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1. Einleitung

Bereits seit 1994 weil3 man, dass das weile Fettgewebe nicht allein eine
energiespeichernde, isolierende und stoRdampfende Funktion hat, sondern
ebenfalls ein endokrines Organ darstellt, welches sogenannte Adipokine
produziert. Diese Adipokine haben Einfluss auf die metabolischen Funktionen
des Korpers und dartber hinaus auf das Immunsystem und das
Entzindungsgeschehen (EIRMANN et al. 2009). Mittlerweile erfolgt eine
genauere Einteilung dieser Faktoren. Dabei sind Adipokine die Mediatoren, die
ausschlieBlich aus dem Fettgwebe ausgeschittet werden. Adipozytokine stellen
den Oberbegriff fur Adipokine und Zytokine sowie Chemokine dar, welche unter
anderem auch im Fettgewebe vorkommen (NEUMANN et al. 2016). Der
Einfluss des Fettgewebes auf das Entzindungsgeschehen wurde in der
Humanmedizin im Zusammenhang mit metabolischen und kardiologischen
Erkrankungen untersucht (AWAD und BRADFORD 2009). So wurde bereits
aufgezeigt, dass bei einem Menschen mit einem erhdhten Korperfettanteil eine
chronische, systemische Entzindung im Korper vorliegt und er dadurch ein
erhohtes Risiko fur bestimmte Erkrankungen aufweist (EIRMANN et al. 2009).
Dartber hinaus konnte beim Menschen aufgezeigt werden, dass ein erhdhter
Anteil an  viszeralem  Fettgewebe einen erhohten Anteil an
Entzindungsmediatoren wie IL-6, IL-8 und TNFa im gesamten Korper und in
den Gelenken nach sich zieht. Diese werden in den Adipozyten und im
sogenannten stromvaskularen Teil des Fettgewebes (Endothelzellen,
Immunzellen etc.) produziert und gelangen unter anderem bis in die Gelenke.
Dort kdnnen sie zu einer lokalen Entzindung beitragen. Daruber hinaus konnte
ein Zusammenhang zwischen der Grofde und der Aktivitdt des infrapatellaren
Fettkorpers und dem Vorliegen von Arthrose im Knie nachgewiesen werden, da
dieser dem viszeralen Fettgewebe strukturell ahnelt und somit ebenfalls
Adipokine produziert. Diese haben eine lokale Entzindungsreaktion zur Folge
(NEES et al. 2018). Beim Tier gibt es hinsichtlich des Einflusses lokalen



Fettgewebes auf eine Entziindungsreaktion anliegenden Gewebes bisher kaum
Untersuchungen. Unklar ist auch inwieweit die Menge an Fettzellen/
Fettgewebe die Menge an produzierten Adipokinen und damit eine schadigende
Entzindungsreaktion beeinflusst. Adipozytokine umfassen Proteine in Form von
Zytokinen und Chemokinen, welche unterschiedliche Effekte im Korper haben
(RYAN et al. 2010). Zu den eigentlichen Adipokinen gehort beispielsweise das
den Appetit und Energiehaushalt regulierende Hormon Leptin. Es ist eine
praxisrelevante Fragestellung inwieweit die Pradisposition fir eine Erkrankung
und ebenfalls die Prognose eben dieser von der Menge des Fettgewebes
beeinflusst wird. Zudem kann es eine Hilfestellung zur Einschatzung der
Schmerzhaftigkeit darstellen, da in der Humanmedizin bereits aufgezeigt wurde,
dass der radiologische Befund beispielsweise bei der Arthrose des Knies haufig
nicht mit den Symptomen korreliert (NEES et al. 2018).

In der hier vorliegenden Arbeit soll ein mdglicher Zusammenhang zwischen der
Kompression der Nerven der Cauda equina durch eine degenerative
Bandscheibenprotrusion und der Entzindungsreaktion im anliegenden
epiduralen Fettgewebes untersucht werden, die gegebenenfalls einen Anteil an
der Induktion von Schmerzen im Zusammenhang mit der Erkrankung haben.
Zum anderen geht es auch um die Fragestellung, ob Hunde mit viel epiduralem
Fettgewebe erhohte Mengen von Entzundungsmediatoren im Fettgewebe

aufweisen.



2. Die Morphologie der Cauda equina

Die Wirbelsaule des Hundes besteht aus aneinander gereihten Wirbeln, den
einzelnen Hals-, Brust, Lenden-, Sakral- und Schwanzwirbeln. Diese kurzen
Knochen (Ossa breva) bestehen aus Spongiosa, die nur von einem dinnen
Knochenmantel umhillt sind. Die Wirbel setzen sich aus dem Korper (Corpus
vertebrae), den Bogen (Arcus vertebrae) und den Fortsatzen (Processus
vertebrae) zusammen. Benachbarte Wirbel sind llckenlos durch die
Zwischenwirbelscheiben (Disci intervertebrales) verbunden, welche sich
zwischen der Extremitas cranialis und der Extremitas caudalis des
Wirbelkdrpers befindet. Dorsal des Wirbelkorpers, begrenzt der Wirbelbogen
das Wirbelloch (Foramen vertebrale). Die Wirbellocher der einzelnen Wirbel
bilden den Wirbelkanal (Canalis vertebralis) der Wirbelsaule. In ihm verlauft das
Ruckenmarkt des Hundes als Anteil des zentralen Nervensystems (DYCE et al.
1991). Der Wirbelbogen ist kranial und kaudal an seinem Ursprung aus dem
Wirbelkorper ausgeschnitten, Incisura vertebralis cranialis und caudalis. Diese
bilden zwischen zwei benachbarten Wirbeln das Zwischenwirbelloch (Foramen
intervertebralis). Aus diesem treten die Ruckenmarksnerven aus dem
Wirbelkanal. An jedem Wirbel befinden sich verschiedene Fortsatze, diese
dienen dem Ansatz von Muskeln und Bandern oder der gelenkigen Verbindung
der Wirbel untereinander.

Die Lendenwirbelsaule setzt sich beim Hund in der Regel aus 7 Lendenwirbeln
zusammen. Diese sind miteinander verzahnt, um unter anderem die
Kraftibertragung der HintergliedmalRen auf den vorderen Korper zu
gewahrleisten. Durch die sagittal gestellten Gelenkfortsatze (Processus
articularis) wird die Seitwarstbiegung der Lendenwirbelsdule verhindert. Die
Verbindung dieser Gelenkfortsatze erfolgt als Schiebegelenke. Zwischen dem
letzten Lendenwirbelbogen und dem ersten Kreuzbein besteht ein grolles
Spatium interarcuale lumbosacrale. Dieses bietet einen Zugang zum hinteren
Teil des Ruckenmarks, beispielsweise fur Injektionen. Die Kreuzwirbelsaule

besteht aus 3 Kreuzbeinwirbeln, welche im Alter von eineinhalb Jahren
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miteinander kndchern verschmelzen und so das Kreuzbein (Os sacrum) bilden.
Die Wirbelbogen des Kreuzbeins flachen sich dorsal ab und verengen so den
Wirbelkanal. Dieser ist im kranialen Bereich am Ubergang vom Lendenbereich
deutlich verengt und verjungt sich bis zum kaudalen Ende des Kreuzbeins
nochmals um die Halfte.

Die Verbindung der Wirbelkorper erfolgt Uber die Zwischenwirbelfugen
(Symphyses intervertebrales). Diese setzen sich aus den Disci intervertebrales
und den Ligamenta longitudinalia dorsalis et ventralis zusammen. Die
Zwischenwirbelscheiben bestehen aus dem Gallertkern (Nucleus pulposus) und
dem aus Faserknorpel bestehenden Anulus fibrosus. Der Nucleus pulposus
dient als StoRdampfer der Wirbel bei Bewegung. Zusatzlich erfolgt die
Verbindung der Wirbel durch verschiedene Bander. Diese lassen sich in zwei
grol3e Gruppen unterteilen. Zum einen die kurzen Bander, welche benachbarte
Wirbel miteinander verbinden. Zum anderen die langen Bander, welche sich
uber einen Teil oder Uber die gesamte Wirbelsaule erstrecken. Die Verbindung
des letzten Lendenwirbels und des ersten Kreuzbeinwirbels, das Articulatio
lumbosacrale, setzt sich aus der Zwischenwirbelscheibe, der Verbindung der
Gelenkfortsatze (Articulationes processuum articularium) und dem Ligamentum
iliolumbale zusammen (NICKEL et al. 1999).

Das Ruckenmark beginnt am Os Occipitale und dem 1. Halswirbel und lauft an
seinem sakralen Ende auf Hohe des funften Lendenwirbels zum Conus
medullaris aus. Aus der Intumescencia lumbalis- und sacralis gehen die
Nervenfaserwurzeln hervor deren Nerven als kompaktes Bundel von peripheren
Nerven im Ruckenmarkskanal weiterverlaufen (KONIG und LIEBCH 2012).
Umgeben wird das Ruckenmark zum einen von der weichen Ruckenmarkshaut
(Leptomeninx spinalis) und der harten Rickenmarkshaut (Dura mater spinalis).
Innerhalb  dieser  Ruckenmarkshillen  befindet sich das Cavum
leptomeningicum, welches mit Zerebrospinalflissigkeit geflllt ist. AufRerhalb
dieses Duraschlauchs und begrenzt durch das Periost des Wirbelkanals
befindet sich fettreiches Bindegewebe, welches mit Venenplexi durchsetzt ist.

Unter anderem hat dieses epidurale Fettgewebe die Aufgabe das Rickenmark



im Wirbelkanal zu fixieren und gegen Druckeinwirkungen zu schitzen. Im
kaudalen Bereich des Ruckenmarks verjingt sich der Duraschlauch des
Rickenmarks ebenso wie der Conus medullaris, welcher dann mit der
Leptomeninx verschmilz und als Filum terminale durae matris das kaudale

Ende des Ruckenmarks (Filum terminale) umhdillt.

Abb. 1: Schematische Darstellung der Anatomie des lumbosakralen Uberganges
eines Hundes mit Darstellung der Cauda equina im Sagittalschnitt (modifiziert nach
SHARP und WHEELER 2005).

1 Processus articulares craniales des L7 und S1; 2 Processus articularis caudalis
des L7; 3 Foramen intervertebrale; 4 Fasern der Cauda equina im Canalis sacralis; 5
Processus spinosi des L7 und S1 — 3; 6 Corpus vertebra; 7 Discus intervertebralis
mit zentralgelegenem Nucleus pulposus 8 Fusionierte Corpora vertebrae des Os
sacrum.

Aufgrund dieser Anordnung, die an einen Pferdeschweif erinnert, wird dieser
Abschnitt als Cauda equina bezeichnet (NICKEL et al. 1999). Bei der Cauda



equina handelt es sich um den lumbalen, sakralen und kokzygealen Bereich
des Ruckenmarks, der als Spinalfaserwurzeln im Ruckenmarkskanal verlauft
(KONIG und LIEBICH 2012). Dieser Bereich beginnt im 5. Lendenwirbel und
verlauft bis zum 3. Sakralsegment. Die Nervenfasern, welche aus den
Nevernfaserwurzeln entspringen, verlassen den Rulckenmarkskanal jeweils
durch die Foramina intervertebralia hinter dem jeweiligen Wirbel. Die sakralen
und kokzygealen Nervenfasern verlaufen Uber das Lumbosakralgelenk
(NELSON und GUILLERMO COUTO 2010). In diesem Bereich weist die
Wirbelsaule ihre groRte Beweglichkeit auf. Zusatzlich findet die
Kraftibertragung der Hinterhand auf den Korperstamm statt (LANG et al. 2015).
Die Nervenfasern, die in diesem Bereich aus der Wirbelsaule austreten,
innervieren die Muskulatur der HintergliedmalRen, sowie der Rute und die
Sphinkter der Harnblase und des Rektums (STEFFEN 2017). Die
Kreuzbeinnerven teilen sich innerhalb des Wirbelkanals in Dorsal- und
Ventralaste auf. Der motorische Teil der Dorsalaste ist fur die Innervation der
dorsalen Schwanzmuskeln und als sensibler Anteil fur die Haut der Kruppe, des
Huftgelenks und der seitlichen Oberschenkel verantwortlich. Sie entspringen
dorsal hinter dem letzten Kreuzbeinwirbel und dem ersten Schwanzwirbel aus
dem Wirbelkanal. Die Ventralaste verlassen den Wirbelkanal ventral an
derselben Lokalisation und bilden mit dem Ventralast des letzten Lendennervs
das Kreuzgeflecht. Aus diesem entspringen als rein motorische Nerven der N.
glutaeus cranialis und caudalis, als sensible Nerven der N. cutaneus femoris
caudalis und der N. pudendus. Als gemischte Nerven entspringen die Nn.
rectales caudales, der N. ischiadicus, der N. fibularis communis und der N.
tibialis.

Die Schwanznerven treten zwischen dem ersten und zweiten Schwanzwirbel
aus dem Wirbelkanal aus und teilen sich ebenfalls in einen dorsalen und
ventralen Ast. Der Plexus caudalis dorsalis gibt motorische Aste an die dorsale
Schwanzmuskulatur und sensible Aste an die dorsale Haut des Schwanzes ab.
Die Aste des ventralen Plexus versorgen motorisch die Muskulatur und sensibel
die Haut ventral am Schwanz (NICKEL et al. 19).



Abb. 2: Schematische Darstellung der Cauda equina eines Hundes. Dorsalansicht. a
Intumescentia lumbalis; b Conus medullaris; ¢ Schwanznerv; d Filum terminale
durae matris;

LI, LVII 3. und 7. Lendenwirel; SI-lll 1.-3. Kreuzwirbel; Cal, CalV 1. und 4.
Schwanzwirbel

(modifiziert nach NICKEL et al. 1999)



3. Die Lumbosakrale Stenose und das Cauda equina

Kompressions-Syndrom

Beim Cauda equina Komompressions-Syndrom handelt es sich um eine
charakteristische Gruppe neurologischer Symptome, die durch die Kompression
der Cauda equina hervorgerufen werden. Im Zentrum der Pathogenese steht
nach dem gegenwartigen Stand der Erkenntnis eine vermehrte Beweglichkeit
des lumbosakralen Ubergangs, welche zu einer vermehrten Krafteinwirkung auf
die Bandscheibe fuhrt. Die strukturellen Elemente der Bandscheibe nehmen
dabei Schaden, es kommt zu Rissen in den Kollagenfasern des Anulus
fibrosus. Diese Mikroverletzungen werden repariert und unter vermehrtem
Aufbau von Kollagen stabilisiert, was zu einer Umfangsvermehrung der
Bandscheibe fiuhrt (BERGKNUT et al. 2011). Durch Risse und
Zusammenhangstrennungen  im  Anulus  fibrosus  gelangen  auch
Notochordzellen aus dem Nucleus zwischen die Fasern des Anulus, welche
hier extrazellulare Matrix produzieren, die das Kollagenfasergerust weiter
auseinanderdrangen, was wiederum zur Schwachung der Kollagenfaserbindel
fuhrt. Die geschwachte Bandscheibe kann den strukturellen Zusammenhalt des
lumbosakralen Ubergangs nicht mehr in vollem MafR aufrechterhalten, was sich
in einer Verschiebung des Kreuzbeins gegen den 7. Lendenwirbel auldert
(Translationsbewegung).

Neben der rein degenerativen Veranderung wird auch ein genetischer
Hintergrund der Bandscheibendegeneration vermutet (GYSLING 1984; HAGEN
1990), der ein frihzeitiges Absterben der Notochordzellen begunstigt, was das
vermehrte Auftreten der Erkrankung bei einigen Rassen (Deutscher
Schaferhund, Rottweiler, etc.) erklaren koénnte. Untersuchungen der
Bandscheibe L7/S1 von jungen Deutschen Schaferhunden mittels
Magnetresonanztomographie konnten zeigen, dass bei dieser Rasse eine
Pradisposition zu einer frihdegenerativen Veranderung der lumbosakralen

Bandscheibe vorliegt, was eine genetische Ursache nahelegt (AMORT 2010).



Allerdings wurden auch rein morphologische Eigenschaften der Wirbelsaule bei
einigen Hunderassen identifiziert, die die Entwicklung einer degenerativen
lumbosakralen Stenose rein mechanisch beginstigen. Spinale
Segmentationsstérungen in Form von lumbosakralen Ubergangswirbeln
destabilisieren den Ubergang von L7 zu S1 und tragen zur pathologischen
Krafteinwirkung auf die Bandscheibe bei (LANG 1993; FLUCKIGER et al.
2006). Intensive Untersuchungen der Konformation der kleinen Wirbelgelenke
verschiedener Hunderasse ergaben, dass die Form beim Deutschen
Schéaferhund eine vermehrte Beweglichkeit im Ubergang L7/S1 erlaubt (SEILER
et al. 2002). Auch sind die grof3en Hunderassen pradisponiert fur die
Ausbildung einer sakralen Osteochondrose (LANG et al. 1992; LANG 1993).
Die Osteochondrose der Sakrumendplatte im Sinne einer Stérung der
enchondralen Ossifikation fuhrt in der Regel nicht direkt durch ein
Knorpelfragment zur Kompression der Cauda-Fasern, sondern zu einer
abnormen mechanischen Belastung und Degeneration der Bandscheibe. Alle
beschriebenen Mechanismen fuhren zu einer schrittweisen
Umfangsvermehrung der Bandscheibe und dadurch indirekt oder direkt zu einer
Verengung des Ubergangs zum Sakrum, einer so genannten degenerativen
lumbosakralen Stenose. Dieser Begriff wird oft falschlicherweise mit dem Begriff
des Cauda equina Kompressions-Syndroms gleichgesetzt, was allerdings
keinesfalls zuldssig ist. Unabhangig von der Atiologie der Erkrankung kénnen
Hunde mit degenerativer lumbosakraler Stenose eine klinisch manifeste
neurologische Symptomatik entwickeln, die eine Funktionseinschrdnkung der
Cauda-Fasern reflektiert (DE RISIO et al. 2000). Allerdings kénnen Hunde mit
einer hochgradigen Stenose auch kaum klinische Symptome zeigen.

