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1 Einleitung
1.1 Spinalkanalstenose

Die lumbale Spinalkanalstenose (LSS) ist das hdufigste degenerative Krankheitsbild bei dlteren
Patienten'~® und ist definiert als eine begrenzte osteoligamentére Einengung des Spinalkanals.
Das Leitsymptom ist die neurogene Claudicatio intermittens, die mit einer abnehmenden
Gehstrecke einhergeht.* AuBerdem kénnen lumbaler Ricken- und GeséiRschmerz beobachtet
werden. Des Weiteren sind neurologische Defizite in Form von Hyp- und Parasthesien, Paresen
oder des sehr selten auftretenden Cauda equina Syndroms madglich. Es wird zwischen der
primdren (kongenital) und der sekundéren (degenerativ, posttraumatisch) Form der lumbalen
Spinalkanalstenose unterschieden, wobei letztere deutlich haufiger vorkommt.®

Der LSS liegt eine Kombination aus degenerativen Verédnderungen der Bandscheiben und der
Facettengelenke mit Osteophytenbildung zugrunde.®’ Des Weiteren wurde die Hypertrophie
des Ligamentum Flavum bereits als wichtiger Entstehungsfaktor der LSS diskutiert.

Diese Prozesse an der lumbalen Wirbelséule, die zu einer Einengung des Spinalkanals fiihren
kdnnen, sind in diesem Zusammenhang héaufig flir Schmerzen und Funktionsstérungen bei
alteren Patienten verantwortlich und beeinflussen die gesundheitsbezogene Lebensqualitat
deutlich starker, als vergleichsweise andere Komorbiditaten wie die Osteoarthritis der Hufte
und des Knies, kardiovaskulare, zerebrovaskulare oder respiratorische Erkrankungen.® Dies
zeigt die deutliche Relevanz dieser Erkrankung und die Notwendigkeit die Therapieoptionen

durch gezielte Erforschung der Ursachen weiter zu verbessern.

1.2 Hypertrophie und Bedeutung des Ligamentum Flavum

Die Ligamenta Flava bestehen groRtenteils aus elastischen Fasern, die ihnen die gelbe Farbe
verleihen. Sie verlaufen als dicke, kréftige Bander zwischen den Laminae arcus vertebrae
benachbarter Wirbelbdgen und vervollstandigen dorsal der Zwischenwirbellécher die Wand
des Wirbelkanals. Die Ligamenta Flava stehen bei aufrechter Haltung der Wirbelséule unter
Spannung, unterstitzten die Rickenmuskeln bei der Stabilisierung in der Sagittalebene und

hemmen eine iibermaRige Ventralflexion der Wirbelsiule.®

Das typische klinische Bild der Spinalkanalstenose ist die Claudicatio spinalis. Nachdem
konservative Therapiemdglichkeiten ausgeschopft sind und Instabilitédt als Kontraindikation

ausgeschlossen wurde, ist die Operation zur Dekompression des Spinalkanals die ,,state-of-the-



art Therapie der Wahl bei Patienten mit LSS. Insbesondere kdnnen Beinschmerzen und

Claudicatio durch dieses Verfahren gelindert werden.°

In einigen Studien werden zwar Entstehungsfaktoren erlautert, die mit der Hypertrophie des
Ligamentum flavum zusammenh&ngen, dennoch ist wenig bekannt tber dessen Rolle bei
LSS.1! Wahrend einige Studien gezeigt haben, dass eine Verdickung des Ligamentum Flavum
mit Alter, Bandscheibendegeneration und LSS assoziiert ist, wird jedoch weiterhin
diskutiert, ob es sich bei diesem Verdickungsprozess um eine echte Hypertrophie oder lediglich
um eine Aufwerfung des Ligaments ohne histologisches Korrelat handelt. Zudem ist nichts
dariiber bekannt welche Rolle das Ligamentum Flavum in der Stimulation von Schmerzen
spielt. Schmerzempfindung oder die Expression nozizeptiver Nervenfasern im Ligamentum

Flavum wurden bei Patienten mit LSS bisher nicht untersucht.

1.3 Zielsetzung und Hypothese

Das Ziel war die Analyse schmerzsensibler Nervenfasern im Ligamentum Flavum von
Patienten mit LSS. Diese wurde mit Gewebeproben von Patienten, die sich einer operativen

Therapie mit Flavektomie unterzogen, durchgefiihrt.

In den vergangenen Jahren wurde vermehrt das Auftreten einsprieBender nozizeptiver
Nervenfasern, sensorische Hyperinnervation genannt, erforscht. Sensorische Hyperinnervation
konnte in unterschiedlichen Erkrankungen mit und ohne entzindliche Ursache, wie
Rheumatoide  Arthritis,®* Morbus Crohn,®  Achillessehnenentziindung,'®  Dupuytren
Kontraktur,!” chronischer Charcot-FuR,*® und vordere Knieschmerzen,® nachgewiesen werden.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass sensorische Hyperinnervation mit Substanz

P-positiven Nervenfasern haufig in muskuloskelettalen Erkrankungen auftritt.

