fallzahl keiner dieser Viren nachweisbar ist. Daher scheint eine Folgestudie zur
Kontrolle der Sequesterdurchseuchung mit Herpes- oder Enteroviren nicht
empfehlenswert.

Ein weiteres Ergebnis der HEVEDI-Studie zeigt, dass die extrahierten Zellzahimengen
der internen Kontrolle mit hPrP sehr grof3e Differenzen ergeben, wie in Kapitel 4.5
dargestellt. Aus allen 54 Sequestern konnte humane genomische DNA extrahiert
werden. Die Werte zwischen 875 und 152139 Zellaquivalente illustrieren sehr
unterschiedliche  Zellgehalte  der  Sequester. Grundsatzlich ist das
Bandscheibengewebe zellarm und veréandert sich durch Degenerationsprozesse (vgl.
Kapitel 1.2). Die hohen Zellzahlen hingegen begriinden sich vermutlich durch stark mit
Blut kontaminierte Sequesterproben. Entsprechend kdnnte die hohe Viruslast auch auf
den Virusbefall mit Parvovirus B19 in Blutzellen zurtickzufihren sein und nicht einen
Virusbefall des bandscheibenspezifischen Materials bedeuten. Jedoch ist eine Virdmie
der Patienten aufgrund fehlender klinischer Infektsymptomatik und des praoperativen
Ausschlusses von systemischen Entziindungen durch laborchemische Kontrollen des
C-reaktiven Proteins und der Leukozytenzahlen unwahrscheinlich. Der Befund ist von
grol3em Interesse und hdchst Uberraschend.

In Bezug auf das Vorkommen von Parvovirus B19 in Bandscheibenmaterial gibt es
keine Daten. Bisherige Untersuchungen zeigen Nachweise von Parvoviren bei
anderen Erkrankungen, wie beispielsweise bei Myokarditispatienten (Verdonschot et
al., 2016) (vgl. Kapitel 1.3.2), jedoch nicht in Zusammenhang mit
Bandscheibenvorfallen.

Bei einer Gesamtzahl von 54 Sequestern entsprechen 22 Sequester mit positivem
PCR-Ergebnis fiur Parvovirus B19 40,7 %. Jedoch haben zwoélf der Patienten keine
IgG-Antikorper fur Parvovirus B19 und folglich ist auch kein Virusnachweis im

Sequester moglich.

Werden ausschliel3lich die Patienten mit einer positiven Serologie fur Parvovirus B19
betrachtet, weisen 22 von 42 Patienten auch Parvovirus B19 im Sequestermaterial

auf. Dies entspricht 52,4 % der Falle.
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Um Zusammenhénge mit den bei Studieneinschluss erhobenen Daten darzustellen,
wurden Tests bezuglich der Alters- und BMI-Verteilung bei den Patienten mit
Parvovirus B19-Nachweis durchgefihrt. Hierbei ergab sich ein normalverteiltes Alter,
wéahrend der BMI nicht normalverteilt war.

In Bezug auf die Altersverteilung ergaben die Testergebnisse des T-Tests einen
statistisch nicht signifikanten Unterschied fir die Gruppe der sequesterpositiven und
sequesternegativen Patienten. Dennoch ist ein Unterschied nachweisbar. Dieser
Unterschied legt den Verdacht nahe, dass vor allem Bandscheibenvorfalle jingerer
Patienten von Parvovirus B19 beeinflusst werden, obwohl die Seropravalenz im Alter
zunimmt (vgl. Kapitel 1.3.2.). Um diese Annahme statistisch signifikant zu
untermauern, kénnte mit einer grol3eren Fallzahl eventuell Uberprift werden, ob
tatsachlich altere Patienten weniger Parvovirus B19 in den prolabierten Bandscheiben

vorweisen als jungere Patienten.