Eine Form des Cauda equina Kompression-Syndroms, zu dem seit einigen
Jahren vermehrt Untersuchungen durchgefiihrt werden, ist die ausschliel3liche
Kompression der Hauptwurzel des Nervus ischiadicus in den Neuroforamina
L7/S1. Durch die beschriebene Translationsbewegung konnen sich die
Neuroforamina verengen und die Nervenwurzeln so intermittierend komprimiert

werden. Nach chronischer Kompression kommt es zu einer endoneuralen



Fibrose, die wiederum eine endoneurale Druckzunahme bedingt, der eine
entscheidende Rolle innerhalb der Pathogenese der Schmerzsymptomatik
zugesprochen wird, da sie die Kompression von innen heraus verstarkt und
letztendlich auch ohne Translationsbewegung und Verengung der

Neuroforamina Schmerzen hervorrufen kann (FOITZIK 2016).

3.1 Symptome des Cauda equina Kompressions-

Syndroms

Die Symptome des Syndroms werden durch die Kompression der Nervenfasern
bzw. der Nervenfaserwurzeln bestimmt. Das wichtigste und heute oftmals
einzige Symptom sind Schmerzen im hinteren Korperabschnitt, die bei
Vorstellung oft nicht offensichtlich sind. Die Besitzer berichten von einer
Verweigerung von bestimmten Bewegungen, vor allem auf das Sofa oder ins
Auto zu springen. Hunde mit Ausbildung verweigern den Sprung Uber Hurden.
Der Zusammenhang zwischen diesen Berichten und einer
Schmerzsymptomatik besteht vermutlich in einer Verstarkung der Protrusion der
Bandscheibe nach dorsal bei Streckung des hinteren Wirbelsaulenabschnitts
beim Sprung. Denkbar ist in diesem Zusammenhang auch eine Verengung der
Neuroforamina mit Kompression der Nervenwurzeln. Tiere mit solchen
strukturellen Veranderungen werden aber eher mit einer unilateralen oder
bilateralen Lahmheit vorgestellt, die positionsunabhangig ist (SUWANKONG et
al. 2008)

Bei langanhaltender  hochgradiger = Druckausubung kann es zu
Funktionsausfallen der Nerven der Cauda eugina kommen. Die Symptome
entwickeln sich meist schleichend Uuber mehrere Monate. Fiur die Besitzer ist
zunachst die verminderte Schwanzbewegung auffallig. Der Schwanz wird nicht
mehr hochgetragen und verliert in der hangenden Position die S-Form. Es
kommt zunehmend zu einer Schwache bis hin zu Gangstérungen im Bereich

der Hinterhand, bis in extremen Fallen zu eine Beeintrachtigung des Anal- und
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Blasensphinkters und entsprechend zu Harn- und Kotinkontinenz (STOCK et al.
2009). Oft zeigen betroffene Hunde eine Atrophie der Hinterhandmuskulatur.

Im Rahmen einer klinischen Untersuchung kann bei Druck auf den
lumbosakralen Ubergang oder einer provozierten Hyperextension des Sakrums
Schmerzen hervorgerufen werden. Ein weiteres Merkmal ist die
Gewichtsverlagerung betroffener Hunde auf eine Korperhalfte im Stand.
Teilweise fallen betroffene Tiere mit einem schleppenden Gangbild mit schleifen
der HintergliedmalRen und abgewetzten Krallen auf (STEFFEN 2017; LANG et
al. 2015). Eine verminderte Aktivitat des Flexorreflexes mit einer

Pseudohyperreflexie kann vorliegen.

3.2. Diagnostik

Die Diagnose eines Cauda equina Kompressions-Syndroms besteht in der
Kombination der passenden klinischen Befunde mit den Befunden einer
degenerativen lumbosakralen Stenose. In der Rodntgenaufnahme wird der
lumbosakrale Ubergang in laterolateralem und ventrodrosalem Strahlengang
hinsichtlich Stenosen, kndéchernen Zubildungen, Veranderungen oder einer
Stufenbildung beurteilt (STOCK et al. 2009). Da das Rdntgen meist nicht
ausreichend ist, wird eine Myelographie durchgefuhrt (STEFFEN et al. 2008).
Dazu wird Kontrastmittel in den Subarachnoidalraum injiziert und anschlielend
Roéntgenaufnahmen angefertigt, in denen sich die Protrusion der Bandscheibe
als Aufhellungsbezirk gegen das rontgendichte Kontrastmittel darstellt. Oftmals
reicht der Duraschlauch nicht bis zum Ubergang L7/S1, weshalb eine
Myelographie nicht den gewunschten Befund einer Kompression darstellen
kann. Am sichersten ist daher die Darstellung mittels Schnittbildverfahren wie
Magnetresonanztomographie oder Computertomographie. Da diese auch die
Nervenabgange deutlich darstellen und eine Einengung im Bereich der
Neuroforamina aufzeigt. Zudem lassen sich Veranderungen in den
Weichteilstrukturen wie dem Bandapparat und der Bandscheibe hervorragend
darstellen (LANG et al 2015). Jedoch ist anzumerken, dass vor allem bei
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alteren Hunden die Befunde der Bildgebung nicht immer mit den Kklinischen
Symptomen korrelieren (JONES und INZANA 2000). So konnte in der Studie
von BARTHEZ et al. 1994 teilweise eine Kompression der Cauda equina in der
bildgebenden Diagnostik identifiziert werden ohne, dass die Hunde Symptome
des Cauda equina Kompressions-Syndroms aufwiesen. Es besteht demnach

nicht immer ein direkter Zusammenhang zwischen den klinischen

neurologischen Symptomen eines Tieres und den Befunden der bildgebenden
Diagnostik (MORGAN et al. 1993; SCHAREF et al. 2003).

Abb. 3: Darstellung des lumbosakralen Uberganges eines Hundes in einer
laterolateralen Roéntgenaufnahme. Die Aufnahme zeigt einen verengten
Zwischenwirbelspalt, mit Sklerose der Endplatten (Pfeil), einer Stufenbildung und
der Absenkung des Kreuzbeindaches. Zusaitzlich besteht ein lumbosakraler
Ubergangswirbel (Bild: Klinik fiir Kleintiere).
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Abb. 4: Laterolaterales Rontgenbild der hinteren Lendenwirbelsidule eines Hundes
mit einer Osteochondrose der Endplatte von S1. Anzeichen fiir eine
Bandscheibendegeneration bestehen nicht (Bild: Klinik fiir Kleintiere).
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Abb. 5: T2-gewichtetes, sagittales Schnittbild durch die hintere Lendenwirbelsédule
und das Kreuzbein eines 8 Jahre alten Deutschen Schaferhundes. Es zeigt sich eine
hochgradige degenerative lumbosakrale Stenose mit hochgradiger Kompression der
Cauda equina-Fasern durch die Protrusion der Bandscheibe und Hypertrophie des
Lig. flavum (MRT Bilder: Klinik fiir Kleintiere).

Abb. 6: T2-gewichtetes, sagittales Schnittbild durch die hintere Lendenwirbelsdule
und das Kreuzbein eines 8 Jahre alten Deutschen Schéaferhundes. Im Kreis
hervorgehoben ist die hochgradige degenerative lumbosakrale Stenose mit
hochgradiger Kompression der Cauda equina-Fasern (MRT Bilder: SCHMIDT und
KRAMER 2015).
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Abb. 7: T2-gewichteter Transversalschnitt des lumbosakralen Uberganges eines
Hundes mit Stenose des rechten Neuroforamens (Pfeil) (MRT Bilder: Klinik fir
Kleintiere)

Abb. 8: T1-gewichteter Transversalschnitt des lumbosakralen Uberganges eines
Hundes mit Stenose des rechten Neuroforamens (Pfeil). (MRT Bilder: Klinik fiir
Kleintiere)
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3.3. Die Therapie des Cauda equina Kompressions-

Syndroms

Bei der Therapie kann lediglich eine Minderung der Symptome aber keine
Heilung erzielt werden. Sollten die Symptome nicht so weit fortgeschritten sein,
kann ein konservativer Ansatz mit Ruhighaltung und Schmerzmedikation
versucht werden. In erster Linie kommen nicht-steroidale Antiphlogistika
(NSAIDs) zum Einsatz, die bei alteren Hunden ggf. als Dauertherapie
verabreicht werden konnen. Auch Kortikosteroide werden empfohlen, deren
langere Verwendung aber durch die Nebenwirkungen eingeschrankt wird. Eine
Alternative bietet die lokale Infiltration der Nervenwurzeln mit einem kristallinen
Langzeitkortison, das uber eine epidurale Injektion direkt an die betroffenen
Nervenwurzeln appliziert wird. Vor allem Schmerzen, die durch Einengung der
Neuroforamina hervorgerufen werden, lassen sich damit gut behandeln
(SUWANKONG et al. 2008).

FUr die Behandlung chronischer Schmerzen kdnnen spezifische Medikamente
eingesetzt werden, die speziell gegen Nervenschmerzen gerichtet sind.
Gabapentinoide haben sich zur Behandlung neuropathischer Schmerzen durch
chronische Irritation der Nervenwurzeln bewahrt, konnen aber nur zusammen
mit NSAIDs eine ausreichende Schmerzausschaltung erzielen, wodurch aber
die Dosis der NSAIDs reduziert werden kann (MOORE 2016; LEISENGANG et
al. 2020).
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Abb. 9: Aufsicht auf den Ubergang zwischen dem 7. Lendenwirbel und dem ersten
Sakralwirbel nach Laminektomie. Zwischen dem Ganglion L7 (Stern) und dem
Duraschlauch ist der resizierte Anulus der Bandscheibe (Pfeil) ersichtlich. Das
epidurale Fett wurde entfernt.

Sollte die medikamentelle Behandlung nicht ausreichen, gibt es chirurgische
Therapieoptionen. Die Wahl der Operation hangt zum einen von der
auslésenden Ursache und zum anderen von dem Alter und der Nutzung des
Hundes ab. Die Laminektomie wird haufig zur Behandlung eingesetzt und
verschafft vor allem bei einem Bandscheibenvorfall mit Komprimierung des
Ruckenmarks im Wirbelkanal Besserung. Dabei wird das Wirbeldach des
letzten Lendenwirbels und des Kreuzbeins eroffnet um eine Entlastung des
betroffenen Bereichs zu schaffen. Eine weitere Mdglichkeit ist die seitliche
Eroffnung der Wirbelsaule im Bereich der Nervenwurzellocher. Diese Methode
wird vor allem angewendet, wenn die Austrittsstellen der Nerven komprimiert
werden. Sollten diese Varianten nicht ausreichen, kann zunachst eine
Kombination beider Varianten erfolgen. Als letzte Alternative ist eine Versteifung
des lumbosakralen Ubergangs beispielsweise mit Platten moéglich (STEFFEN
2017).

17



4. Adipokine und inflammatorische Marker im Fettgewebe

Adipokine werden in den Adipozyten und Praadipozyten des weillen Fettdepots
des Hundes produziert und von dort in die umgebenden Gewebe abgegeben.
Sie zeigen neben diesen parakrinen auch systemische endokrine und
metabolische Effekte und wirken auf den Stoffwechsel und das Immunsystem
(RYAN et al. 2010; EIRMANN et al. 2009; HAMMERLING 2009). Wie in der
Einleitung bereits erwahnt, erfolgt mittlerweile eine genauere Einteilung der
Faktoren, die aus dem Fettgewebe ausgeschuttet werden. So werden sie unter
dem Oberbegriff der Adipozytokine zusammengefasst. Adipokine, sind die
Faktoren, welche uUberwiegend von Adipozyten produziert werden, zu diesen
zahlen unter anderem Leptin, Resistin und Adiponektin (NEUMANN et al.
2016). Es handelt sich bei Adipozytokinen, wie oben bereits erwahnt, um
Hormone, Zytokine und Chemokine welche unter anderem bei
Entzindungsprozessen eine Rolle spielen. Fur einige Adipokine, wie Leptin und
Resistin, konnte beim Menschen bereits ein Zusammenhang zwischen
steigendem Korperfettanteil und steigender Produktion nachgewiesen werden
(RYAN et al. 2010; EIRMANN et al. 2009; HAMMERLING 2009). Jedoch
besteht auf diesem Gebiet weiterhin Forschungsbedarf.

In den 90er Jahren konnte erstmalig die Bildung von TNFa in Fettgewebe
nachgewiesen werden. Damit konnte ein Zusammenhang zwischen
Ubergewicht und Entziindung aufgrund von Adipozytokinen im menschlichen
Korper aufgezeigt werden (HOTAMISLIGIL et al. 1993). Ein Jahr spater wurde
das Adipokin Leptin entdeckt und seine Wirkung auf den Energiehaushalt.
Damit wurde das Fettgewebe als endokrines Organ anerkannt (ZHANG et al.
1994).

Es wurde bereits 2018 von SCHMIDLI et al. der Zusammenhang von
Ubergewicht und der Wahrscheinlichkeit eines Kreuzbandrisses in Hinblick auf
den Zusammenhang mit dem intraartikularem Fettkorper des Kniegelenks beim
Menschen untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Uberlastung des Gelenks

aufgrund von Ubergewicht nicht alleine ausschlaggebend fiir die Entstehung
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von Osteoarthritis ist, sondern Adipozytokine (u.a. Adiponektin, Leptin) ebenfalls
eine Rolle spielen. Diese konnten bei betroffenen Patienten vermehrt in der
Synovia des betroffenen Gelenks nachgewiesen werden. Eine Ausschittung
erfolgte dabei aus dem umliegenden Fettgewebe, den Synoviozyten und
Chondrozyten. Zudem konnte in der Humanmedizin ein Zusammenhang
zwischen Knieschmerz und der Ausschuttung von Adipozytokinen,
insbesondere Substanz P, aus dem infrapatellarem FettkGrper nachgewiesen
werden (BOHNSACK et al. 2005; CARRION et al. 2019).

Adipozyten

Leptin

\ 1.6 — > CRP
TNF-u

Resistin

Makrophagen

Inflammation I <

Abb. 10: Darstellung der Wirkung von Adipozyten im Mausmodell. Ausschiittung
verschiedener Adipokine, wie Leptin, IL-6, TNFa aus dem weiBen Fettgewebe mit
Wechselwirkung untereinander und systemischer Wirkung (modifiziert nach
ANTUNA-PUENTE et al. 2008)




4.1. Interleukin 6 (IL-6)

IL-6 gehort zu den proinflammatorischen Zytokinen und spielt eine wichtige
Rolle fur das Immunsystem und steht auch im Zusammenhang mit
neuropathischen Schmerzen. Es wird von verschiedenen Zellen ausgeschuttet,
beispielsweise wenn es zur Gewebezerstorung kommt und initiiert die lokale
Entzindungsreaktion (HELLE et al.1988). IL-6 wird vor allem von Monozyten,
Adipozyten, Fibroblasten und Endothelzellen produziert (ANDUS et al. 1989;
PRADHAN et al. 2001). Es hat eine entscheidende Wirkung auf die Aktivierung
der Akutphase-Reaktion in dem es die Synthese der Akutphase-Proteine
stimuliert. Es beeinflusst das Immunsystem auf humoraler und zellularer Ebene
in dem es Uber weitere Mediatoren die T-Zell-Aktivierung und die
Enddifferenzierung der B- und T-Zellen initiiert. Die IL-6-Produktion wird positiv
durch IL-1 und TNFa beeinflusst (ANDUS et al. 1989). IL-6 gehort zu den a-
helikalen Zytokinen und bindet damit an Zytokinrezeptoren der Klasse Il. Der IL-
6-Rezeptor besitzt zwei extrazellulare Domanen und eine Transmembranregion.
Die Signaltransduktion erfolgt nach Ligandenbindung Uber den Jak-/STAT-
Signaltransduktionsweg. Bei diesem handelt es sich um einen schnellen
intrazellularen Signalweg. Es kommt durch die Bindung von IL-6 zur Aktivierung
von Januskinasen (Jak), welche zur Phophorylierung von Tyrosinen flhren.
Diese binden in ihrer aktivierten Form STAT-Molekiile, welche sich zu Dimeren
zusammenlagern und sich vom Rezeptor I6sen. Sie translokieren in den
Zellkern und initiieren die Transkription (LOPPNOW 2001).

Untersuchungen von SCHMIDT et al. (2013) unterstlitzen, dass IL-6 eine Rolle
bei neuropathischem Schmerz spielt. So wurde gezeigt, dass IL-6 und
Substanz P im Liquor von Hunden mit neuropathischen Schmerzen signifikant
hdher sind, als bei Hunden ohne Schmerzen. Beim Menschen konnte IL-6 im
arthrotischem Knie nachgewiesen werden, welches aus intraartikularem
Fettgewebe ausgeschiittet wurde (DIESTEL et al. 2009). Ahnliche Ergebnisse
konnten bereits im Vorfeld an Hand von Untersuchungen an Mausen und
Ratten aufgezeigt werden (XU et al. 1999; ZANJANI et al. 2006).
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In der Humanmedizin konnte nachgewiesen werden, dass IL-6 sowohl eine
neurotoxische als auch eine neuroprotektive Funktion hat (GRUOL und
NELSON 1997). Im Mausmodel wurde aufgezeigt, dass ein erhdhter Gehalt von
IL-6 die Nervenzelldegeneration begleitet von einer Gliose auslost. Wiederum
zeigte IL-6 eine Stimulation von Nervenwachstumsfaktoren, welche flr den
Regenerationsprozess der Nervenzellen wichtig sind (SCHELLER et al. 2007;
HANSER 2000). Zusatzlich wurde bei Erkrankungen, die durch eine
Degeneration von Nervengewebe verursacht werden, ein erhdhter Gehalt von
IL-6 nachgewiesen. Zu diesen Erkrankungen gehort unter anderem Alzheimer
und Parkinson (HANSER 2000).