Nach Stimulation einer Schmerznervenfaser durch unterschiedliche Reize, wird ein
Aktionspotenzial generiert und gleichzeitig Substanz P, sowie Calcitonin gene-related Peptid
(CGRP) lokal ausgeschiittet.?%?! Die Ausschiittung von Substanz P ins umliegende Gewebe ist
ein proinflammatorischer Reiz, der zu einer chronischen Entziindung beitragt.???® Substanz P
ist ein starker Stimulator von Zellwachstum- und Funktion des Bindegewebes?* und hat
aullerdem einen ausgepragten Effekt auf die Aktivierung von Fibroblasten und extrazellulére
Substanzvermehrung, welche zu vermehrter Narbenbildung fiihren.?>%® Andere demonstrierten
die pro-proliferative Wirkung von Substanz P -Injektionen auf Fibroblasten in rupturierten
Sehnen.?’ Die Stimulation von Substanz P fiihrte zu einer erhéhten Rate an kollagenem Umbau,

der Gber dessen Neurokinin-1 Rezeptor vermittelt wird.?



Vor diesem Hintergrund und mit der Erkenntnis, dass das Ligamentum Flavum bei LSS
verdickt ist, stellten wir die Hypothese auf, dass dieses Ligament eine sensible
Hyperinnervation mit Substanz P -positiven Nervenfasern aufweist. Ferner vermuteten wir,
dass das Ligamentum Flavum Entziindungszeichen mit Leukozyteninfiltration,

Gefalineubildungen und Fibroblastenaktivierung zeigt.

2 Material & Methoden

2.1 Patientenkollektiv, Klinische Datenerhebung, Probengewinnung

Die Studie wurde durch das Ethik Komitee der Universitdt Regensburg (12. April 2013,
Referenznr. 13-101-0071) genehmigt. Eine schriftliche Einverstandniserklarung lag von allen

Studienteilnehmern vor.

Prospektiv wurden insgesamt 28 Proben von 28 Patienten mit LSS und eindeutiger Indikation
fur eine dekomprimierende Operation gesammelt. Einschlusskriterien der Patienten waren die
folgenden: (A) Neurogene Claudicatio, (B) Beinschmerzen, die mit mehr als 4 Punkten auf der
numerischen Beurteilungsskala bewertet sind (NRS, 0-10), (C) Schmerzen fir mehr als 6
Monate, (D) uberwiegender Beinschmerz, (E) definitive Verdickung des Ligamentum Flavum
in magnetresonanztomographischer Bildgebung. Die Kontrollgruppe bestand aus acht
Patienten mit akutem Bandscheibenvorfall und akutem Beinschmerz fur weniger als zwei

Wochen ohne vorher bestehende lumbale Riickenschmerzen.

In die Kontrollgruppe wurden Patienten mit akutem Bandscheibenvorfall eingeschlossen, da
dieses Krankheitsbild vor allem bei jlingeren Menschen ohne degenerative Veradnderungen der
Wirbelséule und somit auch ohne anhaltende untere Riickenschmerzen auftritt. Im Gegensatz
zur LSS, welche sich Gber viele Jahre infolge degenerativer Verdnderungen entwickelt. In
beiden Gruppen wurde eine totale Flavektomie durchgefiihrt. Eine Patientengruppe mit akutem
Bandscheibenvorfall hat sich bereits in anderen Studien als ideale Kontrollgruppe fir

Untersuchungen der LSS etabliert.3

Vor dem operativen Eingriff wurden verschiedene Parameter, wie Bein- und Rickenschmerz
anhand der NRS (0-10), das Vorliegen einer Claudicatio, die deutsche Version des Oswestry
Disability Index (ODI),?® das Roland Morris Questionnaire,® sowie die deutsche Version der
Depression-Angst-Stress-Skala (DASS-21-G)3!, bestimmit.



In beiden Gruppen wurde operativ eine totale Flavektomie en-bloc durchgefiihrt. Die Proben
des Ligamentum Flavum wurden umgehend in einer 3,7%igen Formaldehyd- haltigen PBS-
Losung fur 24 Stunden fixiert. Anschlieend wurde das Gewebe mit 20% Sucrose fur weitere
12-24 Stunden inkubiert und in Tissue-Tek (Sakura Finetek, Leiden, Niederlande) bei -80°C
aufbewahrt.

2.2 Magnetresonanztomographie, Bildverarbeitung und Analyse

Magnetresonanztomographische Bilddaten wurden mittels 1,5 T Intera Scanner (Philips
Medical Systems, Eindhoven, Niederlande) gewonnen. Fiir alle MRT - Untersuchungen wurden
T1-gewichtete axiale und sagittale Bilder mit <3 mm Schnittdicke, 0,9 mm intersection gap, 30
cm Messfeld, >3 Echo train length (ETL) und 448 A~ 314 Matrix angefertigt.

Die Messungen wurden wie bei Kim et al® beschrieben, durchgefiihrt. Die betroffene Ebene
wurde auf der operierten Seite in T1 gewichteter, axialer MR-Bildgebung auf Hohe der
Facettengelenke, unter Verwendung eines Bildarchivierungs- und Kommunikationssystems,
vermessen. Alle Messungen wurden durch zwei erfahrene Wirbelsdulen Chirurgen
durchgefuhrt und jeweils der ermittelte Durchschnittswert fur die Analyse der Dicke des

Ligamentum Flavum verwendet.