Bei der Gegenuberstellung von Sequesterdurchseuchung und BMI zeigen sich
Unterschiede. Es unterscheiden sich die Mittelwerte von sequesterpositiven
(25,2 kg/m?) und sequesternegativen Patienten (29,8 kg/m?) statistisch signifikant
nach Berechnung mittels Mann-Whitney-U-Test (vgl. Kapitel 4.6.2.2). So kann
angenommen werden, dass bei Patienten mit Adipositas weniger Parvoviren in das
Bandscheibengewebe eindringen. Es ware also moglich, dass Adipositas in einem
gewissen Mal3e vor der Bandscheibendurchseuchung mit Parvovirus B19 schiitzt und
es dem Virus erschwert, in das Gewebe zu gelangen. Um diese Hypothese genauer
zu beleuchten, ware eine Folgestudie sinnvoll. Gegebenenfalls sollte diese sowohl in
vitro die Diffusion des Virus in das Bandscheibengewebe untersuchen, als auch ob
Fettzellen protektive Eigenschaften aufweisen.

Daruber hinaus ist hinsichtlich der Prifung einer statistischen Signifikanz der
Ergebnisse der Parvovirus B19 Durchseuchung von prolabierten

Bandscheibensequestern eine Folgestudie zwingend notwendig.

Diese wurde als Folgestudie der vorliegenden HEVIDI-Studie von der Arbeitsgruppe
von Dr. Reinke et al. konzipiert und ein wesentlicher Teil der Arbeit bereits
durchgefiihrt. Dabei wurde folgender Studienaufbau gewabhit:

In einer Kontrollgruppe ohne Bandscheibenvorfall wurde die Parvovirus B19-

Durchseuchung von Bandscheibenbiopsien untersucht. Der Studienaufbau gleicht den
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Rahmenbedingungen der HEVIDI-Studie, um eine Vergleichbarkeit sicherzustellen.
Die Fallzahl von 50 Patienten wurde ebenfalls angestrebt, aul3erdem wurden die
Altersgrenzen zwischen 18 und 65 Jahre festgelegt. Die Entnahme von
Bandscheibengewebe wurde an Personen durchgefihrt, die an einem nicht
natirlichen Tod verstorbenen waren. Zuvor wurde das schriftliche Einverstandnis der
Hinterbliebenen eingeholt.

Hierbei musste sichergestellt werden, dass die Verstorbenen nicht an einem
Bandscheibenleiden bzw. Wirbelsaulenleiden litten.

Alternativ  hatte Bandscheibengewebe von jungen Skoliosepatienten mit
Operationsindikation asserviert werden kénnen. Da jedoch das Altersspektrum im
Vergleich zur Versuchsgruppe deutlich divergiert héatte, wéare die Vergleichbarkeit
einschrankt gewesen. Deshalb wurde davon abgesehen.

Die Untersuchungen in dieser Kontrollgruppe wurden mit den gleichen virologischen
Verfahren vorgenommen. Eine erste Sichtung der vorliegenden Rohdaten scheint
einen angenommenen relevanten Unterschied nicht zu bestétigen. Da die Auswertung
der Daten (inklusive statistischer Analysen) noch nicht beendet ist, kann eine Aussage
Uber die Studienergebnisse und die Vergleiche beider Studien zum aktuellen Zeitpunkt

noch nicht getroffen werden.®

5.4 Ausblick

Aufgrund der Ergebnisse der vorliegenden HEVEDI-Studie lasst sich die Vermutung
nicht bestatigen, dass Herpesviren und Enteroviren Einflisse auf die Pathogenese von
Bandscheibenvorfallen haben. Die Ergebnisse der Studie kdnnen bezlglich der
Fallzahl und der statistischen Signifikanz der Ergebnisse als aussagekréftig bewertet
werden, sodass von weiteren Untersuchungen dieser Annahme kaum neue

Erkenntnisse erwartet werden kdnnen.