4.2. Interleukin 10 (IL-10)

Bei IL-10 handelt es sich um ein Protein, welches aus 181 Aminosauren
besteht. Das Zytokin wurde 1989 im Zusammenhang mit der Forschung an T-
Lymphozyten entdeckt. Dabei wurde festgestellt, dass es eine hemmende
Wirkung auf die Zytokinsekretion von TH1-Lymphozyten hat und damit eine
antiinflammatorische Wirkung besitzt (FIORENTINO et al. 1989). Produziert
wird es unter anderem von TH1- und TH2- Lymphozyten, Monozyten,
Makrophagen, Keratinozyten, dendritischen Zellen, zytotoxischen Zellen, NK-
Zellen, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten und Mastzellen (DE WAAL
MALEFYT et al. 1991; DEL PRETE et al. 1993). Es konnte nachgewiesen
werden, dass die Ausschattung von IL-10 erst nach der Produktion anderer
proinflammatorischer Zytokine erfolgt. So ist die hochste Ausschuttung erst 24-
48h nach der Induktion der Entzindung mit LPS (Lipopolysacchariden)
messbar (VAN DER POLL et al. 1997). Es soll eine UberschielRende
Immunantwort des Korpers verhindert werden (SABAT et al. 2010). Seine
Wirkung wird Uber den Interleukin-10-Rezeptor vermittelt, welcher aus 2
Untereinheiten besteht, aus der IL-10Ra- und der IL-10RB- Untereinheit. Dabei
ist die a-Untereinheit vor allem fur die Ligandenbindung und die p-Untereinheit

besonders fur die Signalweiterleitung verantwortlich (FINBLOOM et. al. 1995;
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KOTENKO et al. 1997). Durch die Bindung von IL-10 kommt es zur
Phosphorylierung von Tyrosinkinasen (Janus-Kinasen) welche Bestandteile des
Rezeptors sind. Daraus resultiert die Phosphorylierung und Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren (STAT). Diese binden einander und bilden so Dimere,
welche die Bindung zum Rezeptor I6sen und in den Zellkern translokieren. Dort
binden sie an die Promotorregion der DNA und initiieren die Transkription. Die
STAT’s befinden sich unter Kontrollbedingungen permanent im Zytoplasma in
der Nahe der Rezeptoren (FINBLOOM et. al. 1995; BHATTACHARYA und
SCHINDLER 2003). Bei Hunden konnte eine erhdhte Ausschittung aus der
Synovialmembran und aus dem Fettgewebe des Knies in Zusammenhang mit
Osteoarthritis nachgewiesen werden (MACCOUX et al. 2007).

Seine antiinflammatorische Wirkung wurde zum Beispiel im Zusammenhang mit
der hemmenden Wirkung auf die Cyclooxygenase-2-Synthese, PGE2-
Ausschuttung (NIIRO et al. 1997) und die IL-6 und TNFa- Sekretion aus
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten aufgezeigt (AROCK et al. 1996;
KEEL et al. 1997).

4.3. Tumor Nekrose Faktor alpha (TNFa)

TNFa steht am Beginn der Entzindungskaskade bei akuten Reaktionen, da es
als einziges Zytokin nicht nur de novo synthetisiert, sondern auch in
Makrophagen gespeichert wird. Es bewirkt die Ausschuttung weiterer
Entzindungsfaktoren wie IL-1 und IL-6 (SCHMIDT et al. 2013). In den
Adipozyten erfolgt die Bildung in den dort residenten Makrophagen
(WEISBERG et al. 2003). In der Humanmedizin wurde nachgewiesen, dass es
die Ausschuttung von Leptin erhdht und seine im Blut zirkulierende Menge
positiv mit dem Koérpergewicht korreliert (ZUMBACH et al. 1997). Es ist lokal
und systemisch an der Entzindungsreaktion beteiligt. Unter anderem ist es an
der Ausschittung weiterer Zytokine und an verschiedenen Zellfunktionen
beteiligt (ZENTELLA et al. 1991). Die Signaltransduktion erfolgt Uber zwei

verschiedene Wege, welche Uber unterschiedliche Rezeptoren ablaufen. Es
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gibt eine membrangebundene inaktive Form, welche an entzundlichen
Gelenkserkrankungen beteiligt ist. Diese wird mit Hilfe von TNF-a-converting-
enzyme (TACE) von der Membran abgelost (HIMMERICH et al. 2009). Und die
aktive l6sliche Form, welche aus der inaktiven Form mittels Spaltung entsteht.
Die zwei TNF-a-Rezeptoren, vor allem der TNF-a-1-Rezeptor, mit einem
Gewicht von 55kDa, ist aulRer auf Erythrozyten auf vielen anderen Korperzellen
zu finden. lhm wird eine proinflammatorische Wirkung zugeschrieben. Der
TNFa-2-Rezeptor, mit 75kDa, hat vor allem flr das Immunsystem eine wichtige
Rolle. Er wirkt vor allem antiinflammatorisch (DONG et al. 2016). Kommt es zur
Bindung von TNFa an den TNF-a-1-Rezeptor kommt es entweder zur
Aktivierung des Signaltransduktionsweges, welcher uber den
Transkriptionsfaktor nuklearer Faktor kappa B (NF-kB) die Transkription initiiert
oder es kommt zur Aktivierung einer Todesdomane. Dabei werden Caspasen
aktiviert, die zur Apoptose fuhren. Nach Bindung an den TNFa-2-Rezeptor
kommt es ausschlieBlich zur Transkriptionsaktivierung mittels NF-kB
(HIMMERICH et al. 2009). Die Expression von TNF-a-RNA wird unter anderem
durch Arachidonsauremetaboliten, zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP)
und Lipopolysaccharide stimuliert (BEUTLER und CERAMI 1986). TNFa wird
unter anderem von Adipozyten sezerniert. Es hat eine gewisse Rolle bei der
Regulation des Korpergewichts und flhrt zu einer Steigerung der
Leptinproduktion (ROTHWELL 1988; ZUMBACH et al. 1997). 2002 konnten
BULLO et. al nachweisen, dass TNFa positiv mit der Menge des Fettgewebes
korreliert. Es hat eine immunmodulatorische Funktion durch die Aktivierung der
Phagozytose und die Steigerung der Permeabilitat des Endothels (TSUJIMOTO
et al. 1986).

23



‘L \bﬁx

Caspasen !
NEF-KB
l ]
Apoptose Genexpression
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Abb. 11: Schema des Signalwegs von TNF-a. Das Signal, welches TNF-a vermittelt,
wird auf zelluldrer Ebene liber 2 Rezeptoren der Zelloberfliche vermittelt: TNF-Rp55
und TNF-Rp75. Ob TNF-a zu Zelldifferenzierung oder Apoptose fiihrt, hangt vom
Signalweg ab, der innerhalb der Zelle aktiviert wird. Bei Vorliegen von NF-kB kommt
es zur Zelldifferenzierung und -vermehrung. Kommt es dagegen zur sequenziellen
Aktivierung von Caspasen, filhrt dies zur Apoptose. Abkiirzungen:
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), TNF-Rezeptor (TNF-R), TNF-a-converting-Enzym
(TACE), Nuklearer Faktor kappa B (NF-kB), NF-kB induzierende Kinase (NIK)
(modifiziert nach HIMMERICH et al. 2009).
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4.4. Leptin

Leptin (leptos, griechisch: dunn) ist ein Protein, welches eine wichtige Rolle in
der Regulation des Appetits und des Energiehaushaltes spielt. Daruber hinaus
hat es Einfluss auf die Nahrstoffverteilung und steuert Prozesse der
Reproduktion, des Immunsystems und der Hormonsekretion endokriner Drisen
(GEARY et al. 2003). Es wird hauptsachlich von Adipozyten, beispielweise aber
auch im Magen produziert (EISELE et al. 2005). Seine Wirkung ist endokrin,
autokrin und parakrin innerhalb des produzierenden Gewebes. Es bindet an
den Leptin-Rezeptor, der sich unter anderem im Hypothalamus und vielen
anderen Organen befindet. Dieser besteht stets aus einer extrazellularen und
transmembranen Domane und teilweise aus einer intrazellularen Domane. Es
werden verschiedene Isoformen des Rezeptors beschrieben, welche tierartlich
verschieden ausgepragt sind (ERHARDT et al. 2000). Der Leptinrezeptor
gehort zur Klasse-l der Zytokin-Rezeptoren. Nach Bindung an die lange Form
des Rezeptors kommt es zur  Aktivierung des  JAK/STAT-
Signaltransduktionsweges, ahnlich wie bei IL-10 und IL-6. Es hat eine
entscheidende Rolle im Fettstoffwechsel und ist ausschlaggebend fir das
Sattigungsgefuhl. Es besteht eine Korrelation zwischen dem Grad der
Adipositas und der Menge an Leptin. Je mehr Fettgewebe vorhanden ist, umso
mehr Leptin wird ausgeschuttet und das Sattigungsgeflhl steigt. Ebenso kommt
es zu einer Steigerung des Grundumsatzes und der korperlichen Aktivitat. Bei
einem geringen Anteil von Fettgewebe liegt das Leptin hauptsachlich gebunden
vor (HAMMERLING 2009; HAHN et al. 2006). Es hemmt die Lipolyse und
steigert die Lipogenese (KERSHAW und FLIER 2004). Zusatzlich hat es eine
modulatorische Wirkung auf das angeborene und erworbene Immunsystem. Es
regt die T-Zell-Differenzierung an und stimuliert die Produktion und Sekretion
von Zytokinen wir IL-1, IL-6 und TNFa und von Akutphase Proteinen. Es weist
viele Ubereinstimmungen mit den Zytokinen der IL-6-Familie auf und wird auf
ahnliche Weise bei Entzindungen und Infektionen stimuliert. Daruber hinaus
fuhrt es zu einer Aktivierung von Monozyten und Makrophagen (FAGGIONI et
al. 2001) und aktiviert den JAK/STAT weg Uuber die lange Form des
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Leptinrezeptors (ObRb) (FLOWER et al. 2002). Im Zusammenhang mit
Ruckenmarksverletzungen  konnte Leptin eine  protektive  Funktion

nachgewiesen werden (REN et al. 2018)

4.5, Substanz P

Bei Substanz P handelt es sich um ein Peptid, welches aus 11 Aminosauren
aufgebaut ist und zur Gruppe der Tachykinine gezahlt wird. Das ,p“ stand
anfangs fur ,powder, da es als weilles Puder zu Forschungszwecken
verwendet wurde. Spater wurde es als die englische Ubersetzung fiir Schmerz,
also ,pain“ verwendet (KAMPER 2005). Es wird unter anderem in
Schmerzfasern gebildet und im Falle derer Aktivierung freigesetzt. Es fungiert
entsprechend in den nozizeptiven Neuronen als Schmerztransmitter und bindet
an Neurokinin-1-Rezeptoren (EGLE et al. 2003). Daruber hinaus erfolgt seine
Bildung auch im Fettgewebe (IANNONE und LAPADULA 2010). Substanz P
kommt im zentralen und peripheren Nervensystem vor und weist dort
neuromodulatorische Eigenschaften auf, da es weitere Neurotransmitter
beeinflusst. Es wirkt auf die Freisetzung dieser Neurotransmitter und hat damit
eine wichtige Funktion bei der Entstehung der neurogenen Entzindung. Diese
wird vor allem durch Schmerzen ausgelost. Substanz P bewirkt die
Geninduktion unter anderem von IL-8, TNFa und IL-6. Diese Genexpression
erfolgt Uber die Aktivierung des NK-1-Rezeptor (STRAUB 2006). Uber diese
Entziindungsmediatoren erfolgt die Aktivierung von Makrophagen und die
Freisetzung von Neurotransmittern (NOLI und SCARAMPELLA 2005).
Zusatzlich wirkt Substanz P vasodilatatorisch, was eine proinflammatorische
Wirkung zur Folge hat (LULLMANN et al. 2006). Dariiber hinaus hat Substanz
P eine wichtige Funktion sowohl in der zentralen als auch in der peripheren
Neurosensibilisierung. So fuhrt es zusammen mit weiteren Mediatoren an den
peripheren Nozizeptoren zu einer Herabsetzung der Reizschwelle und zu einer

Aktivierung von inaktiven Nozizeptoren im geschadigten Gebiet. Im Rahmen
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der zentralen Neurosensibilisierung wirkt unter anderem Substanz P als
Neurotransmitter wodurch es zu einer Steigerung der Schmerzintensitat und zu
einer Senkung der Schmerzschwelle kommt (KASPER und ZOHMANN 2007).

4.6. C-reaktives Protein (CRP)

Das C-reaktive Protein ist ein major Akut-Phase-Protein, welches in der
klinischen Veterinarmedizin als Entzindungsmarker dient. Es wurde 1941 als
das erste Akut-Phase-Protein im Entzindungsprozess des Menschen entdeckt.
Seinen Namen erhielt es aufgrund der kalzium-abhangigen Reaktivitat
(ABERNETHY und AVERY 1941). Beim Hund konnte das dem humanen sehr
ahnliche CRP erstmals 1962 detektiert werden (GOTSCHLICH 1962). Es wird,
im Gegensatz zu den anderen Adipozytokinen, vor allem in der Leber, aber
auch im Fettgewebe produziert und reagiert auf das Vorhandensein von
Zytokinen. Inflammatorisch wirksame Zytokine wie IL-6 und TNFa stimulieren
die Synthese von CRP in den Hepatozyten. Die Ausschittung von CRP im
Rahmen des Entzindungsgeschehens wird in besonderem Malie von IL-6
getriggert (HARRISON et al 1996). Daher ist der Anstieg des CRP bei
ubergewichtigen Hunden auf den Anstieg dieser beiden Entzindungsfaktoren
zurtckzufihren (EIRMANN et al. 2009). Es dient in der Humanmedizin als
Biomarker fur Entziindungen um das Ausmal} dieser abschatzen zu kdénnen
(NIEHUES et al. 2017). Es konnte teilweise ein Anstieg um das 1000fache
beobachtet werden (STEEL und WHITEHEAD 1994). Das CRP wird nur in
geringem Male durch Stress, Speicherung oder antiinflammatorische
Medikamente beeinflusst und kann damit als sicherer Indikator einer
Entzindung ausgewertet werden. Es reagiert innerhalb kirzester Zeit (4h) und
hat nur eine kurze Halbwertzeit von 19h. Dementsprechend kann nach
Beseitigung des Entziindungsherdes ein schneller Abfall beobachtet werden
(VIGUSHIN et al. 1993). Zusatzlich korreliert die HOhe des Anstiegs meist mit
dem Schweregrad der Entzindung (BREU 2015). Damit das CRP seine
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biologische Aktivitdt entfalten kann, ist die Bindung von Kalziumionen
notwendig. Es kommt zu einer Konformationsanderung der funf Untereinheiten
des CRPs. In Folge dessen ist die Ligandenbindung und damit die Wirkung im
Entziindungsgeschehen moglich (KILPATRICK et al. 1982). In der hier
vorliegenden Arbeit dient die Messung der CRP-Expression als einer der
inflammatorischen Marker fir die Bestimmung des Entzindungsstatus des

untersuchten Fettgewebes.

4.7. Calcitonin gene-related polypeptide alpha (CGRPa)

Das CGRPa ist ein aus 37 Aminosauren bestehendes Neuropeptid, welches
zahlreich im Nervengewebe vorhanden ist und als Transmitter fungiert (ZHANG
et al. 2001). Es wurde bisher vor allem in der Humanmedizin als
proinflammatorisches Zytokin untersucht. Es wird im zentralen Nervensystem
gebildet und fuhrt zu einer Vasodilatation. In Studien konnte bereits belegt
werden, dass es eine stimulierende Wirkung auf andere Zytokine wie IL-1p, IL-6
und TNFa hat. Es wurde bislang unter anderem im Zusammenhang mit der
rheumatoiden Arthritis des Menschen untersucht und konnte bei betroffenen
Patienten vermehrt in der Synovia nachgewiesen werden (HERNANZ et al.
2003). Dartber hinaus konnte es in der Humanmedizin im Zusammenhang mit
Ubergewicht und einer erhdhten Entziindungsreaktion im Kérper nachgewiesen
werden. In diesem Zusammenhang erfolgte der Nachweis im Fettgewebe
(PIVOVAROVA et al. 2012). Bei einer anderen Studie konnte ein
Zusammenhang von CGRPa und Migrane bei Menschen und der Katze
nachgewiesen werden. Es wurde aufgezeigt, dass es eine entscheidende Rolle
im Trigeminalnerv spielt, welcher an der Entstehung der Migrane beteiligt ist
(ROBIN et al. 2004). Es wird durch die Transkription des Calca-Gens gebildet.
Die Wirkung wird Uber einen 7-transmembranen G-Protein gekoppelten
Rezeptor vermittelt. Seine Wirkung wird sowohl im ZNS als auch im Gewebe

beschrieben. Daher hat es vermutlich einen Einfluss auf die Sensorik, die
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Motorik und das Kardiovaskulare System (ZHANG et al. 2001; AMARA et al.
1985). Neuronen, welche CGRPa als Transmitter besitzen, konnten im
Zusammenhang mit der Reaktion auf schadliche Noxen wie Hitze und
Capsaicin gebracht werden (MCCOY et al. 2013).