2.3 Bestimmung der Nervenfaserdichte und Zelldichte

Die Gewebeproben wurden mit dem priméren Antikdrper gegen Substanz P (cat. sc-21715,
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) oder Tyrosinhydroxylase (cat. AB152,
Millipore, Darmstadt, Germany) inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem
sekundaren Antikorper (Alexa Fluor 546, Invitrogen, Darmstadt, Germany). Zur Kontrolle der
positiven Nervenfaserfarbungen wurden zusétzlich jeweils Gewebeproben mit dem
entsprechenden Serumantikorper als Negativkontrolle behandelt. Zellkerne wurden mittels 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) angefarbt. Zuletzt wurden die Proben mit Dako fluorescent
mounting medium (Dako/Agilent, Santa Clara, CA) prépariert.

Wie auch in einer friheren Studie wurde die Anzahl der sympathischen und Substanz P-
positiven sensorischen Nervenfasern pro mm? durch Mittelung der ausgezihlten angefarbten
Nervenfasern aus 17 zuféllig ausgewahlten hochauflésenden Gesichtsfeldern (x 400) bestimmt.
In gleicher Weise wurde die Zelldichte des Gewebes durch Auszéhlung der DAPI-geférbten

Zellkerne ermittelt.



2.4 Immunhistologische Farbung der Entziindungsmarker

Das Einfarben von Makrophagen wurde folgendermali3en durchgefiihrt. Nach dem Blocken
wurden die Schnitte mit dem priméren Antikorper (monoclonal anti-CD163 human IgG/mouse,
cat. K01473, MBL, Nagoya, Japan) inkubiert, gefolgt von einem polyklonalen Link Antikorper
(cat. D0486, Dako, Santa Clara, CA) und abschlieend mit dem APAAP System behandelt (cat.
D0651, Dako).

Das Einfarben der Kollagen produzierenden Fibroblasten wurde mit einem Antikdrper gegen
Prolyl-4-Hydroxylase (cat. PA5-55353, ThermoFisher, Waltham, MA) durchgefihrt.
Nichtspezifische Bindungsstellen wurden mit Bestandteilen des UltraVision LP Detection
System (cat. TL-015-HA, ThermoFisher) geblockt. Die Schnitte wurden nach dem UltraVision
LP Detection Protokoll (cat. TL-015-HA, ThermoFisher) behandelt.

Gefalle wurden mit dem priméren Antikorper gegen Kollagen Typ IV ((Clone CIV 22, cat.
MO0785, Dako) und dem Dako REAL Detection System (cat. K5003) eingeféarbt.
Makrophagendichte und Vaskularisierung der Gewebeschnitte wurden ebenfalls durch
Auszéhlen angefarbter Zellen und Gefal3strukturen in 17 zufallig ausgewahlten Gesichtsfeldern
(x 400) bestimmt.

2.5 Statistische Analyse

Alle Daten werden als Mittelwert +/- Standardabweichung angegeben. Box plots zeigen die
10., 25., 50. (Median), 75., und 90. Perzentile an. Die Gruppenmediane wurden mittels nicht-
parametrischem Mann-Whitney U Test (IBM SPSS Statistics, version 22; IBM, Chicago)
verglichen. Korrelationsanalysen wurden mit Spearman rank correlation analysis ausgefihrt
und lineare Regressionsgeraden sind in den Abbildungen dargestellt. Die multilineare
Regression wurde mithilfe von SPSS durchgeflihrt. Der Vergleich von Haufigkeiten wurde
anhand des Fishers Exact Test bestimmt. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert kleiner 0,05

festgelegt.

3 Ergebnisse

Obwohl das Ligamentum Flavum aus zwei Schichten, einer dorsalen und einer duralen Schicht,
besteht, zeigten sich die Ergebnisse diffus tber das gesamte Ligamentum Flavum verteilt und

nicht auf eine der beiden Schichten begrenzt.



3.1 Dichte der sensorischen und sympathischen Nervenfasern im Ligamentum Flavum

Sensorische oder nozizeptive, Substanz P-positive Nervenfasern sind die wichtigsten
Nervenfasern fur die Ubermittlung von Schmerzreizen ins ZNS. Zudem kann Substanz P
proinflammatorische Effekte zeigen, womit Substanz P-positive Nervenfasern einen
mafigeblichen Beitrag zur klinischen Problematik der LSS leisten kdnnte.

Die Studie zeigt, dass die Dichte der nozizeptiven Nervenfasern bei LSS, verglichen mit den
Bandscheibenvorfallen der Kontrollgruppe (Abb. 1A), hoher ist. Um die Spezifitat dieses
Ergebnisses fur sensorische Nervenfasern zu prifen, wurden zusétzlich sympathische
Nervenfasern angefarbt. Im Gegensatz zu den sensorischen Nervenfasern, zeigten die

sympathischen Nervenfasern in beiden Gruppen eine dhnliche Dichte (Abb. 1B).

3.2 Dichte der sensorischen Nervenfasern und klinische Auslesung

Bei Patienten mit LSS korrelierte die Dichte der sensorischen Nervenfasern mit dem Ergebnis
des Roland-Morris Score (Abb. 2). In dhnlicher Weise korrelierte die Dichte der sensorischen
Nervenfasern mit dem Ergebnis des Oswestry Disability Index (Abb. 3) und dem Depression
Subscore der DASS-G (Rank = 0.541, p =0.021). Wahrend diese Ergebnisse fur einen direkten
Einfluss der lokalen Nervenfaserauspragung auf Schmerzwahrnehmung und funktionelle
Einschrankung sprechen, stand die Dichte der sensorischen Nervenfasern in keinem
Zusammenhang mit dem AusmaR an Bein- und Rickenschmerz, der Gehstrecke oder dem
Finger-Boden-Abstand.