Hingegen weist das Auftreten von Parvovirus B19 in den prolabierten Bandscheiben
auf mogliche Zusammenhange hin, die in mehreren Folgestudien weiter untersucht
werden sollten. Wie in Kapitel 6.5 beschrieben, wurde eine Folgestudie mit einer

Kontrollgruppe ohne Bandscheibenvorfall bereits initialisiert, jedoch bislang noch ohne

9 A. Reinke, personal communication March 23, 2020
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abschlieBende Ergebnisse. Somit kann auch eine Bewertung hinsichtlich der
Verwerfung der These oder hinsichtlich maoglicher PraventivmalRnahmen, wie

beispielsweise Impfungen, nicht getroffen werden.

Insgesamt sind hinsichtlich der Pathogenese von Bandscheibenvorfallen weitere
Forschungsbemihungen notwendig, insbesondere da dies eine haufige Erkrankung
mit hoher gesellschaftlicher und gesundheitspolitischer Relevanz ist. Die Pathogenese
von Bandscheibenvorféallen zu verstehen und eine Degeneration zu vermindern, sollte
weiterhin im Interessensfokus von Forschergruppen bleiben. Die HEVIDI-Studie ist
eine  prospektive  Studie, die den Zusammenhang von Viren und

Bandscheibenvorfallen untersuchen sollte und neue Erkenntnisse liefern konnte.
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IV. Zusammenfassung

Bandscheibenvorfalle sind in der heutigen Gesellschaft ein relevantes Problem. Seit
Jahren werden die unterschiedlichen Ursachen untersucht. Es gibt bereits mehrere
Hypothesen hinsichtlich der Pathogenese von Bandscheibenvorfallen. So werden
beispielsweise auch niedriggradige Infektionen diskutiert. Im Jahr 2011 wurde in 16
untersuchten Bandscheibensequestern eine erhdohte Durchseuchung fur CMV und
HSV1 bei Patienten mit lumbalem Diskusprolaps nachgewiesen (Alpantaki et al.,
2011). In insgesamt 86 % des untersuchten Sequestermaterials konnten Viren
nachgewiesen werden, wahrend die beiden Kontrollproben keine Virus-DNA
nachwiesen. Angesichts dieser Ergebnisse wurde die HEVIDI Studie konzipiert, um an
einem Patientenkollektiv von mindestens 50 Fallen die Ergebnisse zu verifizieren.
Von 54 Patienten (18 bis 65 Jahre) mit lumbalen und zervikalen Bandscheibenvorfallen
(HWS n=17, LWS n=37), die sich einer Bandscheibenoperation unterzogen, wurden
die Bandscheibensequester mittels PCR auf HSV 1 und 2, CMV, VZV, Parvovirus B19
und Enteroviren wuntersucht. Das Probenmaterial wurde nach operativer
Sequesterektomie in RNAlater asserviert und bis zur virologischen Testung bei -20 °C
gelagert. Zusatzlich erfolgte eine serologische Analyse mittels ELISA auf IgG-
Antikorper fur HSV, CMV, VZV und Parvovirus B19. Aus den Sequestern wurden nach
mechanischer Zerkleinerung Nukleinsauren automatisch extrahiert. Der Nachweis
viraler Nukleinsauren erfolgte anschlielend mittels quantitativer PCR. Prion-Protein-
DNA der Maus wurde als kombinierte Extraktions-/Inhibitionskontrolle dem Lyse Puffer
vor Extraktion zugegeben. AufRerdem wurde die Validitat der TagMan PCR Tests
durch Positivkontrollen und Standards, die in definierten Sollbereichen liegen missen,
gewahrleistet.