4.8. High Mobility Group Box 1(HMGB1)

Bei HMGB1 handelt es sich um ein Protein welches eine hohe
elektrophoretische Mobilitdt in Polyacrylamidgel besitz und daher seinen
Namen erhielt (BUSTIN 2001). Bei Untersuchungen zeigte sich eine
hundertprozentige Ubereinstimmung des menschlichen und des kaninen
HMBG1 (ESCOBAR et al. 2003). Es wurde eine membrangebundene und eine
|6sliche Variante nachgewiesen (RAUVALA und PIHLASKARI 1987), welche in
allen Zellen des Korpers vorkommen (YANG et al. 2001). Es bindet unter
anderem an den RAGE-Rezeptor (,receptor advanced glycation endproducts®)
und den TLR4 (,toll-like receptor 4“), welche auf vielen Zellen des Korpers
vorkommten (HUTTUNEN et al. 1999). Dazu =zahlen unter anderem
Endothelzellen, Nervenzellen, T-Zellen und Makrophagen (STERN et al. 2002;
DUMITRIU 2005). Uber diese Rezeptoren werden zwei verschiedene
Signalkaskaden aktiviert. Durch das membrangebundene HMGB1 wird das
Wachstum von Nervenzellen beeinflusst (PARKKINEN et al. 1993). Der zweite
Weg ist die Aktivierung von MAP-Kinasen, welche wiederum Einfluss auf
proinflammatorische Zytokine aufweisen und deren Synthese bewirken (LI et al.
2003). Es wird aus nekrotischen Zellen abgegeben und erzeugt eine
Entzindung in diesem Bereich indem es unter anderem Monozyten zur TNFa-
Sekretion anregt und eine Leukozytenadhasion bewirkt (SCAFFIDI et al. 2002).
Dadurch werden beschadigte Zellen eliminiert und eine Regeneration des
Gewebes ermdglicht (PALUMBO et al. 2004). Da es sich um ein rein
intrazellulares Protein handelt, welches von apoptotischen Zellen nicht

ausgeschuttet wird, wird es auch als Nekrosemarker angesehen (ULLOA et al.
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2006; SCAFFIDI et al. 2002). Es gehort zur Gruppe der DAMP (,damage-
associated molecular pattern®), welche als intrazellulare endogene Mediatoren
einen frhen Zellschaden aufzeigen. HMGB1 wird ebenfalls im Rahmen von
aseptischen Entzundungen ausgeschuttet, welche beispielsweise durch eine
Hypoxie oder autoimmun vermittelt auftritt (NISHIBORI et al. 2019;
GONELEVUE et al. 2018). Dabei ist die extrazellulare Disulfidform des HMGB1
wie ein Zytokin (ANDERSSON et al. 2018). Die maximale Serumkonzentration
wurde 18 Stunden nach Entzindungsstimulus nachgewiesen und hielt danach
fur mehrere Tage an (ZETTERSTROM et al. 2002). Die aktive HMGB1-
Sekretion erfolgt vor allem durch Monozyten nach einer Stimulation durch TNFa
und IL-1. In der Humanmedizin konnte es vermehrt in der Synovia von an
rheumatoider Arthritis erkrankten Patienten nachgewiesen werden (TANIGUCHI
et al. 2003). In der Humanmedizin wurde es im Zusammenhang mit
Ubergewicht untersucht. Dabei konnte bei (bergewichtigen Menschen eine
erhdohte Ausschuttung aus dem Fettgewebe nachgewiesen werden. Zusatzlich
wiesen die Menschen eine erhdhte Entziindungsreaktion auf (GUNASEKARAN
et al. 2013). Es wurden auch verschiedene Wirkungen an anderen Organen wie
der Lunge, dem Herzen und dem Darm nachgewiesen. Oft standen diese im
Zusammenhang mit immunpathologischen Prozessen (ANDERSSON et al.
2000; PARK et al. 2003; MESSMER et al. 2004).
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4.9. Ziel der Studie

In dieser Arbeit soll ein moglicher Zusammenhang zwischen der Kompression
der Nerven der Cauda equina durch eine degenerative Bandscheibenprotrusion
und der Entzindungsreaktion im anliegenden epiduralen Fettgewebe
untersucht werden, die gegebenenfalls einen Anteil an den Schmerzen im
Zusammenhang mit der Erkrankung haben. Zum anderen geht es auch um die
Fragestellung ob Hunde mit viel epiduralem Fettgewebe hohere Werte von

Entzindungsmediatoren im Fettgewebe aufweisen.
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5. Material und Methoden

5.1. Material

Bei den untersuchten Fett-Proben handelt es sich zum einen um 15 Proben von
am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden und um 9
Kontrollproben von klinisch gesunden Hunden ohne degenerative lumbo-
sakrale Stenose. Bei der Gruppe der erkrankten Patienten lag das Alter
zwischen 2,5 und 11 Jahren. Bei den Rassen handelte es sich um mittelgrof3e
bis grol’e Hunde, welche der Rassen des Deutschen Schaferhundes, des
Golden Retrievers, des Labrador Retrievers, des Gro3en Minsterlanders und
der Deutschen Dogge angehorten. Die Gruppe bestand aus normalgewichtigen
und Ubergewichtigen Hunden, wobei der Groldteil normalgewichtig war.
Teilweise wurden die Tiere im Vorfeld mit verschiedenen Schmerzmitteln und
teilweise Cortison vorbehandelt. Die Medikamente wurden ca. eine Woche vor
der Operation abgesetzt. Die gezeigten Symptome waren Schwache der
Hinterhand, Unwilligkeit zu Springen oder Treppen zu steigen, Schleifen der
Pfoten der HintergliedmalRen und Schmerzen im Bereich der kaudalen
Wirbelsaule. Die Gruppe der gesunden Hunde wies ein Alter zwischen 6
Monaten und 11 Jahren auf und beinhaltete Vertreter von kleinen und grof3en
Hunderassen wie dem West Highland White Terrier, dem Golden Retriever und
der Deutsche Dogge. Bei ihnen erfolgte die Probenentnahme unmittelbar nach
Eintritt des Todes aufgrund einer anderen Erkrankung. Die Proben wurden bei
beiden Gruppen mittels einer Laminektomie im Bereich des letzten
Ledenwirbels und des ersten Kreuzbeinwirbels gewonnen. Die Haut wurde
zunachst im Bereich des lumbosakralen Ubergangs mittels Skalpell eroffnet und
die subkutane Fettprobe aus der Unterhaut entnommen. Im Anschluss wurde
die Muskulatur in dem Bereich prapariert und ein Zugang zu den Wirbelkodrpern
geschaffen. Im nachsten Schritt wurden die Wirbelkdrper des letzten

Lendenwirbels und des ersten Kreuzbeinwirbels im Bereich der Bandscheibe
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von dorsal aufgefrast und der Rickenmarkskanal erdffnet. Nach dessen
Eroffnung wurde ein Teil des epiduralen Fettgewebes entnommen, welches im
Zuge der Prozedur ansonsten entsorgt worden waren. Die Fettproben wurden
direkt nach der Entnahme in flissigem Stickstoff eingefroren und verblieben in
einem Tiefkdhlfach bei -80° bis zur weiteren Bearbeitung. Der Verschluss der

Operationswunde erfolgte danach Schichtweise.

Im Anschluss erfolgte die Bestimmung der Genexpression der mRNA von IL-6,
IL-10, TNFa, Leptin, Substanz P, CRP, CGRPa, HMGB1, TLR4 und RAGE wie

unter 5.2.3 beschrieben.

5.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Bei der PCR handelt es sich um ein enzymatisches Verfahren zum Nachweis
von Sequenzen eines Einzel- oder Doppelstrang DNA-Molekils (KLEPPE et al.
1971). Die Reaktion kann in 3 Schritte unterteilt werden. Zunachst erfolgt die
Denaturierung der Doppelstrang-DNA von welcher die Sequenzen bestimmt
werden sollen. Dafur wird die zu untersuchende Probe auf eine Temperatur von
ca. 95°C erhitzt. Dadurch kommt es zur Teilung der Doppelstrange in
Einzelstrange. AnschlieRend wird wahrend der Hybridisierung die Temperatur
auf ca. 55°C abgesenkt, um die Anlagerung der Primer, kurze Oligonukleotide,
zu ermoglichen. Diese bilden den Startpunkt der DNA-Synthese, welche immer
in 5°-3"-Richtung ablauft. Im letzten Schritt, der Elongation, erfolgt die erneute
Erwarmung der Probe auf 72°C, um optimale Bedingungen flr die DNA-
Polymerase, Tag-Polymerase, zu schaffen, welche eine exakte Kopie der
jeweiligen Einzelstrange produziert, beginnend bei den Primern. Die Tag-
Polymerase hat ihren Namen vom Bakterienstamm Thermus aquaticus
erhalten, von welchem sie isoliert wurde. Dieser Bakterienstamm hat sein
Temperaturoptimum bei 74°C. Die Polymerase synthetisiert 2800 Nukleotide in
der Minute. Bei einem Zyklus der PCR erfolgt eine Verdoppelung der
urspringlichen Doppelstrang DNA (MULLIS und FALOONA 1987; LINZ und
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DEGENHARDT 1990; MULHARDT 2009). Dieser Zyklus wird mehrere Male
durchlaufen, um ausreichend DNA zur Identifikation zur Verfugung zu haben.
Die Detektion der amplifizierten DNA erfolgt mittels Elektrophorese. Dabei
kommt es zur Auftrennung der Fragmente anhand ihrer Grofke in Agarose-Gel
und anschlieBender Farbung mittels des fluoreszierenden Farbstoffes
Ethidiumbromid. Ein eingebrachter Grolenmarker ermdglicht die Zuordnung
der Fragmente nach ihrer relativen GroRe (GYLLENSTEN und ERLICH 1988;
KEMP et al. 1989; SAIKI et al. 1988; LINZ und DEGENHARDT 1990). Die
Darstellung erfolgt unter UV-Licht, welches eine Intensitat von 254nm besitzt
(HIGUCHI et al. 1992; HIGUCHI et al. 1993). Im Rahmen dieser Arbeit wird die

real-time PCR verwendet, welche wie unter 5.2.2 durchgefuhrt wird.
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Abb. 12: Das Prinzip der PCR. Denaturierung der DNA bei einer Temperatur von
94°C. AnschlieBendes Annealing unter Abkihlung der Temperatur auf 55°C um das
Anlagern des Primers an den aufgespaltenen DNA-Doppelstrang zu ermdglichen.
Wahrend der Elongation erfolgt die erneute Erhitzung auf 72°C um die Neusynthese
der DNA durch die Polymerase zu gewéhrleisten (modifiziert nach MULHARDT 2009).
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5.2.1. Reverse Transkription-PCR

Die RT-PCR wird unter anderem zur Herstellung einer DNA aus mRNA benotigt
um anschlieend die PCR durchfiihren zu kénnen. Zunéchst ist die Herstellung
einer cDNA notwendig, anhand welcher im Anschluss die PCR durchgefuhrt
werden kann. Dieser Schritt wird als Reverse Transkription bezeichnet und wird
mit Hilfe der Reversen Transkriptase (RTase) durchgefihrt. Dabei handelt es
sich um ein Enzym, welches von Retroviren stammt. Im Abschluss lauft anhand
dieser neu synthetisierten DNA die PCR ab (LINZ und DEGENHARDT 1990).
Zunachst lagern sich Oligonucleotide an das 3"-Ende der mRNA. Von da
ausgehend, wird mit Hilfe der RTase ein mMRNA/DNA-Hybrid synthetisiert. Nach
der Denaturierung dieses Stranges kann anhand der entstandenen cDNA die
PCR ablaufen. Es kommen verschiedene RTasen zum Einsatz. Je nach Aufbau
oder Lange der Ausgangs-RNA wird zwischen Einpuffer und Zweipuffer RT-
PCR unterschieden. Bei der Einpuffer RT-PCR wird fir die RTase und die DNA-
Polymerase der selber Puffer verwendet. Teilweise ist die Durchfiihrung in
einem Gefal? moglich, was diese Methode einfacher gestaltet. Sie wird vor
allem fir den Nachweis geringer mMRNA-Mengen eingesetzt. Bei der Zweipuffer
RT-PCR werden zwei unterschiedliche Reaktionspuffer benétigt, sowie
verschiedene ReaktionsgefalRe. Daher ist die Variante aufwendiger (MULLER
und PRANGE 2016). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Einpuffer RT-PCR

verwendet.
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a Bindung des 3"-Oligonucleotides an die mRMNA
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¥- 1-5

b Synthese des mEMA/DMA-Hy brides
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= 5

c Denaturierung, Annealing & Elongation

Abb. 13: Schematische Darstellung der RT-PCR. a Die einzelstrangige mRNA (blau)
wird an dessen 3'-Ende durch das 3'-Oligonucleotid gebunden. b Durch die
Elongation des 3'-Oligonucleotids entsteht ein mRNA/DNA-Hybrid. ¢ In den
anschlieBenden PCR-Zyklen binden die 5'- und 3'-Oligonucleotide, die aus der
Reversen Transkription entstandenen DNA-Strange und die Amplifikation findet statt
(modifiziert nach MULLER und PRANGE 2016).
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5.2.2. Real-time PCR

Bei der gPCR wird in Echtzeit die PCR-Produktion mittels Fluoreszenzfarbstoff
wahrend des Zyklus dargestellt und nicht erst nach Vollendung der Zyklen.
Dabei werden 2 Verfahren unterschieden. Zum einen werden bei der
unspezifischen gPCR alle doppelstrangigen DNA-Produkte mittels Cyber Green
dargestellt, welcher unspezifisch an die DNA bindet. Bei der spezifischen qPCR
kommen spezifische Sonden zum Einsatz, welche mit einem
Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind und nur an bestimmte DNA-Sequenzen
binden. Umso heller der Farbstoff dargestellt wird, umso mehr Amplifikate
wurden mittels qPCR hergestellt. Die Messungen werden in einer
Amplifikationskurve dargestellt und stellen so die Menge an entstandener Ziel-
DNA graphisch dar (HUGGETT et al. 2005; NOLAN et al. 2006). Der Vorteil
dieser Methode besteht darin, dass die Quantitdt der entstandenen DNA-
Produkte direkt wahrend der Amplifizierung abgelesen werden kann. Mit Hilfe
einer Lichtquelle in einem Nanometerbreich unter 495, werden die Farbstoffe
angeregt. Die Auswertung erfolgt pro Replikationszyklus anhand der
Fluoreszenzintensitat. Diese wird mittels optischer Detektionseinheiten
abgelesen (MULLER und PRANGE 2016).

37



5.2.3. Durchfiihrung der m-RNA- Quantifizierung

Die Fettproben wurden aus dem -80°C Tiefkuihischrank enthommen und in

gefrorenem Zustand weiter verarbeitet.
5.2.3.1. RNA-Extraktion

Die subkutanen und epiduralen Fettproben wurden zunachst in entsprechend
beschriftete Eppendorfgefalle (Eppis) verbracht. Zu grole Proben wurden auf
einem gekuhlten Metallblock mit Hilfe eines Skalpells in entsprechende Grofien
zerkleinert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von Trizol und die
Homogenisierung mit Hilfe einer Ultraschallsonde. Das Trizol dient der Lyse der
Zellen und der Inaktivierung der RNAsen. Der Ultraschall fahrt zur
mechanischen Zerkleinerung. Die im nachsten Schritt durchgeflhrte
Zentrifugation fuhrte zur Ablagerung von Polysacchariden, Bestandteilen der
Matrix und DNA als Pellet. Der Uberstand wird in ein neues GefaR Uberfiihrt.
Die anschlieRende Inkubation dient der Abspaltung der Nukleoproteinkomplexe.
Das zugesetzte Chloroform |6st denaturierte Proteine und die DNA heraus.
Durch die Zentrifugation erfolgt die Teilung in eine organische (DNA und
Proteine) und eine wassrige (RNA) Phase. Im nachsten Schritt wird die
organische Phase verworfen. Das zugeflgte Isopropanol verdrangt die
Hydrathille und fuhrt damit zur Ausfallung der RNA. Nach der Zentrifugation
verbleibt ein RNA-haltiges Pellet. Durch mehrmalige Zugabe von Ethanol
werden madgliche Reste von Isopropanol oder andere Rickstande entfernt. Das
im letzten Schritt der Extraktion zugefiigte DEPC-Wasser fuhrt zur Aufldsung

der Pellets. Im Anschluss erfolgt die Quantifizierung der RNA.
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Tabelle 1: Protokoll RNA-Extraktion

Arbeitsschritt

Beschreibung

Zeit

Uberfiihren der Proben in
2ml Eppendorfgefalle

Homogenisieren der
Probe

Reinigen des
Ultraschallkopfes

Zentrifugieren
1. Uberstand

Trennung von
Nukleoproteinen
Chloroform
Separation

Zentrifugieren
Isopropanol vorlegen

2. Uberstand

Mischen
Ausféllen

Zentrifugieren
Pellet sichern
Waschen |

Zentrifugieren

Vorbereitung der Proben
unter Kuhlung auf
Trockeneis

1000pl Trizol
hinzugeflgt,

Trizol lysiert Zellen und
inaktiviert die RNasen

Mechanische
Zerkleinerung der Probe
mittels Ultraschall

Je einmal in Ethanol und
anschlieRend in DEPC
tauchen

Bei 4°C bei 1200q
Uberstand in 1,5ml
EppendorfgefalRe
Uberfihren

Stehen lassen bei
Raumtemperatur

Je 200ul (Iml Trizol)
dazu

Stehen lassen bei
Raumtemperatur

Bei 4°C bei 1200q

500p! (Iml Trizol) in neue

1,5ml Eppendorfgefalie
Klare Phase (enthalt
RNA) von der roten
Phase durch pipettieren
trennen

Uberstand in neue mit
Isopropanol gefillte
Eppendorfgefalie
pipettieren

vortexen

Bei -20°C im
vorgekuhlten Rack im
Eisschrank

Bei 4°C bei 15000q
Uberstand abgieRRen,
Pellet trocknen

1ml 70% Ethanol dazu
geben und vortexen
Bei 4°C bei 15000q

2x 20 Sekunden

10 Minuten

5 Minuten
15 Sekunden
3 Minuten

20 Minuten

Uber Nacht

15 Minuten

10 Minuten
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Pellet sichern

Waschen |l

Uberstand abgiefRRen,
Pellet trocknen

1 ml Ethanol 100%
dazugeben und vortexen

Zentrifugieren Bei 4°C, bei 15000q 10 Minuten
Pellet sichern Uberstand abgieBen und 20 Minuten
Eppendofgefale
umgedreht trocknen
Pellet I6sen Je nach Pelletgrof3e 15
oder 30ul DEPC H20
hinzufiigen
Tabelle 2: verwendete Materialien
Material Funktion Hersteller
2ml Eppendorfgefald Probengefal} Thermo Fisher Scientific