3.3 Dichte der sensorischen Nervenfasern und inflammatorische Auslesung

Substanz P ist ein proinflammatorischer Faktor in neurogenen Entziindungsprozessen. Folglich

kdénnte man ein erhthtes Mal an Entziindung im Ligamentum Flavum bei LSS vermuten.

Um eine derartige Assoziation bei LSS-Patienten zu untersuchen, teilten wir die gesamte LSS-
Gruppe in zwei Untergruppen nach dem Median der Dichte der sensorischen Nervenfasern ein
(Median=0.58 Nervenfasern/mm?, 25. Perzentile=0.19, 75. Perzentile=1.31). Diese beiden
Gruppen wurden in Hinblick auf einige ausgewéhlte Entziindungsparameter verglichen. Jedoch
zeigten die beiden Untergruppen keinen Unterschied beziglich der Dichte von aktivierten
Fibroblasten (LSS low: 11,2 +/- 5.7 vs. LSS high: 8.4 +/- 4.0/mm?), der Dichte von
Makrophagen (tiberhaupt nicht detektierbar in beiden Gruppen), der Gesamtzelldichte (217.1
+/- 248 vs. 239.0 +/- 19.5/mm?) und GefaBRdichte als Zeichen einer verstirkten

Neovaskularisierung (2.6 +/- 0.6 vs. 4.4 +/- 0.9/mm?).



In einem direkten Vergleich der Patienten mit LSS und der Patienten mit Bandscheibenvorfall
fanden wir keinen Unterschied hinsichtlich histologischer Entziindungszeichen (Tabelle 2). Die
Differenz der Zelldichte leitet sich hauptséchlich von den nicht-aktivierten Fibroblasten ab,
welche Prolyl-4-Hydroxylase-negativ sind (Tabelle 2).

Zusétzlich wurde eine multilineare Regressionsanalyse mit der Dicke des Ligamentum Flavum
als abhéngige Variable von Alter, Geschlecht, Korpergewicht- und Grol3e, Prolyl-4-
hydroxylase-positiver Fibroblastendichte, Gesamtzelldichte und GefaRdichte durchgefuhrt. Es
zeigte sich hierbei kein signifikanter Einfluss der histologischen Parameter auf die Dicke des

Ligamentum Flavum.

Diese Daten sprechen gegen eine aktive Entziindung in der LSS Gruppe, trotz verdickter

Ligamenta Flava und einer hoheren Dichte sensorischer Nervenfasern.

3.4 Unterschiede bei Frauen und Mannern mit LSS

Da Frauen normalerweise ein hoheres Ergebnis in Schmerz- und Depressionsfragebdgen
erzielen als Manner, bringt der Vergleich beider Gruppen mdglicherweise weitere Erkenntnisse

Uber relevante Einflussfaktoren bei LSS.

Frauen mit LSS zeigten einen hoheren Grad an Beinschmerz, an Depression in der DASS-G
und einen leicht hoheren Roland-Morris-Score als Ménner mit LSS, allerdings bei &hnlicher
Dicke des Ligamentum Flavum (Tabelle 3). Der direkte Vergleich der Dichte sensorischer

Nervenfasern ergab ebenfalls einen htheren Wert fur Frauen mit LSS (Abb. 4).

4 Diskussion

In den meisten Untersuchungen wird angenommen, dass die Hypertrophie des Ligamentum
Flavum eine entscheidende Rolle bei LSS spielt. Eine verstarkte Proliferation von Kollagen
Typ Il fihrt zu fibrocartilagindsen Verdnderungen mit Verkndcherung des Ligaments und
Einbau von Kalziumkristallen.®? Die degenerativen Veranderungen vermindern die Elastizitat

des Ligamentum Flavum und fiihren zu einem Anstieg von Kollagenfasern.®

Es wurden einige relevante Wachstumsfaktoren im hypertrophierten Ligamentum Flavum
identifiziert, wie unter anderem der Transforming growth factor beta 1 (TGFR1).1** TGFR1
spielt eine Rolle in der Kollagenproduktion durch Zellen, die aus dem Ligamentum Flavum
stammen.® Angiopoietin-like Protein 2 ist mdglicherweise ein Faktor, der TGFR1 induziert.®

Mit zunehmender Hypertrophie nimmt die TGFR1 Expression wieder ab und es scheint, als



habe TGFR1 nur Einfluss zu Anbeginn des degenerativen Prozesses.’” Ein weiterer
Wachstumsfaktor, der Connective tissue growth factor (CTGF), zeigte einen Zusammenhang
mit der Dicke des Ligamentum Flavum.®® Andere fanden eine gesteigerte Expression des Basic
fibroblast growth factor®® und des Platelet-derived growth factor BB.*

4.1 Dichte der sensorischen und sympathischen Nervenfasern im Ligamentum Flavum

Zu diesem Zeitpunkt wurden keine Wachstumsfaktoren, sondern hauptsachlich aktivierte
Prolyl-4-Hydroxylase-positive Fibroblasten als Ersatzmarker untersucht. Dieser Marker zeigte
keinen Unterschied zwischen lumbaler Spinalkanalstenose und akutem Bandscheibenvorfall.
Folglich mag es eventuell kein geeigneter Marker fir Hypertrophie oder die Hypertrophie an
sich nicht relevant fur die Pathogenese sein.