Alle 54 Sequester waren PCR negativ fur HSV, CMV, VZV und Enteroviren. Positive
Ergebnisse gab es fir Parvovirus B19. Insgesamt 22 der untersuchten Proben zeigten
einen positiven DNA-Nachweis im Bandscheibensequester. Das entspricht 52,4 %
aller Patienten mit positivem IgG fur Parvovirus B19. Die interne Kontrolle lag im
erwarteten Normbereich. Die Durchseuchung der Serumproben fir alle untersuchten
Viren war in unserem Patientenkollektiv entsprechend der in der Literatur erhéaltlichen
Daten fir die Normalbevélkerung (positiver Antikérpernachweis: HSV = 79,6 %; CMV
=50,0 %; VZV = 96,3 %, Parvovirus B19 = 77,8 %). Bei der statistischen Auswertung

konnte nachgewiesen werden, dass die positiven Sequesterproben eine andere BMI-

65



und Altersverteilung aufwiesen, als diejenigen Sequester, die trotz Antikdrper-
Nachweis Parvovirus B19 DNA negativ waren.

Die Ergebnisse der HEVIDI Studie unterscheiden sich grundlegend von der
vorangegangenen Studie von Alpantaki et al. In dem in der vorliegenden Studie
untersuchten Patientenkollektiv kdénnen keine Herpesviren in Bandscheiben
nachgewiesen werden. Die Annahme eines Zusammenhangs zwischen Herpesviren
in Bandscheiben und Bandscheibenvorféllen kann durch die HEVIDI Studie fur unser
Patientenkollektiv widerlegt werden.

In der vorliegenden Studie konnte jedoch Parvovirus B19 im Bandscheibensequester
nachgewiesen werden. Dieses Virus konnte einen Einfluss auf die Pathogenese von
Bandscheibenvorfallen haben. Um dies zu lberprifen wurde eine Kontrollstudie mit
nicht erkranktem Bandscheibenmaterial von der Arbeitsgruppe von Dr. Reinke et al.

bereits begonnen.
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Patienteninformation:

Studie: Virusinfektion als mdgliche Ursache fiir einen Bandscheibenvorfall

Sehr geehrter Patient, sehr geehrte Patientin,

in der 0.g. experimentellen Studie méchten wir untersuchen, ob Herpesviren in
degenerierten Bandscheiben nachweisbar sind. Grundlage sind vorangegangene
Studien, die nachweisen, dass eine solche Infektion der Bandscheibe ggf. einen
Bandscheibenvorfall verursachen kann. Um weitere Informationen bezuglich Viren in
Bandscheiben erhalten zu kdnnen, wurde die 0.g. Studie entworfen.

Bei Ihrer anstehenden Operation wird nach etablierten Verfahren der
Bandscheibensequester/ -vorfall entfernt. Dieser wird im Zuge der Studie virologisch
untersucht und anschlieRend bis zum Abschluss der Studie im Institut fir Virologie
asserviert. Es wird betont, dass neben dem Ublichen operativen Vorgehen mit
Entnahme des Bandscheibensequesters kein zusatzliches Gewebe entnommen wird!
Um einen moglichen friilheren Kontakt mit potentiell verursachenden Viren feststellen
zu kénnen, wird mit lhrem Einverstandnis auch eine Blutentnahme erfolgen. Hierbei
wird das Blutserum auf virale Antikdrper getestet.

Diese Studie beeintrachtigt weder den operativen Eingriff noch lhre Genesung.

Alle in der Studie erhobenen, studienbezogenen Daten werden entsprechend den
gesetzlichen Bestimmungen und der arztlichen Schweigepflicht vertraulich
behandelt.

Die wissenschaftliche Auswertung der Daten erfolgt pseudonymisiert, d.h. ohne
Angabe lhres Namens.

FUr Forschungszwecke und die Sicherheit zukinftiger Patienten ist es besonders
wichtig alle Daten korrekt und vollstandig aufzuzeichnen.