Inc.,Waltham, MA, USA

Micro Amp 8-Cap Strips

VerschlieRen der 8er
Stripes

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Micro Amp 8-Tube
Strips

Probengefal} fir die
Zugabe der Primer

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Micro Amp 96-Well
Support Bases

Halterung der 96-Loch-
Platte

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Micro Amp Fast Optical
96-Well
Reaction Plates

Probengefal} fir die
PCR

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Micro Amp Optical
Adhesive Films

VerschlieRen der 96-
Loch-Platte

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Tabelle 3: verwendete Reagenzien

Material

Hersteller

DNAse-Inactivation Reagent

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Random-Hexamer

Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

dNTPs Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Munchen

RT-Puffer Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

0,IM DTT Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

RT-Enzym Thermo Fisher Scientific
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Inc.,Waltham, MA, USA

cDNA-Mix Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Strip Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Primer Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Tagman Mastermix Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Isopropanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Minchen

Chloroform Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Minchen

TURBO DNAse Buffer Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

Ethanol 70% / 100% Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Munchen

DEPC-Wasser Sigma-Aldrich Chemie GmbH, D-
Munchen

TRIzol-Reagenz Thermo Fisher Scientific
Inc.,Waltham, MA, USA

5.2.3.2. Quantifizierung der RNA-Menge

Zur Bestimmung der tatséchlichen RNA-Menge und des Reinheitsgrades der
Proben wurde jeweils 1pl der Probe auf das Spektrometer gegeben. Dieses
misst die Absorptionsmenge des Lichtes bei 260nm und bei 280nm. RNA hat
ein Absorptionsmaximum von 260nm, da die Proben nach der oben
beschrieben Verarbeitung lediglich RNA enthalten, dient diese Messung, unter
Berucksichtigung des Verdinnungsfaktors, zum Nachweis der tatsachlichen
RNA-Menge. Proteine haben ihr Absorptionsmaximum bei 280nm. Diese
Messung wird zur Bestimmung des Reinheitsgrades der Probe verwendet. Der
Quotient gebildet aus den beiden Absorptionsmaxima gibt den Reinheitsgrad
der Proben an. Dieser sollte sich in einem Bereich von 1,9 bis 2,1 befinden. Ein
Wert der sich unter diesem Bereich befindet, zeigt eine Verunreinigung auf. Im
Anschluss an die Quantifizierung wurden die Proben durch Zugabe von

autoklaviertem RNAse freiem DEPC Wasser auf eine einheitliche Konzentration
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von 250ng/pl beziehungsweise auf 125 ng/ul gebracht und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -50°C gelagert.
5.2.3.3. Reverse Transkription der RNA

Mit Hilfe der Reversen Transkription wird aus der RNA eine DNA erstellt. Nur
anhand dieser ist die Durchfihrung der Polymerasekettenreaktion moglich. Da
die PCR mit Hilfe einer Taqg-Polymerase erfolgt, welche nur an eine DNA
anlagern kann. Im ersten Schritt erfolgt die Aufspaltung der mRNA bei 65°C um
das Anlagern des Random Hexamer (Primer) zu ermdglichen. Das zugegebene
DTT (Dithiothreitol) dient als Reduktionsmittel ebenfalls der Aufspaltung der
RNA. Der Primer bindet an einer komplementaren Basenfolge des RNA-
Stranges. Im Anschluss erfolgt die Anlagerung der RNA-abhangigen DNA-
Polymerase. Diese erstellt bei einer Temperatur von 37°C eine Kopie des RNA-
Stranges in Form einer DNA. Die Inaktivierung der Polymerase erfolgt bei 90°C.
Zur Kontrolle einer moglichen Verunreinigung wahrend der Durchfihrung
wurden zwei Kontrollen angefertigt. Diese sind in der Tabelle als Blankl und 2

aufgefuhrt.

Tabelle 4: Protokoll Reverse Transkription

Auftauen Proben und Reagenzien  Ca. 30 Minuten
auf Eis auftauen
,Tubes* beschriften 0,2ml EppendorfgefalRe

beschriften, plus 2
zusatzliche fiur die Blanks

Primer-Mix (RT1) 5ul DEPC Wasser
herstellen 1pl Random Hexamer
1pl ANTPs
in jede Vertiefung der 8er
Stripes
Vorlegen RNA-Primer- In jede Vertiefung der 8er
Mix Stripes

7pl Primer-Mix vorlegen
4ul RNA dazugeben
In Blank 1 Primer-Mix +
4ul DEPC Wasser
Mischen vortexen Ca. 5 Sekunden
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Zentrifugieren bei 10009 Ca. 30 Sekunden

Reverse Transkription im 65°C 10 Minuten
RealTime Cycler
RT-Mix 2 4ul RT Puffer
2l steriles Wasser
2ul 0,AM DTT
1pl RT-Enzym
RT-Mix 2 in die Proben Proben aus dem
geben RealTime Cycler nehmen

und auf Eis lagern

In alle Proben 9ul RT-
Mix2 zentrifugieren

In Blank2 9ul RT-Mix2+
11pl DEPC Wasser

pipettiert
RealTime Cycler 37°C 1h
90°C 5 Minuten
4°C =
Verdlnnung Verdunnung auf 5ng/ul

durch Zugabe von 180yl
steriles Wasser

~Backup” Entnahme von 90ul pro
Probe und als ,Backup”
bei -40°C lagern

5.2.3.4. Real-Time PCR

Fur die RealTime PCR wurde ein PCR-Mix aus autoklaviertem Wasser, Master-
Mix und dem jeweiligen Primer hergestellt. In dem Master-Mix sind die DNA-
Polymerase und die dNTPs enthalten. Dieser Mix wurde in jedes Well der 96-
Loch-Platte pipettiert. Im Anschluss wurden in Doppelbestimmung die cDNA zu
dem PCR-Mix gegeben. Die Platte wurde mit Hilfe einer selbstklebenden Folie
luftdicht verschlossen. Im Anschluss wurde die Platte zentrifugiert und in den
RealTime Cycler gegeben. In diesem lief die PCR wie in der Tabelle
beschrieben tber 40 Zyklen ab. Die Auswertung erfolgte parallel mit Hilfe des
StepOne-Programms. Die PCR wurden nach diesem Schema fur alle Gene
durchgefuhrt, sowie fur 4 endogene Kontrollen (GAPDH, [(-Actin, CANX und
B2M) und die beiden Negativkontrollen Blank 1 und 2.
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Bei den endogenen Kontrollen handelt es sich um Gene, welche stets in der
Zelle vorkommen. Sie dienen der Zellstruktur oder dem Zellstoffwechsel und
werden von Einflissen wie Entziindungen, Fieber oder Hormonausschuttungen
nicht beeinflusst. Ihre PCR-Daten werden mit den PCR-Daten der zu
untersuchenden Gene verrechnet um mdogliche Unterschiede auszugleichen.
Ein Test der Stabilitat der verschiedenen potenziellen endogenen Kontrollen

(B2M, GAPDH, B-Actin) ergab, dass CANX das stabilste Gen darstellte.

Demnach erfolgte die Auswertung anhand dieses Gens.

Tabelle 5: Protokoll Real-Time PCR

Vorbereitung

Proben und Reagenzien
auftauen

ca. 30 Minuten

PCR-Mix herstellen

3,5ul autoklaviertes
Wasser

5ul Master-Mix
0,5ul Primer

Vorlegen 9ul in jedes Well einer 96
Loch-Platte
cDNA zufligen 1pl jeder Probe in

Platte verschlieRen

Doppelbestimmung in die
Wells pipettieren

Im Anschluss die 96-
Loch-Platte mit Hilfe
einer Klebefolie luftdicht
verschlieRen

Zentrifugieren bei 10009 ca. 1 Minute
Real Time Cycler Einlegen der Platte in das
Schubfach des Cyclers
Aktivierung der DNA- bei 50°C 2 Minuten
Polymerase
Denaturierung bei 95°C 10 Minuten
Denaturierung bei 95°C 15
Sekunden 40x
Annealing, Elongation bei 60°C 60
Sekunden
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5.2.3.5. Auswertung

Zur Bestimmung der Expression des Zielgens, wird dieses mit der Expression
der endogenen Kontrolle gegen gerechnet. Durch diese Normalisierung
verringert sich die Varianz des Zielgens. Die Berechnung der
Expressionsunterschiede erfolgt anhand der AACT-Methode. Der dafir
bendtigte CT-Wert (,cycle threshold®) ist der Punkt an dem in allen
Probengefal3en die gleiche Menge synthetisierter DNA vorhanden ist. Der CT-
Wert richtet sich nach einem definierten Fluoreszenzniveau, welches nach einer
undefinierten Zahl an PCR-Zyklen erreicht wird. Zur Normalisierung der
Expression wird zun&chst der CT-Wert der endogenen Kontrolle vom CT-Wert
des Zielgens subtrahiert (ACT= CT Zielgen — CT endogene Kontrolle). Im
nachsten Schritt wird vom ACT-Wert der Proben der ACT-Wert einer Kontrolle,
einer biologischen Kontrollgruppe, abgezogen (AACT= ACT Zielgen — ACT
Kontrolle). Bei einer optimalen PCR erfolgt die Verdopplung der DNA-Menge in
jedem Zyklus. Daher lasst sich die relative Menge mit RQ= 22T ermitteln
(PFAFFL 2004). Bei dem durchgefihrten Versuch erfolgte die PCR im
Doppelversuch. Daher wurde der Mittelwert beider CT-Werte (CT-Mean)
errechnet und mit diesem die weitere Rechnung durchgefuihrt. Die Effizienz der
PCR wird vom Hersteller der verwendeten Reagenzien mit einer Effizienz von
100% +10% angegeben. Daher erfolgte die Rechnung der relativen Menge wie
beschrieben.

Mit Hilfe des Programms GraphPad Prism erfolgten die graphische Darstellung
der RQ-Werte sowie die statistische Auswertung. Diese erfolgte mit Hilfe einer
ein-faktoriellen ANOVA, bei Vorliegen einer Normalverteilung wurde ein
parametrischer Test (t-Test) angeschlossen. Lag keine Normalverteilung vor
wurde der Mann-Whitman Test (nicht-parametrischer Test) angewendet. Ein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen liegt vor, wenn p < 0,05

ist.
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5.3. Magnetresonanztomographie

Das MRT stellt seit seiner Entdeckung im Jahr 1964 ein wichtiges bildgebendes
Diagnostikum dar (REISER und SEMMLER 1997). Die Grundlage bilden die
Wasserstoffatome, die im Korper vorhanden sind. Sie bestehen aus einem
Proton und einem Elektron, wobei das Proton sich um sich selbst dreht. Diese
Eigenbewegung wird Spin genannt. Werden die Protonen in ein auleres
Magnetfeld eingebracht, verandert sich ihr Spin. Sie richten sich parallel oder
antiparallel zu dem aulieren Magnetfeld aus. Diese Ausrichtung wird als
Prazessionsbewegung bezeichnet und geschieht immer mit einer bestimmten
Frequenz, der Lamorfrequenz. Es richten sich immer mehr Protonen parallel
aus, da es energetisch gunstiger ist. Der energetische Unterschied der
parallelen und antiparallelen Spins stellt sich als Langsmagnetisierung in der Z-
Ebene dar. Wird nun ein elektromagnetischer Hochfrequenzimpuls mit einer
Frequenz, welcher der Lamorfrequenz entspricht, ins Gewebe eingebracht,
kippt die Langsmagnetisierung aus der Z-Ebene in die XY-Ebene, transversale
Magnetisierung. Das System wird angeregt. Die Bewegung der transversalen
Magnetisierung induziert in einer Empfangsspule eine Wechselspannung, deren
Frequenz der Lamorfrequenz entspricht und das MR-Signal darstellt. Mit Hilfe
von Computern wird daraus uber die Fourier Transformation das MRT-Bild
erstellt. Nach der Anregung durch den Hochfrequenzimpuls, nimmt die
Magnetisierung in der XY-Ebene langsam ab und baut sich erneut in der Z-
Ebene auf. Dieser Vorgang wird als longitudinale Relaxation bezeichnet. Die
dabei frei werdende Energie wird an die Umgebung, ,Gitter”, abgegeben und
wird daher auch als Spin-Gitter-Relaxation bezeichnet. Die Zeit, T1, die fur
diesen Vorgang bendtigt wird, ist abhangig von der Starke des auleren
Magnetfeldes. Die Spins beeinflussen sich zusatzlich gegenseitig. Jeder Spin
besitzt ein eigenes Magnetfeld, welches eine Wirkung auf die anderen Spins
ausubt. Damit andert sich permanent die Starke der Magnetfelder der Spins,
indem sie untereinander Energie abgeben und aufnehmen. Dabei kommt es zu
keiner Energieabgabe an die Umgebung. Dieser Vorgang wird als transversale

Relaxation bezeichnet oder auch Spin-Spin-Relaxation und bewirkt die
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Abnahme der transversalen Magnetisierung und damit des MR-Signals. Er wird
durch das auliere Magnetfeld nur in geringem MalRe beeinflusst. Die
Zeitkonstante wird als T2 bezeichnet. Drei wesentliche Faktoren sind fur die
Intensitat des MR-Bildes entscheidend. Diese sind die Protonendichte des
Gewebes, die T1-Relaxationszeit und die T2-Relaxationszeit. Die T1-Zeit gibt
an wie schnell die Protonen nach einer Anregung erneut angeregt werden
konnen und sind fur die Signalintensitat wichtig. Die T2-Zeit gibt die Zeit bis
zum Erléschen des MR-Signals nach einer Anregung an. Diese Zeiten kdnnen
beeinflusst werden und je nachdem ist das MR-Bild T1- oder T2-gewichtet und
unterscheidet sich in seinem Gewebekontrast. In einem T1-gewichteten Bild
erscheint Fett hell und Wasser dunkel, wahrend bei T2 beides hell dargestellt
wird (REISER und SEMMLER 1997; WEISHAUPT et al. 2013).
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5.3.1. Messung der subkutanen Fettschicht im MRT

Um die Menge des Fettgewebes zu bestimmen und zu Vergleichen wurde die
Strecke von der Hautoberflache mit zum Epiduralraum des lumbosakralen
Ubergangs gemessen und anschlieRend die Dicke der subkutanen Fettschicht
des Hundes. Diese Strecken wurden rechnerisch miteinander ins Verhéltnis
gesetzt um den prozentualen Anteil der subkutanen Fettschicht zu bestimmen.
Diese Messungen erfolgten anhand von MRT-Bildern des
Lendenwirbelbereichs eines 3 Tesla MRTs (Siemens Verio) im Sagittalschnitt in
T1-Wichtung mit Hilfe des Bildverarbeitungsprogramms des EasyVet-
Programms. Die Kontrollgruppe fiir die Messung der Fettschicht besteht aus 9
Deutschen Schéaferhunden, welche sich in einem Alter von 1-3 Jahren befanden
und weder klinische Symptome noch MRT-Befunde im Bereich des
lumbosakralen Ubergangs aufzeigten. Es waren 2 mannliche und 7 weibliche

Hunde vertreten, die ein normales Korpergewicht aufwiesen.
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Department Vero Kentierkink Chirurgie L1 Gie
A Bahie 0

Abb. 14: Messung der subkutanen Fettschicht auf Hoéhe des lumbosakralen
Ubergangs eines erkrankten Hundes im MRT-Bild: Saggittalausrichtung in T1-
Wichtung. Bild A: Messung der Gesamtstrecke von der Hautfaszie bis zum
Epiduralraum. Bild B: Messung der subkutanen Fettschicht
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5.3.2. Messung der epiduralen Fettschicht im MRT

Die Messung des epiduralen Fettes am lumbosakralen Ubergang erfolge mit
Hilfe des Programms Amira 4.1. Daflr wurde anhand der MRT-Bilder eines 3
Tesla MRTs in Transversalausrichtung in T2-Wichtung die Flache des
epiduralen Fettgewebes oberhalb der Bandscheibe zwischen dem letzten
Lendenwirbel und dem ersten Kreuzbeinwirbel in 3 Schnitten bestimmt. Mit
Hilfe des Programms wurde zum einen die Flache des epiduralen Fettes in
transversaler Ausrichtung markiert, zum anderen die der Cauda equina Fasern.
Das Amira-Programm hat anhand der 3 Schnitte das Volumen sowohl des
Fettes als auch der Cauda equina Fasern berechnet. Aus diesen beiden Werten
wurde das Verhaltnis rechnerisch bestimmt, um den prozentualen Anteil des

Fettgewebes zu erhalten.