AuBerdem stellten einige Studien einen Zusammenhang zwischen Hypertrophie und
Entziindungsfaktoren wie der Expression der Cyclooxygenase (COX)-2,*! oder des
chemotaktischen Faktors Fractalkine (CX3CL1)* her. Nur eine Studie beschrieb eine
Infiltration mit Makrophagen, verstreuten T-Lymphozyten und Neovaskularisation.*® Selbst
nach Verwendung zweier unterschiedlicher Antikérper zur Detektion humaner Makrophagen,
war es jedoch nicht mdglich diese in den untersuchten Gewebeproben nachzuweisen.
Aullerdem waren die Zellzahl, als auch die GefaRdichte bei LSS, verglichen mit akutem
Bandscheibenvorfall, ohne Unterschiede, was gegen einen Entziindungsprozess spricht. Die

Grunde fir die unterschiedlichen Ergebnisse bleiben unklar.

Im Unterschied zu vorherigen Untersuchungen des Ligamentum Flavum, stand hier die
sensorische Hyperinnervation mit nozizeptiven Substanz P-positiven Nervenfasern im
Vordergrund. Die Studie zeigt eindeutig eine hdhere Dichte der sensorischen Fasern bei
Patienten mit LSS, als bei Patienten mit akutem Bandscheibenvorfall. Patienten mit
Bandscheibenvorfall waren deutlich junger, was madglicherweise Auswirkungen auf die
Ergebnisse haben konnte. Allerdings bleibt die Nervenfaserdichte wahrend des Alterns
entweder konstant***® oder nimmt ab,*’® es gibt jedoch keine Daten, die eine ansteigende
Dichte der Nervenfasern mit dem Alter nachweisen. Von diesem Standpunkt aus hatten die
alteren LSS-Patienten im Vergleich zu den jiingeren Kontrollen eine dhnliche oder geringere
Nervenfaserdichte haben missen, indes fand sich das Gegenteil. Ferner kdnnte das Alter
ebenfalls einen Einfluss auf die Dichte der sympathischen Nervenfasern haben. Allerdings

spricht dagegen, dass beide Gruppen hier vergleichbare Werte zeigten.
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4.2 Dichte der sensorischen Nervenfasern und klinische Auslesung

Wesentlich ist, dass klinische Messungen von Schmerz und funktioneller Beeintrachtigung in
Beziehung zur Dichte der sensorischen Nervenfasern bei LSS-Patienten standen. Obwohl die
Anzahl der LSS-Patienten relativ klein ist, bestdrken diese Ergebnisse die Bedeutung der
sensorischen Nervenfaserdichte. Es wird ein weiterer Grund flr den multifaktoriell bedingten,
lumbalen Ruckenschmerz aufgezeigt und kdnnte teilweise einen Ruckgang der Beschwerden
im unteren Ricken, fir zumindest eine gewisse Zeitspanne nach der Operation, bis zum

widerkehrenden Einspriel3en sensorischer Nervenfasern, erklaren.

4.3 Dichte der sensorischen Nervenfasern und inflammatorische Auslesung

Trotz der hoheren sensorischen Nervenfaserdichte, wurde keine bezeichnende Entziindung im
Ligamentum Flavum bei LSS festgestellt. Makrophagen als potente Entziindungsmarker, waren
nicht vorhanden und auch die Vaskularisierung, sowie die Prolyl-4-Hydroxylase positiven

Fibroblasten ergaben keinen Unterschied zwischen LSS und Kontrollgruppe.

Dariiber hinaus stand die Dichte der sensorischen Nervenfasern in keiner Beziehung zu einer
erhéhten Anzahl aktivierter, Prolyl-4-Hydroxylase-positiver Fibroblasten. Dies spricht bei
fehlender Entziindungsreaktion gegen den pro-proliferativen Einfluss von Substanz P auf die
Aktivitat von Fibroblasten. In vorherigen Studien wurde argumentiert, dass Substanz P und
sensorische Hyperinnervation starke pro-proliferative Faktoren sind,**!81%4% doch scheint dies
nur fur Krankheiten mit einer entziindlichen Komponente relevant zu sein. Mdglicherweise
stellt Substanz P nur einen Faktor dar und aber andere, zusétzliche Einfllsse, wie durch

Tumornekrosefaktor stimulierte Wachstumsfaktoren, sind flr die Proliferation notwendig.

Angesichts dieser Ergebnisse konnte man spekulieren, dass die MRI-gemessene Dicke des
Ligamentum Flavum von Proliferation oder Entziindung abhangig ist. Ahnlich zu anderen
Studien® bleibt es jedoch fragwiirdig, ob die Verdickung des Ligamentum Flavum eine echte
Hypertrophie darstellt. Es erscheint eher die Folge einer Stauchung ohne vielseitige
histologische Veranderungen zu sein. Die Verdickung konnte somit auch durch eine
Ausbeulung oder Féltelung des Ligamentum Flavum aufgrund einer Hohenminderung eines

Bewegungssegments entstehen.