Die Studienergebnisse werden in Form einer wissenschatftlichen Arbeit
veroffentlicht. Auch in diesem Fall bleibt die Anonymitat der Studienteilnehmer
selbstverstandlich gewahrt.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig und erfolgt nur mit Ihrem Einverstandnis.
Sie sind jederzeit dazu berechtigt die Teilnahme zu widerrufen, womit
selbstverstandlich das Léschen Ihrer personenbezogenen Daten verbunden ist.
Sowohl durch die Studienteilnahme, als auch durch deren Ablehnung ergeben sich
keinerlei personliche Vor- oder Nachteile fur Ihren weiteren Therapieverlauf.

Fur Ruckfragen stehen wir selbstverstandlich jederzeit zur Verfigung.
Dazu wenden Sie sich bitte an:

Miriam Sailer

Dr. med. A. Reinke

PD Dr. med. J. Lehmberg

Mit der Teilnahme an der Studie tragen Sie ggf. zur Entwicklung neuer Mdglichkeiten
der Pravention und Behandlung von Bandscheibenvorféllen bei.

Wir danken lhnen sehr fur lhre Mithilfe!
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Neurochirurgische Klinik und Poliklinik

Klinikum rechts der Isar

der Technischen Universitat Miinchen
Anstalt des offentlichen Rechts
Direktor: Prof. Dr. B. Meyer

Einwilligungserklarung:

| Allgemeines zur Studie: Herpesvirusinfektionen in degenerierten Bandscheiben

Name:

Vorname:

Geburtsdatum:

Sehr geehrter Patient, sehr geehrte Patientin,

fur die Teilnahme an der oben genannten klinisch- experimentellen Studie, ist es erforderlich,
dass Sie zuvor Ihr schriftliches Einverstandnis auf3ern.

Am wurde ich durch

Uber die Teilnahme an der klinisch- experimentellen Studie und deren Bedeutung, sowie den
damit verbundenen Risiken aufgeklart und informiert.

Ich habe die Patienteninformation gelesen und verstanden und konnte alle meine Fragen
stellen und klaren.

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einverstandniserklarung habe ich erhalten.
An der Studie nehme ich freiwillig teil und mir ist bewusst, dass ich mein Einverstandnis zu
jedem Zeitpunkt und ohne jeglichen Nachteil fir mich widerrufen kann.

Meine Therapie und die arztliche Betreuung und Behandlung werden durch die
Studienteilnahme nicht beeinflusst und es ergeben sich keinerlei persénliche Vor- oder
Nachteile fur mich.

Ich bin damit einverstanden, dass die erhobenen Daten dieser Studie flr wissenschaftliche
Zwecke genutzt und weiterverarbeitet werden.

Bezlglich des Datenschutzes:
Die Auswertung der Studienergebnisse erfolgt pseudonymisiert, sodass meine
persodnlichen Daten geschiitzt sind.

Ort, Datum Unterschrift des Patienten Unterschrift des Arztes



Anamnesebogen

OP-Termin:

Alter:
Geschlecht:

Grole: Gewicht:
Hohe des Discusprolaps:

Mono-/Bisegmental:

Beschwerden seit wann:
Neuerkrankung/ Rezidiv:

Vorerkrankung Wirbelsaule:

degenerativen Wirbelsaulenerkrankungen:

Allgemein:

Sozialanamnese:
Sport:
Beruf;:

Bekannte Herpesinfektionen:

HSV1

HSV2

VZV (Windpocken, Glrtelrose)
CMV

HHV6

JCV

Enterovirus

Parvovirus B19

Serum Antikérpernachweis
1gG+

Sonstiges:
Autoimmunerkrankungen:

(Rheumat. Erkrankungen):
Immunsuppression/Cortisontherapie:

Patientenetikett




VII.

Danksagung

Ich bedanke mich herzlich bei Herrn Prof. Dr. Lehmberg fur die Uberlassung des
Themas.

Mein Dank gilt Herrn Dr. Reinke fir die ausgezeichnete Betreuung und zuverlassige
Unterstitzung wahrend der gesamten Arbeit.

AuRRerdem mdochte ich mich herzlich bei Herrn Dr. Hoffmann fur die hilfreiche
Unterstitzung und virologische Expertise bedanken.