5 _ T A

Abb. 15: Messung der Menge des epiduralen Fettes (in Lila hervorgehoben) und der
Cauda equina Fasern (in Tiirkis hervorgehoben) im MRT-Bild in T2-Wichtung im
Transversalschnitt.
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6. Ergebnisse

6.1. Messungen der Zytokinkonzentrationen von

Fettgewebsiiberstanden mittels Zytokin-Bioassays

Im Institut fUr Veterinarphysiologie der Justus-Liebig-Universitat GieRen wurde
von der Projektgruppe von Professor Rummel durch Dr. Verena Peek bereits
Versuche an Fettgewebskulturen des epiduralen Fettgewebes durchgefuhrt. Die
Methode wurde in der Dissertation von Frau Dr. Peek genau dargestellt (PEEK
2017), die Ergebnisse zu den Hunden allerdings nicht und werden im
Folgenden beschrieben. Dabei wurde epidurales und subkutanes Fettgewebe
von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden entnommen
und Kkultiviert. Die Kulturen wurden im Anschluss mit Lipopolysacchariden
(LPS), HMGB1 und einer Phosphat-gepufferten Salzlésung (PBS) inkubiert und
mittels Zytokin-Bioassay die Menge an IL-6 und TNFa im Fettgewebsuberstand
bestimmt. Dabei konnte ein signifikanter Unterschied in der Ausschittung dieser
Adipozytokine zwischen dem epiduralem und dem subkutanem Fettgewebe
nachgewiesen werden. Es zeigte sich, dass das epidurale Fettgewebe eine
signifikant hdhere Ausschittung der genannten Adipozytokine aufweist als das
subkutane Fettgewebe. Die Ausschuttung von TNFa zeigt bei der Inkubation mit
LPS einen signifikanten Anstieg beider Fettgewebstypen im Vergleich zur
Inkubation mit PBS (p < 0,0001), sowie zwischen den Lokalisationen des
Fettgewebes (p = 0,0002) und im direkten Vergleich des epiduralen
Fettgewebes (p = 0,0004). Es zeigte sich, dass das epidurale Fettgewebe eine
signifikant hohere Ausschuttung nach der Inkubation mit LPS aufwies als das
subkutane Fettgewebe. Dieser Effekt konnte auch bei der Inkubation mit
HMBG1 nachgewiesen werden (p = 0,0313), wenn auch nicht in so
ausgepragtem Male. Die Konzentration von IL-6 zeigte eine ahnliche Tendenz.
Far den Haupteffekt Behandlung wurde ein signifikanter Unterschied zwischen

der Inkubation mit PBS und LPS (p < 0,0001) nachgewiesen. Dieser konnte
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gleichermallen im Vergleich des epiduralen Fettgewebes welches einmal mit
PBS und einmal mit LPS inkubiert wurde, aufgezeigt werden (p = 0,0022),
sowie in der Betrachtung der beiden Lokalisationen des Fettgewebes (p =
0,0009). Die Ausschittung von IL-6 nach der Inkubation mit HMGB1 wies ein
ahnliches Verhalten auf. Die Betrachtung der beiden verschiedenen
Inkubationen zeigte eine signifikant hohere Ausschuttung bei der Behandlung
mit HMGB1 (p = 0,0001). Dieser signifikante Unterschied wurde auch bei der
Betrachtung des epiduralen Fettgewebes (p = 0,0025) und der verschiedenen

Fettgewebslokalisationen (p < 0,0001) nachgewiesen.
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Abb. 16: Darstellung der Zytokinkonzentration in Fettgewebsiiberstanden der am Cauda
equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden in Abhangigkeit der Behandlung der
Fettgewebekulturen mit HMGB1 oder LPS. Die Graphen A und B zeigen die Konzentration
von TNFa nach Inkubation mit PBS und LPS (A) oder PBS und HMGB1 (B). Die Diagramme
C und D stellen die Konzentration von IL-6 nach Inkubation mit PBS und LPS (C) und PBS
und HMGB1 (D) dar. Dargestellt wird der Mittelwert mit Standartabweichung. Die
Inkubation mit PBS erfolgt als Kontrollkulturen. In allen Ansatzen konnte eine signifikant
hohere Ausschiittung von IL-6 und TNFa im epiduralen Fettgewebe im Vergleich zum
subkutanen Fettgewebe aufgezeigt werden. Die Berechnung der Signifikanz der Inkubation
des epiduralen Fettgewebes mit PBS und LPS bzw. HMGB1 erfolgte mittels Post-hoc-Test.
(A) ##H# p < 0,0001; *** p = 0,0004; §8§§ p = 0,0002; (B) § p = 0,0313; (C) ### p < 0,0001; ** p =
0,0022; §§§ p = 0,0009; (D) ### p = 0,0001; ** p = 0,0025; §§§8 p < 0,0001.
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6.2. Bestimmung der Entziindungsmediatoren des

epiduralen und subkutanen Fettgewebes mittels PCR

Es erfolgte der quantitative Nachweis mehrerer Adipozytokine mittels PCR, fur
welche ein Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen in der
Humanmedizin und Veterinarmedizin bereits nachgewiesen werden konnte.
Daruber hinaus erfolgte die erneute Betrachtung der Adipozytokine, welche in
dem Versuch von Dr. Verena Peek (6.1) bereits untersucht wurden. Der
Versuch stutzt sich insgesamt auf die Untersuchung von 10 Adipozytokinen. Bei
diesen handelt es sich um die Zytokine TNFa, IL-6, IL10, sowie folgende
weitere Mediatoren: CRP, Substanz P, CALCa, Leptin und HMGB1 sowie
dessen zwei Rezeptoren RAGE und TLR4. Die Ergebnisse der Real-Time PCR
wurden mit den endogenen Kontrolle CANX gegen gerechnet und relativ
quantifiziert, da die Ergebnisse mit CANX der getesteten potenziellen

endogenen Kontrollen am stabilsten waren.
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6.2.1. Relative Expression von IL-6 im epiduralen und

subkutanen Fettgewebe

Der quantitative Nachweis der mRNA von IL-6 aus dem subkutanem und dem
epiduralem Fettgewebe der am Cauda equina Kompressions-Syndrom
erkrankten Hunde und der gesunden Kontrollgruppe zeigte eine signifikante
Erhdhung von IL-6 im epiduralem Fettgewebe der erkrankten Hunde (p =
0,0297). Dieses Ergebnis deckt sich mit dem bereits durchgeflihrten Versuch
der Fettgewebsuberstande (6.1). In der Betrachtung des subkutanen
Fettgewebes konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den erkrankten

Hunden und Kontrollgruppe nachgewiesen werden.
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Abb. 17: Graphische Darstellung der Expression von IL-6 aus epiduralem und
subkutanem Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
und gesunden Hunden.

Die Darstellung erfolgt als Mittelwert mit Standartabweichung. Diagramm A zeigt eine
signifikante Erhéhung der IL-6 Expression des epiduralen Fettgewebes der an CES
erkrankten Hunde im Vergleich zur Kontrollgruppe. Im subkutanem Fettgewebe zeigt
sich kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (B).

(A) Hauptfaktor Krankheit * p = 0,0297.
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6.2.2. Relative Expression von IL-10 im epiduralen

und subkutanen Fettgewebe

Die Messung der relativen Expression von IL-10 aus dem epiduralem
Fettgewebe der am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde
zeigte keine signifikant hohere Ausschittung der erkrankten Hunde als im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Im subkutanem Fettgewebe konnte
auch kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen

nachgewiesen werden.
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Abb. 18: Graphische Darstellung der Expression von IL-10 aus epiduralem und
subkutanem Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
und gesunden Hunden. Da es sich bei den Ergebnissen der relativen Expression um
eine Normalverteilung handelt, erfolgt die Darstellung als Mittelwert mit
Standartabweichung. Diagramm A zeigt keine signifikante Erhéhung der IL-10
Expression des epiduralen Fettgewebes der am Cauda equina Kompressions-
Syndrom erkrankten Hunde im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe. Im
subkutanem Fettgewebe zeigt sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Gruppen (B).

55



6.2.3. Relative Expression von TNFa im epiduralen

und subkutanen Fettgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die relative Messung der TNFa mRNA-
Expression eine signifikant hohere Bildung im epiduralem Fettgewebe der am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde als im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe (p = 0,0177). Dieser Unterschied konnte auch in der
Messung des subkutanen Fettgewebes nachgewiesen werden, auch wenn sich
die Signifikanz des epiduralen Fettgewebes ausgepragter darstellte (p =
0,0212).
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Abb. 19: Graphische Darstellung der Expression von TNFa aus epiduralem und
subkutanem Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten und
gesunden Hunden. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert mit Standartabweichung.
Diagramm A zeigt eine signifikante Erhéhung der TNFa Expression des epiduralen
Fettgewebes der am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde im
Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. Im subkutanem Fettgewebe konnte ebenfalls
eine signifikant héhere Ausschiittung der erkrankten Tiere nachgewiesen werden (B). (A)
Hauptfaktor Krankheit * p = 0,0177; (B) Hauptfaktor Krankheit * p = 0,0212.
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6.2.4. Relative Expression von Leptin im epiduralen

und subkutanen Fettgewebe

In der Bestimmung der relativen Expression von Leptin konnte im epiduralen
Fettgewebe der Kontrollgruppe eine signifikant hohere Expression
nachgewiesen werden als im Vergleich zur Gruppe der am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde (p = 0,0044). Das gleiche Ergebnis
stellte sich im subkutanen Fettgewebe dar (p = 0,0297). Die Signifikanz fur das

epidurale Fettgewebe fallt jedoch deutlich hoher aus.
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Abb. 20: Graphische Darstellung der Expression von Leptin aus epiduralem und
subkutanem Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
und gesunden Hunden. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert mit
Standartabweichung. Diagramm A zeigt die relative Expression von Leptin im
epiduralen Fettgewebe; Diagramm B die des subkutanen Fettgewebes. Beide
Diagramme zeigen eine signifikant hohere Expression von Leptin der Kontrollgruppe
sowohl im epiduralen als auch im subkutanen Fettgewebe. (A) Hauptfaktor Krankheit
** p = 0,0044; (B) Hauptfaktor Krankheit * p = 0,0297.
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6.2.5. Relative Expression von Substanz P im

epiduralen und subkutanen Fettgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit konnte bei der PCR sowohl des epiduralen als auch
des subkutanen Fettgewebes von am Cauda equina Kompressions-Syndrom
erkrankten Hunden und der Kontrollgruppe nur in vereinzelten Proben eine
Expression nachgewiesen werden. Daher war keine statistische Auswertung

dieses Parameters moglich.
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Abb. 21: PCR-Verlauf von Substanz P im epiduralen und subkutanen Fettgewebe der
am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde und der
Kontrollgruppe. Das Diagramm zeigt die PCR-Zyklen des epiduralen und subkutanen
Fettgewebes nach vorheriger Zugabe des Primers fiir Substanz P. Nur bei
vereinzelten Proben ist ein Anstieg der DNA-Menge ab Zyklus 32 sichtbar.
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6.2.6. Relative Expression von CRP im epiduralen

und subkutanen Fettgewebe

Bei der PCR des subkutanen und epiduralen Fettgewebes mit den Primern fur
CRP konnte nicht in allen Proben eine Expression nachgewiesen werden.
Daher ist die Auswertung dieses Versuches nur eingeschrankt moglich. Im
epiduralen Fettgewebe der Kontrollgruppe konnte bei 7 von 9 gesunden
Hunden eine Expression nachgewiesen werden, bei den am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden waren es 9 von 15. Im subkutanen
Fettgewebe war ein Nachweis bei 3 von 9 gesunden Hunden moglich, bei den
erkrankten waren es ebenfalls 9 von 15. In der graphischen Darstellung ist ein

Unterschied in der relativen Expression sichtbar, diese ist jedoch nicht

signifikant.
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Abb. 22: Graphische Darstellung der Expression von CRP aus epiduralem und
subkutanem Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
und gesunden Hunden.

Die Darstellung erfolgt als Mittelwert mit Standartabweichung. Diagramm A zeigt die
relative Expression von CRP im epiduralen Fettgewebe der erkrankten Hunde und
der Kontrollgruppe. Es ist eine hohere Expression bei der Kontrollgruppe sichtbar,
dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant. In Diagramm B ist die Expression im
subkutanen Fettgewebe dargestellt. Auch dabei ist ein Unterschied innerhalb der
beiden Gruppen erkennbar, aber auch dieser ist nicht signifikant.
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6.2.7. Relative Expression von CGRPa im epiduralen

und subkutanen Fettgewebe

Im Rahmen dieser Arbeit konnte im epiduralen Fettgewebe ein signifikanter
Unterschied in der Hohe der relativen Expression von CGRPa zwischen den am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden und der gesunden
Kontrollgruppe nachgewiesen werden (p = 0,0293). Dabei wiesen die gesunden
Kontrolltiere eine hohere Expression auf. Im subkutanen Fettgewebe wurde

kein signifikanter Unterschied gefunden.
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Abb. 23: Graphische Darstellung der relativen Expression von CGRPa aus dem
epiduralen und subkutanen Fettgewebe von am Cauda equina Kompressions-
Syndrom erkrankten und gesunden Hunden. Die Darstellung erfolgt als Mittelwert
mit Standartabweichung. Diagramm A zeigt die relative Expression von CGRPa im
epiduralen Fettgewebe der erkrankten Hunde und der Kontrollgruppe. Es ist eine
signifikant hohere relative Expression der gesunden Hunde sichtbar (p = 0,0293). In
Diagramm B ist die relative Expression im subkutanen Fettgewebe dargestellt. Diese
zeigt keinen signifikanten Unterschied. (A) Hauptfaktor Krankheit * p = 0,0293.
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6.2.8. Relative Expression von HMGB1 und seiner
beiden Rezeptoren TLR4 und RAGE im epiduralen und

subkutanen Fettgewebe

Es wurde die relative Expression von HMGB1 und seiner beiden Rezeptoren
RAGE und TLR4 im epiduralen und subkutanen Fettgewebe der am Cauda
equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde und der gesunden
Kontrollgruppe bestimmt. Dabei konnte fir HMGB1 kein signifikanter
Unterschied in der relativen Expression im epiduralen oder subkutanen
Fettgewebe beider Gruppen bestimmt werden. Gleichermal3en verhalt es sich
bei der Menge der mRNA des RAGE-Rezeptors. Auch dabei konnte kein
signifikanter Unterschied detektiert werden. Die relative Expression des TLR4-
Rezeptors zeigt keinen signifikant hoheren Nachweis im subkutanen oder
epiduralen Fettgewebe der am Cauda equina Kompressions Syndrom

erkrankten Hunde.
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Abb. 24: Graphische Darstellung der relativen Expression von HMGB1, RAGE und
TLR4 aus dem epiduralen und subkutanen Fettgewebe von am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten und gesunden Hunden. Die Darstellung erfolgt
als Mittelwert mit Standartabweichung. Diagramm A stellt die relative Expression von
HMGB1 im epiduralen Fettgewebe ohne signifikanten Unterschied zwischen der
erkrankten und der gesunden Gruppe dar. Diagramm B stellt diese fiir das subkutane
Fettgewebe dar, ebenfalls ohne signifikanten Unterschied der beiden Gruppen.
Diagramm C zeigt die relative Expression von RAGE des epiduralen Fettgewebes, in
Diagramm D ist sie fiir das subkutane Fettgewebe aufgezeigt. In beiden konnte kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Diagramm E stellt den Nachweis fiir
TLR4 ohne signifikanten Unterschied beider Gruppen dar. Diagramm F zeigt keine
signifikant hohere Expression von TLR4 im subkutanen Fettgewebe der erkrankten
Hunde.

62



6.3. Messung der Fettmenge des subkutanen und
epiduralen Fettgewebes anhand von MRT-Bildern von am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten

Hunden und einer gesunden Kontrollgruppe

Da viele der im Rahmen dieser Arbeit untersuchen Adipozytokine, wie bereits
beschrieben, maligeblich von der Menge des Fettgewebes beeinflusst werden,
erfolgte die Bestimmung der Menge des epiduralen und subkutanen
Fettgewebes wie bereits unter 5.3 beschrieben anhand von MRT-Bildern. Dabei
wurde fur das subkutane Fettgewebe die Schichtdicke im Verhaltnis zur Strecke
ausgehend von der Hautoberflache bis zum Epiduralraum bestimmt. Fur das
epidurale Fett wurde das Volumen von diesem auf HOhe des lumbosakralen

Ubergangs ermittelt.
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6.3.1. Messung der subkutanen Fettschicht auf Hohe

des lumbosakralen Ubergangs

Da das subkutane Fettgewebe sehr individuell ausgebildet ist, erfolgte die
Bestimmung der relativen Dicke im Verhaltnis zur Gesamtstrecke von der
Hautoberflache bis zum Epiduralraum. Dabei zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Fettdicke zwischen den am Cauda equina Kompressions-

Syndrom erkrankten Hunden und der gesunden Kontrollgruppe (p = 0,0023).
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Abb. 25: Vergleich der relativen subkutanen Fettdicke von am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten und gesunden Hunden. Die Darstellung erfolgte
als Mittelwert mit Standartabweichung. Es zeigt sich eine signifikant héhere Dicke
der Fettschicht der erkrankten Hunde im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe. **
Hauptfaktor Krankheit p = 0,0023.
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6.3.2. Messung der epiduralen Fettmenge auf Hohe

des lumbosakralen Ubergangs

Es wurde das Volumen des epiduralen Fettgewebes oberhalb der Bandscheibe
zwischen dem letzten Lendenwirbel und dem ersten Kreuzbeinwirbel einer am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hundegruppe und einer
gesunden Kontrollgruppe bestimmt.