4.4 Unterschiede bei Frauen und Mannern mit LSS

Die Studie verdeutlichte aulRerdem die bekannten Unterschiede zwischen den Geschlechtern,

mit einer hoheren Schmerzwahrnehmung und erhéhten Werten in den Depressions-Scores bei
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Frauen (siehe Review °°). Wichtig ist, dass dieses Phanomen mit einer hoheren Dichte der
sensorischen Nervenfasern im Ligamentum Flavum bei Frauen, im Vergleich zu Mannern mit
LSS, vergesellschaftet ist. Bei Frauen fand sich zudem ebenfalls in der Epidermis eine
vergleichbar erhéhte Dichte sensorischer Nervenfasern.*” In unserer Untersuchung zeigten die
Entzindungsmarker keinerlei Unterschiede zwischen Mannern und Frauen. Da Schmerz ein
entscheidendes Element in der Entstehung von Depression ist, vor allem bei chronischen
Erkrankungen,®! kann sensorische Hyperinnervation ein wichtiger Vorlaufer von depressiven

Symptomen bei diesen Patienten sein.

Einige Einschrankungen mussen angefihrt werden. In der LSS Gruppe konnten andere
Schmerz verursachende Faktoren, wie Modic Zeichen der Deck- und Bodenplatten der
Wirbelsdule oder Degeneration der Facettengelenke nicht verglichen werden. Eine weitere
Einschrankung stellt der Unterschied der ProbengroRe (Verhéltnis 1:3) zwischen den zwei
untersuchten Gruppen dar. Gleichwohl kann die Probengréfle mit anderen Studien des

Ligamentum Flavum verglichen werden.

5 Fazit

Zusammenfassend zeigt das Ligamentum Flavum bei LSS Zeichen einer sensorischen
Hyperinnervation, jedoch ohne Anhalt fur eine Entzlindungsreaktion oder Zellproliferation. Im
klinischen Alltag konnten diese Ergebnisse teilweise den Rickgang der unteren
Ruckenschmerzen  nach  operativer ~ Dekompression und  Flavektomie  ohne
Wirbelkorperversteifung und lediglich durch Reduktion des nozizeptiven Outputs des
Ligamentum Flavum, erklaren. Frauen sind starker betroffen als Manner und zeigen eher
klinische Beeintrachtigung und Schmerzen. Zukinftige Studien mussen sich mit méglichen
Wachstumsfaktoren der Nervenfasern auseinandersetzen, die mdglicherweise nur durch
kontinuierliche Scherkrafte und Stresseinwirkung stimuliert und durch lokal ansassige Zellen,
wie Fibroblasten, produziert werden. Wachstumsfaktoren der Nervenzellen konnten zudem

eine Zielgruppe fir interventionelle Behandlungsansétze sein.
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ABSTRACT: Nociceptive sensory nerve fibers have never been investigated in the ligamentum flavum (LF) of patients with LSS. The
aim was to analyze nociceptive sensory nerve fibers in the ligamentum flavum (LF) of patients with LSS. A prospective study in
patients with lumbar spinal stenosis (LSS) undergoing invasive surgical treatment for lumbar spinal stenosis (LSS) with flavectomy
was performed. Patients with LSS were subjected to flavectomy and density of sensory and sympathetic nerve fibers, macrophages,
vessels, activated fibroblasts, and cells were investigated by immunostaining techniques. A group of patients with acute disc herniation
served as control group. We found a higher density of sensory nerve fibers in LSS patients versus controls. These findings support the
role of LF in associated low back pain. Density of sensory nerve fibers in LSS, was positively correlated with typical markers of clinical
pain and functional disability, but not with LF density of activated fibroblasts. Inflammation as estimated by macrophage infiltration
and higher vascularity does not play a marked role in LF in our LSS patients. In the present study, compared to men with LSS, women
with LSS demonstrate more pain and depression, and show a higher density of sensory nerve fibers in LF. This study shed new light
on nociceptive nerve fibers, which are increased in LSS compared to controls. The findings speak against a strong inflammatory
component in LSS. A higher pain levels in women compared to men can be explained by a higher density of nociceptive nerve fibers. ©

2019 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc. J Orthop Res 9999:1-7, 2019.

Keywords: lumbar spinal stenosis; ligamentum flavum; flavectomy; sensory nerve fibers; hypertrophy; pain; substance P

Lumbar spinal stenosis (LSS) is the most common
degenerative disorder of the elderly patient.' The
main symptom is neurogenic intermittent claudication
with a decrease in walking distance.* Besides claudica-
tion, also low back pain or buttock pain can be
observed. LSS is a combination of degenerative
changes of facet joints with osteophytes and bulging of
degenerative discs.>® In addition, hypertrophy of the
ligamentum flavum (LF) was discussed to play an
important role for development of LSS.'™® After con-
servative treatment is exhausted and in the absence of
instability, decompression surgery of the spinal canal
is the state-of-the-art therapeutic method in patients
with LSS. Especially, leg pain, and claudication can be
addressed by this procedure.”

Although some studies report on factors related to
LF hypertrophy, not much is known about the role of
this ligament in LSS.® While some studies have shown
that LF thickening is associated with aging, disc
degeneration, and LSS,%1° it is still discussed if the
thickening of LF is a real hypertrophy or just buckling
without histological changes.®*® Moreover, nothing is
known about the role of the LF in stimulating pain.