Mein besonderer Dank gilt allen Mitarbeitern der neurochirurgischen Klinik und des
virologischen Instituts, die die Durchfihrung der Studie ermoglichten.

Daruber hinaus gilt mein Dank dem Direktor der Neurochirurgischen Klinik und
Poliklinik der TU MUnchen Herrn Univ.-Prof. Dr. med. Bernhard Meyer, der diese
Arbeit in seiner Klinik ermdglicht hat.

Ich danke allen Studienteilnehmern, durch welche die Studie erst méglich werden
konnte. Meiner Familie danke ich fur die Unterstiitzung wahrend meines Studiums als

auch dartber hinaus.

Xi



	I. Inhaltsverzeichnis
	II. Abkürzungsverzeichnis
	III. Abbildungs-, Grafiken- und Tabellenverzeichnis
	1 Einleitung
	1.1 Rückenschmerzen und ihre Ursachen
	1.2 Discus intervertebralis und Diskusprolaps
	1.2.1 Aufbau des Discus intervertebralis
	1.2.2 Degenerationserscheinungen des Discus intervertebralis
	1.2.3 Prolaps des Discus intervertebralis
	1.2.4 Ursachen für Degeneration und Prolaps des Discus intervertebralis

	1.3 Viren im Allgemeinen
	1.3.1 Herpesviren
	1.3.2 Weitere relevante Viren

	1.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)
	1.5 Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

	2 Problemstellung
	3 Material und Methoden
	3.1 Geräte und Material
	3.1.1 Geräte
	3.1.2 Reagenzien

	3.2 Studienaufbau
	3.3 Patientenkollektiv/Einschlusskriterien
	3.4 Studiendurchführung
	3.5 Operationsverfahren
	3.6 Serologie
	3.7 Nukleinsäure-Extraktion
	3.8 PCR
	3.8.1 TaqMan Assay
	3.8.2  Zellzahlbestimmung
	3.8.3 Erklärung verschiedener Größen
	3.8.4 Quantitative PCR und Standardkurve

	3.9 Statistik
	3.10 Signifikanzniveau und statistische Tests

	4 Ergebnisse
	4.1 Patientenkollektiv
	4.2 Demographische Daten
	4.3 Lokalisation der Bandscheibenvorfälle
	4.4 Serologische Testreihen
	4.4.1 HSV-Serologie
	4.4.2 CMV-Serologie
	4.4.3 VZV-Serologie
	4.4.4 Parvovirus B19-Serologie

	4.5 Ergebnisse der Zellzahlbestimmung durch hPrP-PCR
	4.6 PCR-Ergebnisse
	4.6.1 Virale PCR der Herpes- und Enteroviren
	4.6.2 Positive Ergebnisse: Parvovirus B19
	4.6.2.1 Quantitativer DNA-Nachweis
	4.6.2.2 Zusammenhänge zwischen Sequesterpositivität und BMI/Alter



	5 Diskussion
	5.1 Zusammenfassung der Hauptergebnisse
	5.2 Diskussion des Studienaufbaus und der Methoden
	5.3 Diskussion der Ergebnisse
	5.3.1 Diskussion der serologischen Ergebnisse
	5.3.2 Diskussion der PCR-Ergebnisse

	5.4 Ausblick

	IV. Zusammenfassung
	V. Literaturverzeichnis
	VI. Anhang
	Patienteninformation:
	Sehr geehrter Patient, sehr geehrte Patientin,
	Für Rückfragen stehen wir selbstverständlich jederzeit zur Verfügung.
	Einwilligungserklärung:
	Name:   ________________
	Vorname: __________________
	Geburtsdatum: ___________________
	Sehr geehrter Patient, sehr geehrte Patientin,
	Am _________________ wurde ich durch _________________
	Anamnesebogen
	HSV1
	HSV2
	Serum Antikörpernachweis
	VII. Danksagung