Es konnte ein signifikant hoherer Anteil an epiduralem Fettgewebe bei den
gesunden Hunden nachgewiesen werden, als im Vergleich zu den am Cauda

equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden (p < 0,0001).
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Abb. 26: Graphische Darstellung des Anteils an epiduralem Fettgewebe von am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden und einer gesunden
Kontrollgruppe. Es erfolgt die Darstellung des Mittelwertes mit Standartabweichung.
Die Graphen zeigen einen signifikant hoheren Anteil an epiduralem Fettgewebe bei
der gesunden Kontrollgruppe im Vergleich zu den erkrankten Hunden. ***
Hauptfaktor Krankheit p < 0,001.
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6.4. Stichpunktartige Zusammenfassung der Ergebnisse

e Die Sekretion von IL-6 und TNFa des epidurales Fettgewebes ist durch
LPS und HMGB1 (nur IL-6) in vitro starker stimulierbar als von
subkutanen Fettgewebe.

e Signifikant hohere Expression von IL-6 und TNFa im epiduralen
Fettgewebe der am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
Hunde

e Signifikant hohere Expression von TNFa im subkutanen Fettgewebe der
erkrankten Hunde

e Signifikant hohere Expression von Leptin im epiduralen und subkutanen
Fettgewebe der gesunden Kontrollgruppe

e Signifikant hohere Expression von CGRPa im epiduralen Fettgewebe der
gesunden Kontrollgruppe

e Kein signifikanter Unterschied in der Expression von IL-10, CRP,
HMGB1, RAGE und TLR4 sowohl im epiduralen als auch im subkutanen
Fettgewebe beider Gruppen

e Kein Nachweis der Expression von Substanz P in einem Grolteil der
Proben

e Signifikant hdohere Fettdicke der subkutanen Fettschicht der am Cauda
equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde

e Signifikant geringerer Anteil des epiduralen Fettgewebes der am Cauda

equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde
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7. Diskussion

Bereits seit Jahrzenten ist bekannt, dass das Fettgewebe eine entscheidende
Rolle bei der Entstehung von Entziindungen spielt (EIRMANN et al. 2009). So
konnte im Rahmen verschiedener Studien die Entstehung unterschiedlicher
Erkrankungen auf die Ausschuttung von Adipokinen aus dem Fettgewebe vor
allem im Zusammenhang mit Adipositas zurtickgefihrt werden (EIRMANN et al.
2009). Daruber hinaus lie® sich beispielsweise die Entstehung von Arthrose im
Knie beim Menschen nur auf die Produktion von Adipokinen aus dem
intraartikularen Fettkorper zurtckfihren, ohne dass sonst eine Pradisposition in
Form von Ubergewicht oder Fehlstellung bestand (NEES et al. 2018). In der
Veterinarmedizin wurde dieses Themengebiet bisher vor allem beim Hund
wenig untersucht, daher ist es eine besonders interessante Fragestellung, vor
allem fur epidurales Fettgewebe. Zudem konnte die Ursache des Cauda equina
Kompressions-Syndrom des Hundes bisher nicht vollstandig geklart werden
(LANG et al. 2015). Dementsprechend ist die Kombination beider
Themengebiete eine bisher noch nicht vorgenommene Betrachtung. Wie bereits
unter 6.1 beschrieben wurden im Vorfeld bereits Untersuchungen auf diesem
Themengebiet durchgefuhrt. Dabei wurden die Konzentrationen von IL-6 und
TNFa in Fettgewebslberstanden von am Cauda equina Kompressions-
Syndrom erkrankten Hunden mit Hilfe von Zytokin-Bioassays nach Stimulation
mit LPS oder HMGB1 bestimmt. Auf diesen Ergebnissen bauen die
Untersuchungen dieser Arbeit auf. Sie wurden durch Untersuchungen von
epiduralem und subkutanem Fettgewebe auf verschiedene Adipozytokine per
real-time PCR erganzt. Gleichzeitig erfolgte eine Untersuchung, ob und
inwieweit die Mengen an Adipozytokinen mit der gemessenen Menge des
subkutanen und epiduralen Fettgewebes im Zusammenhang stehen, um die

Expression der Entzindungsmediatoren besser einschatzen zu konnen.
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7.1. Konzentration von IL-6 und TNFa in

Fettgewebsiliberstanden

Die Untersuchung der Fettgewebsuberstande auf IL-6 und TNFa nach der
Stimulation mit LPS zeigte eine signifikant hohere Ausschuttung dieser beiden
Entzindungsmediatoren vom epiduralen Fettgewebe der am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde als im Vergleich zum subkutanen
Fettgewebe derselben Hunde. Der gleiche Effekt konnte bei der Inkubation mit
HMGB1 dargestellt werden (signifikant fur IL-6). Das zeigt, dass das epidurale
Fettgewebe nach Reizung durch einen Stimulus eine hdhere
Entziindungsreaktion aufweist als das subkutane Fettgewebe nach derselben
Stimulation. Da IL-6 eine entscheidende Rolle fur die Aktivierung der Akut-
Phase-Reaktion hat und die Ausschittung weiterer Entzindungsmediatoren wie
z.B. CRP bewirkt, geht mit der vermehrten Ausschittung dieses Interleukins
eine Steigerung der Entziindungsreaktion einher (MIHARA et al. 2012). Im
Rahmen des Cauda equina Kompressions-Syndroms des Hundes spielt dieser
Nachweis eine wichtige Rolle vor allem im Zusammenhang mit der Entstehung
der lokalen Entziindung und des Schmerzes. So konnten SCHMIDT et al. 2013
bereits aufzeigen, dass IL-6 eine entscheidende Rolle im Zusammenhang mit
neuropathischen Schmerzen aufweist. Kommt es beispielweise im Rahmen
eines Bandscheibenvorfalls im lumbosakralen Ubergang zur Gewebezerstdrung
resultiert daraus, nach den Untersuchungsergebnissen der Fettgewebskulturen,
eine vermehrte Ausschuttung von IL-6, welches die Entzundungskaskade
initiiert bzw. weiter triggert. Zusatzlich ist es mit verantwortlich fur ein erhdhtes
Schmerzempfinden in diesem Bereich. Dieser Effekt erklart die oftmals
gefundene Differenz zwischen den gezeigten klinischen Symptomen der am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde und den Befunden
der bildgebenden Diagnostik (MORGAN et al. 1993; SCHARF et al. 2003).
TNFa steht noch mehr als IL-6 am Beginn der Entzindungskaskade. Es wird
ebenfalls unter anderem aus den Makrophagen von Adipozyten ausgeschuttet
und stimuliert die Ausschittung weiterer Entziindungsfaktoren wie beispielweise
IL-6 (GADIENT und OTTEN 1997). Die hier vorliegenden Ergebnisse der
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Fettgewebskulturen bestatigen demnach, dass epidurales Fettgewebe zu einer
Entzindungsreaktion beim Cauda equina Kompressions-Syndrom beitragen
kann. Exogene (LPS) und endogene (HMGB1) Stimuli vermdgen das epidurale

Fettgewebe deutlich starker zu stimulieren als subkutanes Fettgewebe.

7.2. Relative Expression von Adipokinen und
Entziindungsmediatoren vergleichend zwischen dem
epiduralen und subkutanen Fettgewebe von am Cauda
equina Kompressions-Syndrom erkrankten und

gesunden Hunden

In der Untersuchung des subkutanen und epiduralen Fettgewebes der am
Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde und der gesunden
Kontrollgruppe zum Nachweis der Bildung verschiedener Adipozytokine erfolgte
eine relative Quantifizierung dieser mittels real-time PCR. Dabei wurde die
relative Expression der mRNA von typischen proinflammatorischen
Entziindungsmediatoren wie IL-6, TNFa, CRP und HMBG1 zusammen mit
seinen beiden Rezeptoren RAGE und TLR4 bestimmt. Dartber hinaus erfolgte
der Nachweis des Adipokins Leptin, welches im direkten Zusammenhang mit
der Menge an Fettgewebe steht. Zusatzlich wurden Entzindungsmediatoren
untersucht, welche eine Rolle bei der Entstehung von neuropathischem
Schmerz spielen. Bei diesen handelt es sich im Rahmen dieser Arbeit um
CGRPa und Substanz P (EGLE et al. 2003; ZHANG et al. 2001). Zudem
erfolgte der Nachweis des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (SABAT et al.
2010).

Bei der statistischen Auswertung der relativen Expression dieser
Entzindungsmediatoren konnte zum ersten Mal eine signifikant hdéhere
Expression von IL-6 und TNFa im epiduralen Fettgewebe der am Cauda equina
Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde nachgewiesen werden. Dieses

Ergebnis erganzt und untermauert die Befunde aus den Untersuchungen der
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Fettgewebskulturen. Wir konnten damit tatsachlich nachweisen, dass das
Cauda equina Kompressions-Syndrom von Entzindung auch im epiduralen
Fettgewebe begleitet ist, welches direkten Einfluss auf die anliegenden Gewebe
haben kann. Diese proinflammatorischen Zytokine haben eine sehr grofRe
Bedeutung flr Entziindungsreaktionen und kénnten zu Pathomechanismen der
Schmerzentstehung beitragen. Die Zytokine werden im Zusammenhang der
Kompression der Cauda euqina vermehrt Expremiert. Bei langer anhaltender
Kompression kommt es zur Schadigung der Wurzelzellen was zur Apoptose
fuhrt, diese konnte im Zusammenhang mit der Schmerzentstehung
nachgewiesen werden (SEKIGUCHI et al. 2004). Infiltrierende Makrophagen
sind hauptverantwortlich fur die Bildung von TNFa im epiduralem Fettgewebe
(WEISBERG et al. 2003). Das konnte die erhdhte TNF-Expression im Rahmen
des chronischen Geschehens im epiduralen Fettgewebe erklaren.

Fir die restlichen Entzindungsmediatoren konnte kein signifikanter Unterschied
im epiduralen Fettgewebe der erkrankten Hunde im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis kann unter anderem mit
der bereits unter 7.1 aufgefiihrten Erlauterung begriindet werden. Zusatzlich
handelt es sich bei beiden Erkrankungen, dem Cauda equina Kompressions-
Syndrom des Hundes (STOCK et al. 2009) und der Osteoarthrose des
Menschen (NEES et al. 2018), um chronische Krankheitsprozesse. Zu Beginn
des Cauda equina Kompressions-Syndroms kommt es zur Gewebeschadigung
und damit zu einer akuten Entzindungsreaktion mit der Ausschittung von
Entzindungsmediatoren aus dem zerstorten Gewebe, unter anderem dem
epiduralen Fettgewebe. Im Verlauf der Erkrankung kommt es durch
verschiedene Mechanismen des Korpers zur Eindammung dieser Entzindung.
Die Entzindung geht in einen chronischen Prozess uber, sodass viele der
Entzindungsmediatoren runterreguliert werden. Die PCR, welche im Rahmen
dieser Arbeit durchgefuhrt wurde, zeigte keinen signifikanten Unterschied beider
Hundegruppen in der Expression von IL-10, CRP, HMGB1 und RAGE aus dem
epiduralen Fettgewebe. Eine mdgliche Erklarung dafur ist der bereits

beschriebene chronische Verlauf der Erkrankung. Des Weiteren konnte kein
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signifikanter Unterschied von Substanz P zwischen den erkrankten und
gesunden Hunden im epiduralen Fettgewebe nachgewiesen werden bzw.
konnte es nur in wenigen Proben nachgewiesen werden. Da es sich bei beiden
Substanzen um Transmitter von Schmerzfasern handelt, kdnnte ein Nachweis
von beiden aus den Nervenfasern der Cauda equina und vor allem auf
Proteinebene notwendig sein, um die Ergebnisse dieser Messung besser
beurteilen zu konnen, da diese beiden Entzindungsmediatoren vor allem im
Nervengewebe vorhanden sind (EGLE et al. 2003; ZHANG et al. 2001). Diese
Untersuchung konnte in Form von Ganglienzellkulturen oder Gewebsschnitten
des Ruckenmarks durchgefuhrt werden. Der Nachweis von IL13, CGRPa und
Substanz P in diesen Kulturen ware ein wichtiger Aspekt um das
Schmerzgeschehen weiter zu untersuchen, da diese Mediatoren nachweislich
an der Entstehung von neuronalem Schmerz beteiligt sind. Untersuchungen
solcher Art wurden bereits an Ratten im Rahmen der Migraneforschung
vorgenommen (HELLEN 2016). Diese Probenentnahme ist im Rahmen einer
Laminektomie aus Tierschutzgrunden an lebenden Hunden allerdings nicht
ohne genehmigten Tierversuchsantrag durchfihrbar und ist ethisch schwer zu
vertreten.

Im subkutanen Fettgewebe der erkrankten und gesunden Hunde konnte zum
ersten Mal eine signifikante Erhdhung von TNFa bei der erkrankten Gruppe
festgestellt werden. Hunde, die am Cauda equina Kompressions-Syndrom
leiden, zeigen oft noch weitere Entzindungen in anderen Kdrperbereichen, wie
beispielsweise des Pankreas oder des Harntraktes. Diese zusatzlichen
Entziindungen werden meist durch den Stress ausgelost unter dem die Tiere
aufgrund der Erkrankung stehen. Dieser wird durch die Einschrankungen
ausgelost, unter welchen die Hunde leiden. Zudem &ul3ert sich die Erkrankung
wie unter 3.3 beschrieben durch eine vermehrte Inaktivitat (STEFFEN 2017,
LANG et al. 2015), was zu einer Stérung der Magen-Darm-Motilitat fihren kann.
Im Zusammenhang mit dem Stress koénnen sich Begleiterkrankungen
entwickeln, beispielsweise eine Pankreatitis. Zusatzlich ist ein weiteres

mogliches Symptom die Harninkontinenz (STOCK et al. 2009), welche durch
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die Stérung des Blasensphinkters zum Aufsteigen von Bakterien in die
Harnblase fuhren kann. Daraus resultiert die Entstehung einer Zystitis. Diese
Begleiterkrankungen sind mogliche Erklarungen fur die Erhohung der
genannten Entzindungsparameter im subkutanen Fettgewebe. Da die
erkrankten Hunde in der Regel schon seit einem langeren Zeitraum an dem
Cauda equina Kompressions-Syndrom leiden, kdnnen entsprechend auch die
Folgeerkrankungen seitdem bestehen. Das ware eine mogliche Theorie fur den
nicht signifikanten Unterschied der anderen nachgewiesenen
Entzindungsmediatoren im subkutanen Fettgewebe.

Zusatzlich wurde eine signifikant niedrigere Expression von Leptin im
epiduralen und subkutanen Fettgewebe der kranken Hunde im Vergleich zur
Kontrollgruppe nachgewiesen. Diese Messung ist von besonderem Interesse.
Normalerweise weisen Tiere eine erhdhte Leptinausschittung auf, die einen
hohen Kérperfettanteil haben (HAMMERLING 2009; HAHN et al. 2006). Die
gesunde Kontrollgruppe hat laut der MRT-Aufnahmen einen niedrigeren
Fettanteil von subkutanem Fettgewebe, daflir aber mehr epidurales Fettgewebe
als die erkrankten Tiere. Einige Untersuchungen zeigen, dass Leptin protektive
Funktion auf das Ruckenmark haben kann (REN et al. 2018). So konnte eine
verringerte Leptin-Bildung im epiduralen Fettgewebe bei geringerer Menge an
Fettgewebe der erkrankten Hunde darauf hinweisen, dass zu wenig Leptin
gebildet wird und parakrin Nervengewebe schutzen kann. Allerdings sind auch
negative proinflammatorische Wirkungen flir Leptin beschrieben worden
(MOULTRIE 2004). Eine zusatzliche Messung dieses Adipokins mit Hilfe einer
anderen Nachweismethode auf Proteinebene, wie beispielsweise mittels ELISA
(Homogenate oder Uberstande) ware in weiterfllhrenden Untersuchungen von
besonderem Interesse.

Desweiteren konnte eine signifikant hdohere Expression von CGRPa im
epiduralen Fettgewebe der gesunden Hunde nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis kénnte aufgrund der Probenentnahme post mortem begriindet sein.

Da CGRPa zum einen durch bestimmte Noxe beeinflusst wird und zum anderen
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auch Wirkungen auf die Motorik und das Kardiovaskulare System hat (ZHANG
et al. 2001; AMARA et al. 1985).

Daruber hinaus erfolgte der Abgleich der praoperativen Blutuntersuchung der
erkrankten Tiere mit den Ergebnissen der PCR. Die Blutbilder und die
Blutchemie der erkrankten Hunde waren alle ohne besonderen Befund. Damit
wiesen die Hunde keine Anzeichen fur eine systemische Entzindungsreaktion

auf.

7.3. Auswertung der subkutanen Fettmessung

Es wurde, wie bereits unter 6.3.1 beschrieben, die Messung des subkutanen
Fettgewebes im Verhaltnis zur Gesamtstrecke von der Hautoberflache bis zum
Epiduralraum durchgefuhrt. Durch diese Messung soll die Menge des
Fettgewebes beider Gruppen visualisiert werden, um die Menge der
Ausschuttung der Entzindungsmediatoren besser einschatzen und auswerten
zu koénnen. Dabei wurde eine signifikant hdhere subkutane Fettmenge bei den
am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden festgestellt. Da
Hunde, welche am Cauda equina Kompressions-Syndrom leiden vorher haufig
im Hundesport eingesetzt wurden und durch die Beschwerden der
Erkrankungen dieser Einsatz nicht mehr moglich ist (STEFFEN 2017; LANG et
al. 2015), neigen diese Tiere zur Ausbildung von Ubergewicht. Vermutlich
passen die meisten Tierhalter in solchen Phasen nicht die Futterung ihrer Tiere
an oder zumindest nicht adaquat, da der verminderte Bedarf unterschatzt wird.
Daher ist die Gefahr grol3, dass diese Hunde vermehrt Fettdepots ausbilden,
was sich mit der Messung im Rahmen dieser Arbeit deckt. Zusatzlich weisen
ubergewichtige Hunde eine erhohte Anfallig fur andere Erkrankungen wie
beispielweise eine Pankreatitis auf. Was die unter 7.2 beschriebene Theorie
weiterer Entzindungen im Rahmen des Cauda equina Kompressions-
Syndroms bestarkt. Die Messungen der subkutanen Fettmenge zeigen
dementsprechend eine signifikant hohere Fettdicke der erkrankten Tiere. In der

Humanmedizin konnte bereits belegt werden, dass die Bestimmung des
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Fettvolumens anhand von MRT-Aufnahmen eine sichere Nachweismethode
darstellt (SCHAUDINN et al. 2015; VOGT et al. 2007).