Conflict of interest: Each author certifies that he or she has no
commercial associations (eg, consultancies, stock ownership,
equity interest, patent/licensing arrangements, etc) that might
pose a conflict of interest in connection with the submitted
article.

Ethical review committee statement: The study was approved by
the Ethics Committee of the University of Regensburg (12
April 2013, reference no. 13-101-0071). Written informed consent
was obtained from all study participants.

Achim Benditz and Svenja Sprenger contributed equally.
Correspondence to: Achim Benditz (T: 09405 18 4828; F: 09405
18 3499; E-mail: achim.benditz@ukr.de)

© 2019 Orthopaedic Research Society. Published by Wiley Periodicals, Inc.

Pain or nociceptive nerve fibers have never been
investigated in the LF of patients with LSS.

In recent years, our group studied the phenome-
non of nociceptive nerve fiber sprouting, called
sensory hyperinnervation. Sensory hyperinnervation
was found in different diseases with inflammatory
and non-inflammatory origin such as rheumatoid
arthritis,’® Crohn’s disease,'* Achilles tendinosis,®
Dupuytren contracture,'® chronic Charcot foot,'” and
anterior knee pain.'® One can summarize that sen-
sory hyperinnervation with substance P positive
(SP+) nerve fibers is common in many musculoskele-
tal diseases.

Upon stimulation of the pain fiber nerve ending
with various stimuli, an action potential is transmitted
to the central nervous system and, in parallel, SP and
Calcitonin gene-related peptide (CGRP) are locally
released.'®?° Release of SP into the microenvironment
is a proinflammatory stimulus that contributes to
chronic inflammation.?"?? SP is a strong stimulator of
connective tissue cell growth and function.?® SP has a
strong effect on fibroblast activation and extracellular
matrix production leading to increased scar forma-
tion.24?® Others demonstrated the pro-proliferative
effect of SP injections on fibroblasts in ruptured
tendons.?® SP stimulation led to an increased rate of
collagen remodeling mediated via its neurokinin-1
receptor.27

From this point of view and with the knowledge
that the LF is thickened in LSS, we hypothesized that
this ligament demonstrates sensory hyperinnervation
with SP+ nerve fibers. In addition, we hypothesized
that the LF demonstrates signs of inflammation with
leukocyte infiltration, neoangiogenesis, and fibroblast
activation.
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MATERIALS AND METHODS

Patients, Clinical Assessment, and Tissue Samples

The study was approved by the Ethics Committee of the
University of Regensburg (12 April 2013, reference no. 13-
101-0071). Written informed consent was obtained from all
study participants.

A total of 28 samples of 28 patients with LSS and a clear
indication for decompression surgery were prospectively
collected. Inclusion criteria for patients were as follows: (A)
neurogenic claudication, (B) leg pain more than 4 points on
the numeric rating scale (NRS, 0-10), (C) pain for more than
6 months, (D) leg pain predominantly to back pain, and (E)
definitive LF thickening in magnetic resonance imaging. The
control group consisted of eight patients with acute disc
herniation and with acute leg pain for less than 2 weeks and
no low back pain before.

As a control group, patients with an acute disc herniation
were included, as disc herniation occurs in younger people
without degenerative changes of the spine and no low back
pain, in contrast to LSS that develops over many years due
to degenerative changes. In both groups, a total flavectomy
was performed. Like others, we consider the disc herniated
group to be the ideal control group for LSS.1°

Before surgery, several parameters were determined like
back and leg pain using the NRS 0-10, presence of claudica-
tion, the German version of the Oswestry Disability Index
(ODI),% the Roland Morris Questionnaire,?® and the German
version of the Depression-Anxiety-Stress Questionnaire
(DASS21-G).2° The characteristics of patients are given in
Table 1.

In both groups, a total en bloc flavectomy was performed
during surgery. Ligamentum flavum samples were immedi-
ately given into 3.7% formaldehyde in phosphate buffered
saline (PBS) and fixed for 24h. Samples were incubated in
PBS with 20% sucrose for additional 12-24 h. The tissue was
then bedded in Tissue-Tek (Sakura Finetek, Leiden, The
Netherlands) and stored on —80°C.

Magnetic Resonance Imaging, Image Processing and Analysis
Magnetic resonance imaging (MRI) data were obtained on
1.5 T Intera scanner (Philips Medical Systems, Eindhoven,
Netherlands). For all MRI examinations, T1-weighted axial
and sagittal images with <3mm slice thickness, 0.9 mm
intersection gap, 30cm field of view, >3 echo train length
(ETL), and 448 A~ 314 matrix were performed.
Measurement was performed as described by Kim et al.?
We measured the operated level on the surgery side in T1-
weighted axial MR images at the level of facet joint using a

Table 1.

picture archiving and communications system. All measure-
ments were performed by two experienced spinal surgeons
and the mean value was taken for analysis of LF thickness.

Determination of Nerve Fiber Density and Cellular Density

The tissue sections were incubated with the primary antibody
against substance P (SP, key neurotransmitter of nociceptive
nerve fibers; cat. sc-21715, Santa Cruz Biotechnology, Heidel-
berg, Germany) or tyrosine hydroxylase (key enzyme for
sympathetic nerve fibers; cat. AB152, Millipore, Darmstadt,
Germany). The slides were then incubated with the secondary
antibody (Alexa Fluor 546, Invitrogen, Darmstadt, Germany).
We controlled the positive nerve fiber staining by incubating
the tissue with control antibodies. Cell nuclei were stained
using 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI). Finally, the sam-
ples were prepared with Dako fluorescent mounting medium
(Dako/Agilent, Santa Clara, CA).