7.4. Auswertung der epiduralen Fettmessung

Zusatzlich erfolgte im Rahmen dieser Arbeit die Messung der epiduralen
Fettmenge wie unter 6.3.2 beschrieben. Diese Messung wurde aquivalent zur
Messung des subkutanen Fettgewebes zur besseren Auswertbarkeit der
Ergebnisse der PCR durchgefuhrt. Es zeigte sich eine signifikant geringere
Menge an epiduralem Fettgewebe bei den erkrankten Hunden. Wie bereits
beschrieben, kommt es im Rahmen des Cauda equina Kompressions-
Syndroms beispielsweise zu einem Vorfall der Bandscheibe, welche zwischen
dem letzten Lendenwirbel und dem ersten Kreuzbeinwirbel liegt (STEFFEN et
al. 2008; STEFFEN 2017). Diese fallt in den Epiduralraum vor und fihrt zu einer
Verdrangung und teilweise Zerstérung des Fettgewebes an dieser Stelle. Daher
ist die signifikant geringere Menge des Fettgewebes in diesem Bereich bei den
erkrankten Hunden plausibel und deckt sich mit den Messerergebnissen. Die
Verdrangung des epiduralen Fettgewebes geht mit einer signifikant hdheren
Expression im epiduralen Fettgewebe der erkrankten Hunde von IL-6 und TNFa
einher. Die zusammenfassende Auswertung der Messung der Fettmenge und
der Ergebnisse der PCR weisen daher auf eine erhdhte Aktivitat des epiduralen
Fettgewebes im Entzindungsgeschehen hin. Am Mausmodell konnte bereits
belegt werden, dass Zytokine eine direkte Wirkung auf afferente Nervenfasern
ausuben und daruber hinaus durch die Ausschuttung z.B. von Prostaglandinen
oder Nervenwachstumsfaktoren, zu einer Stimulation der Nervenfasern fuhren
und damit zu Schmerzreizen beitragen. Dabei zeigte sich, dass nach der
Injektion von bestimmten Zytokinen wie IL-6 und TNFa sogar eine
Hyperasthesie, eine axonale Demyeliniserung und eine Vermehrung der
neuronalen Profile in spinalen Ganglien beobachtet werden konnte (SOMMER
2001, AHRENS et al. 2012). Inwieweit diese Beobachtung im Rahmen des
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Cauda equina Kompressions-Syndroms eine Auswirkung auf die Schmerzen
der erkrankten Hunde hat, kann im Rahmen dieser Arbeit nicht genauer
untersucht werden.

Eine weitere Frage die sich im Rahmen dieser Studie stellt, ist ob die Menge
des epiduralen Fettgewebes oder der Grad der Kompression flr die Ausbildung
der klinischen Symptome entscheidend ist. Da nachweisbar eine erhohte
Expression von Entzindungsmediatoren im epiduralen Fettgewebe der
erkrankten Hunde vorliegt, ist hier von einem Entzindungsgeschehen
auszugehen. Ist das subkutane Fettgewebe zusatzlich in groRerer Menge
ausgebildet, kann entsprechend auch von einer groReren Ausschuttung von
Entzindungsmediatoren ausgegangen werden. Zusatzlich kommt es im
Rahmen der Kompression der Cauda equina zu einer mechanischen
Zerstorung der Zellen, was einen zusatzlich Entziindungs- und Schmerzreiz zur
Folge hat. Einer der Mediatoren, die dabei endogen freigesetzt und diskutiert
werden ist HMGB1, welches aus zerstorten Zellen freigesetzt wird und so zu
einer Entziindungsreaktion fluhrt (SCAFFIDI et al. 2002). Wie hier gezeigt, wird
HMGB1 in der Tat in beiden Fettgewebslokalisationen gebildet. AuRerdem
konnte HMGB1 die Sekretion von IL-6 in den Kulturen des epiduralen
Fettgewebes stark erhdohen. Entsprechend ist eine Beteiligung beider
Komponenten, sowohl dem Grad der Kompression und Entzindung im
epiduralen Fettgewebe als auch der Menge des subkutanen Fettgewebes, bei
der Ausbildung der klinischen Symptome der am Cauda euqgina Kompressions-
Syndrom erkrankten Hunde zu diskutieren. Welcher Mechanismus eine grol3ere

Rolle spielt, kann im Rahmen dieser Studie nicht weiter bestimmt werden.

7.5. Kritische Betrachtung

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Bestimmung der relativen Expression der
genannten Entzindungsmediatoren. Erganzend ware die exakte Bestimmung

ihrer Menge mittels ELISA oder Bioassay aus den Uberstanden von
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Fettgewebskulturen oder Fettgewebshomogenaten wiunschenswert. Zum einen
konnte so die exakte Ausschuttung bestimmt werden. Zum anderen ware die
Untersuchung weiterer Adipozytokine wie IL-1, Adiponektin und Resistin
interessant, da auch diese eine wichtige Rolle beim Entzindungsprozess
spielen. Als weiteren Kritikpunkt ist die Kontrollgruppe fir die Messung der
subkutanen und epiduralen Fettmenge zu erwahnen. Es handelte sich bei
dieser um 1-3 jahrige Deutsche Schaferhunde, welche im Rahmen einer
anderen Dissertation untersucht wurden. Aufgrund des Alters und der Rasse
weisen diese Tiere von vornerein eine geringere Fettmenge auf. Eine
Alternative ware die prozentuale Bestimmung des Verhaltnisses des epiduralen
und subkutanen Fettgewebes zueinander.

Zusatzlich erfolgte die Probenentnahme der erkrankten Hunde in Narkose, wo
hingegen die Proben der Kontrollgruppe von toten Tieren entnommen wurden.
Auch wenn die Proben unmittelbar nach Eintritt des Todes entnommen wurden,
muss ein gewisser Einfluss auf die Probenqualitat diskutiert werden.
Untersuchungen zu Veranderungen des Gewebes in Folge von Autolyse und
Proteinzerfall beziehen sich meist auf Stunden bis Wochen nach dem Eintritt
des Todes (CLARK et al. 1997; INOUYE 1933). Hier wurde allerdings mRNA
untersucht. RNAsen sind im Gewebe immer vorhanden und kdnnen Ergebnisse
empfindlich beeinflussen. Die Proben wurden deswegen in einem definierten,
kurzen Zeitrahmen (ca. 1 Minute) schockgefroren, was eine Vergleichbarkeit
gewahrleistet. Eine Veranderung der Fettproben im Rahmen der Entnahme
kann fur die hier vorliegende Arbeit allerdings nicht ganz ausgeschlossen
werden.

Sowohl in der Gruppe der erkrankten Hunde, als auch in der Kontrollgruppe
handelt es sich um eine sehr heterogene Verteilung. So waren Hunde von 0,5
Jahren bis 11 Jahren und Vertreter kleiner und groRer Hunderassen in den
Gruppen vorhanden, welche zusatzlich grolle Unterschiede in ihrer
Kdrperkondition aufwiesen. In der Humanmedizin wurde bereits die Entwicklung
des Immunsystems im Laufe des Alters untersucht. Dabei konnte aufgezeigt

werden, dass die Funktion des Immunsystems mit voranschreiten des Alters
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,hachlasst, jedoch die Ausschittung von proinflammatorischen Zytokinen, wie
IL-6 und TNFa, zunimmt (KWETKAT 2010). Inwieweit diese Untersuchungen
Einfluss auf die Ergebnisse aus dieser Studie haben, ist schwer abzuschatzen,
da solche Untersuchungen beim Hund bisher nicht durchgefihrt wurden.
Ergebnisse aus Versuchen mit Ratten konnten zum Teil eine verstarkte
Ausschuttung von Entzindungsmediatoren unter anderem aus dem
Fettgewebe alter Ratten aufzeigen (KOENIG et al. 2014).

Daruber hinaus erfolgte keine weitere Betrachtung der Fltterung der Hunde. So
muss eine mogliche Fatterung von antiinflammatorischen Substanzen wie
beispielsweise Omega-3-Fettsauren und Grunlippenmuschel bedacht werden.
Diese weisen zum Teil zusatzlich eine analgetische Wirkung auf (RADE 2015).
In Folge dessen kdnnen sowohl die klinischen Symptome der Hunde als auch
der Gehalt an Entzindungsmediatoren der Proben etwas verandert sein.

Der Grolteil der erkrankten Hunde erhielt im Vorfeld eine antiinflammatorische
und analgetische Therapie mit NSAID’s, Gabapentin und/oder Cortison. Diese
Medikamente sollten spatestens eine Woche vor dem geplanten chirurgischen
Eingriff abgesetzt werden. Trotzdem ist es mdglich, dass der Einsatz dieser
Medikamente einen Einfluss auf die Ergebnisse hatte, da diese die lokale
Entzindung  unterdrucken indem sie unter anderem in die
Arachidonsaurekaskade Uber Hemmung der Cyclooxygenase bzw.
Phospholipase A2 eingreifen. Die Halbwertzeiten werden mit bis zu 48h bei den
NSAID’s und 12 Stunden fur Gabapentin beschrieben (GUERRERO 2011;
MOORE 2016). Daher sollte der Einfluss auf die hier dargestellten Ergebnisse
als eher gering zu werten sein. Diese Medikamente flhrten wahrend der Gabe
zu einer Unterdrickung der Entzindung. Daher ist zum Zeitpunkt der
Probenentnahme eventuell nur ein geringeres Mal} der lokalen Entzindung
ausgebildet und  entsprechend nur ein kleinerer ~ Anteil  der
Entzindungsmediatoren nachweisbar. Daruber hinaus muss bedacht werden,
dass eventuell das Absetzen der Medikamente eine Woche vor der Operation

durch den Besitzer nicht umgesetzt wurde.
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Ein weiterer kritischer Punkt ist die Lagerung des Hundes wahrend der MRT-
Aufnahmen. Die Hunde liegen mit nach hinten ausgestreckten
HintergliedmalRen auf dem MRT-Tisch. Damit kommt es zu einer Veranderung
der Position der Wirbel im lumbosakralen Ubergang im Vergleich zur stehenden
Position. Durch das Ausstrecken der Hinterbeine senken sich die Wirbel in
diesem Bereich ab, was zu einer verstarkten Kompression der Cauda equina
Fasern fuhrt. Es ist eben diese Position die auch in der klinischen Untersuchung
herbeigefiihrt wird, um eine mdgliche Schmerzhaftigkeit zu provozieren
(STEFFEN 2017) oder die beispielweise beim Treppen steigen eingenommen
wird. Dementsprechend kann der Grad der Kompression im MRT-Bild starker
ausgepragt dargestellt sein, als es in physiologischer Korperhaltung tatsachlich
der Fall ist (BARTHEZ et al. 1994). Jedoch ist eine andere Lagerung wahrend
der MRT-Aufnahmen nicht mdglich. Auch eine Position mit nach vorne
ausgezogenen Hintergliedmalen wirden die Aufnahmen in ahnlicher Weise
verandern.

Zur besseren Einschatzung der Ausschuttung der Entzindungsmediatoren auf
das Schmerzgeschehen ware eine Beurteilung der Schmerzhaftigkeit der
betroffenen Hunde vor der bildgebenden Diagnostik und der Probenentnahme
anhand einer objektiven Schmerzskala sinnvoll. Anhand dieser Einschatzung
konnte im Anschluss ein Vergleich zwischen der Schmerzhaftigkeit und der
Menge der Entzindungsmediatoren in einer zuklnftigen auf den hier
beschriebenen Ergebnissen ausbauende Studie durchgefuhrt werden. In dieser
konnten weitere Adipokine wie beispielsweise IL-1 und Adiponektin untersucht
werden, daruber hinaus ware ein Vergleich der Schmerzhaftigkeit der Tiere mit

der Hohe der nachgewiesenen Entzindungsmediatoren von Interesse.
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8. Zusammenfassung

Mit Hilfe dieser Arbeit wurde untersucht, ob es einen signifikanten Unterschied
in der Expression von Entzundungsmediatoren des epiduralen Fettgewebes
beim Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankter Hunde im Vergleich zu
nicht von dieser Erkrankung betroffenen Hunden gibt. Die Genexpression
wurde zum einen im epiduralen und subkutanen Fettgewebe betrachtet und
zum anderen zwischen erkrankten und nicht erkrankten Hunden verglichen. Die
Untersuchung stutzt sich auf die schon seit Jahren untersuchte und nun
etablierten Theorie, dass Fettgewebe nicht nur eine Stitz- und Schutzfunktion
hat, sondern auch ein endokrines Organ darstellt (EIRMANN et al. 2009). Die
im Fettgewebe produzierten Adipokine konnten bereits bei Mensch und Tier in
Zusammenhang mit verschiedenen Erkrankungen gebracht werden. Bei diesen
handelt es sich unter anderem um Diabetes, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und
Arthrose (AWAD und BRADFORD 2009). Zudem zeigte sich eine Beeinflussung
des Immunsystems und des systemischen Entzindungsgeschehens durch das
Fettgewebe (EIRMANN et al. 2009).

Es erfolgte die Enthahme von epiduralem und subkutanem Fett von am Cauda
eugina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunden und einer gesunden
Kontrollgruppe. Anhand dieser Proben wurde die Expression bestimmter
Adipokine und weiterer Entzindungsmediatoren (IL-6, IL-10, TNFa, CRP,
Leptin, CGRPa, Substanz P, HMGB1, TLR4 und RAGE) mittels PCR bestimmt.
Im Vorfeld wurde bereits die Ausschittung von TNFa und IL-6 aus
Fettgewebskulturen von am Cauda equina Kompressions-Syndrom erkrankten
Hunden nach Stimulation mit LPS und HMGB1 mittels Bioassay untersucht.
Zusatzlich wurde anhand von MRT-Bildern die Menge des subkutanen und des
epiduralen Fettgewebes erkrankter Hunde und einer gesunden Kontrollgruppe
ermittelt. Es wurden jeweils die Proben des epiduralen Fettgewebes der
erkrankten und der gesunden Hunde und die des subkutanen Fettgewebes
miteinander verglichen.

Die Ergebnisse der relativen Expression des epiduralen Fettgewebes der am

Cauda eugina Kompressions-Syndrom erkrankten Hunde, zeigt zum ersten Mal
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eine signifikant hohere Expression von IL-6 und TNFa. Das gleiche Ergebnis
zeigten auch die mit LPS und HMGBL1 inkubierten Fettgewebskulturen der
erkrankten Hunde. In der Messung des Fettgewebes konnte eine signifikant
geringere Menge des epiduralen Fettgewebes nachgewiesen werden. Dieses
Ergebnis deutet auf ein Entziindungsgeschehen des epiduralen Fettgewebes
von am Cauda equina Kompressions-Syndroms erkrankten Hunden hin. Dies
konnte zu der Pathophysiologie der Erkrankungen durch parakrine Prozesse
beitragen. Interessanterweise war die Expression des Adipokins Leptin
signifikant niedriger im epiduralen Fettgewebe kranker Hunde was
maoglichweise auf einen Verlust protektiver Funktionen des Fettgewebes Uber
Leptin auf das Nervengewebe hinweist. Fur IL-10, CRP, HMGB1, RAGE und
TLR4 konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den erkrankten und
den gesunden Hunden aufgezeigt werden. Der Nachweis von Substanz P war
nur in wenigen der untersuchten Proben moglich daher konnte keine weitere
Auswertung vorgenommen werden. TNFa konnte mit einer signifikanten
Erhéhung im subkutanen Fettgewebe der erkrankten Hunde nachgewiesen
werden. Zusatzlich wiesen diese Hunde eine signifikant héhere subkutane
Fettdicke im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe auf. Dieses Ergebnis
deutet auf einen Bewegungsmangel und eine erhohte Neigung zu sekundéren
Erkrankungen im Rahmen des Cauda equina Kompressions-Syndroms hin. Zur
genaueren Einschatzung dieser Ergebnisse im Zusammenhang mit der
Pathophysiologie der Erkrankung sind weiterfihrende Versuche mit epiduralem
Fettgewebe sinnvoll. Hierfur waren beispielsweise Untersuchung mit weiteren
Fettgewebskulturen sowie die Detektion der Entzindungsmediatoren auf

Proteinebene und deren Korrelation zu Schmerzzustanden sinnvoll.
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9. Summary

The aim of this study was to investigate whether there is a significant difference
in the expression of inflammatory mediators of the epidural fatty tissue in the
cauda equina compression syndrome in diseased dogs compared to dogs not
affected by this disease. Gene expression was studied in epidural and
subcutaneous adipose tissue and compared between diseased and healthy
dogs. The study is based on the theory that adipose tissue not only has a
supporting and protective function, but also represents an endocrine organ
(EIRMANN et al. 2009). The adipokines produced in fatty tissue have already
been linked to various diseases in humans and animals. These include
diabetes, cardiovascular diseases and osteoarthritis (AWAD and BRADFORD
2009). In addition, an influence of the immune system and the systemic
inflammatory process on the fatty tissue was shown (EIRMANN et al. 2009).

Epidural and subcutaneous fat was collected from dogs suffering from cauda
eugina compressios syndrome and a healthy control group. Based on these
samples, the expression of certain adipokines, adipocytokines and other
inflammatory mediators (IL-6, IL-10, TNFa, CRP, leptin, CGRPa, substance P,
HMGB1, TLR4 and RAGE) was determined by PCR. Previously, the release of
TNFa and IL-6 from fat explant tissue cultures of dogs suffering from Cauda
equina compression syndrome after stimulation with LPS and HMGB1 was
investigated by bioassays. In addition, the amount of subcutaneous and
epidural fat tissue of diseased dogs and a healthy control group was determined
using MRI images. The epidural fat samples of the diseased and healthy dogs

were compared with those of the subcutaneous adipose tissue.

The results of relative expression of epidural adipose tissue in dogs suffering
from Cauda eugina compression syndrome show a significantly higher
expression of IL-6 and TNFa. The same result was also shown by the adipose
tissue cultures incubated with LPS and HMGB1 in the diseased dogs. In the
measurement of adipose tissue, a significantly lower amount of epidural

adipose tissue was detected. This result indicates an inflammatory process in
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the epidural fatty tissue of dogs suffering from Cauda equina compression
syndrome. This could contribute to the pathophysiology of the disease by
paracrine processes. Interestingly, the expression of the adipokine leptin was
significantly lower in the epidural adipose tissue of sick dogs, possibly indicating
a loss of protective functions of the adipose tissue via leptin to the nervous
tissue. For IL-10, CRP, HMGB1, RAGE and TLR4 no significant differences
between the diseased and healthy dogs could be shown. The detection of
substance P was only possible in a few of the investigated samples and
therefore no further analysis could be performed. TNFa could be detected with
a significant increase in subcutaneous fat tissue in the diseased dogs.
Additionally, these dogs showed a significantly higher subcutaneous fat
thickness compared to the healthy control group. This result indicates a lack of
exercise and an increased tendency to secondary diseases in the context of
cauda equina compression syndrome. For a more precise assessment of these
results in connection with the pathophysiology of the disease, further
experiments with epidural adipose tissue are useful. For this purpose, for
example, investigations with fat explant tissue cultures as well as the detection
of inflammation mediators at the protein level linked to clinical plain scores

would be useful.
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