As in an earlier study,’® the numbers of sympathetic and
SP+ sensory nerve fibers per mm? were determined by
averaging the number of stained nerve fibers in 17 randomly
selected high power fields of view (x400). In a similar way,
cellular density in the tissue was determined by counting
DAPI-stained nuclei in 17 randomly selected high power fields.

Immunostaining of Inflammation Markers—Macrophages,
Fibroblasts, and Vessels

Staining for macrophages was performed in the following
way. After blocking, slices were incubated with the primary
antibody (monoclonal anti-CD163 human IgG/mouse, cat.
K01473, MBL, Nagoya, Japan), followed by a polyclonal link
antibody (cat. D0486, Dako, Santa Clara, CA), and developed
with the APAAP system (cat. D0651, Dako).

Staining of collagen-producing fibroblasts was done using
an antibody against prolyl 4-hydroxylase (cat. PA5-55353,
ThermoFisher, Waltham, MA). Nonspecific binding sites
were blocked with components in the UltraVision LP Detec-
tion System (cat. TL-015-HA, ThermoFisher). Slices were
developed using the UltraVision LP Detection protocol (cat.
TL-015-HA, ThermoFisher).

Vessels were stained with the primary antibody against
collagen type IV (Clone CIV 22, cat. M0785, Dako) and the
Dako REAL Detection System (cat. K5003). Macrophage den-
sity and vascularity were determined by counting stained cells
and vessels in 17 randomly selected high power fields (x400).

Statistical Analyses
All data are given as mean+ SEM (standard error of the
mean). Box plots give the 10th, 25th, 50th (median), 75th,

Characteristics of Patients With Disc Herniation and Spinal Stenosis. Data are Given as Means + SEM.

Disc herniation Spinal stenosis

Number of samples

Age, yr

Body weight, kg

Body height, cm

Duration of symptoms, weeks

Back pain VAS, pts

Leg pain VAS, pts

Presence of claudication, %

Finger-floor distance, cm

Thickness of ligamentum flavum in MRT, mm

8 28
41.5+3.2 75.0+£2.2**
88.9+5.7 81.2+3.6
178.4+2.4 166.4 £2.0**

1.7+0.2 83,2+ 15.6*
8.0+1.0 6.21+0.7
9.0£1.0 7.6£0.5
0.0 39.3
35.8+7.1 21.8+4.1
3.1£04 4.8+£0.2**

*p <0.05, **p < 0.005. MRT, magnetic resonance imaging; VAS, visual analogue scale.
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and 90th percentile. We compared group medians by the
non-parametric Mann-Whitney U test IBM SPSS Statistics,
version 22; IBM, Chicago). Correlation analyses were carried
out by Spearman rank correlation analysis and linear regres-
sion lines are given in figures. Multilinear regression was
performed using SPSS. Comparison of frequencies were done
using Fisher’s exact test. A p-value below 0.05 was the
significance level.

RESULTS

Although the LF consists of two layers, the dorsal and
the dural layer, the findings were diffusely all over the
LF and not limited to one of those.

Density of Sensory and Sympathetic Nerve Fibers in the
Ligamentum Flavum

Sensory or nociceptive, SP+ nerve fibers are the most
important nerve fibers for pain transmission to the
central nervous system, and locally, SP can have
proinflammatory effects. Thus, SP+ nerve fibers may
be a critical element to understand some clinical
problems in LSS.

The study demonstrates that density of nociceptive
nerve fibers is higher in LSS compared to disc hernia-
tion controls (Fig. 1A). In order to test specificity of
this result for sensory nerve fibers, sympathetic nerve
fibers were additionally stained. In contrast to sensory
nerve fibers, sympathetic nerve fiber density was
similar in both groups (Fig. 1B).

Density of Sensory Nerve Fibers and Clinical Readouts

In LSS patients, density of sensory nerve fibers was
positively correlated with the result of the Roland-
Morris score (Fig. 2). Similarly, density of sensory nerve
fibers was positively correlated with the result of the
Oswestry Disability Index (Fig. 3) and the depression
subscore of the DASS-G (Rank=0.541, p=0.021).
While these results speak for a direct influence of local
nerve fiber supply on pain perception and functional
disability, sensory nerve fiber density was not corre-
lated with measure of pain from legs and back, walking
distance, or finger-floor distance (data not shown).

Density of Sensory Nerve Fibers and Inflammatory
Readouts

SP is a proinflammatory factor in neurogenic inflam-
mation. Thus, one might expect a higher degree of
inflammation in the LF.

In order to study such an association in LSS
patients, we separated the entire LSS group into two
subgroups according to the median of the density of
sensory nerve fibers (median = 0.58 nerve fibers/mm?,
25th percentile =0.19, 75th percentile =1.31). The two
groups were compared for some parameters of inflam-
mation. However, the two subgroups did not differ in
density of active fibroblasts stained for prolyl-4-hy-
droxylase (LSS low: 11.24+5.7 vs. LSS high: 8.4 +4.0/
mm?), density of macrophages (not detectable at all in
both groups), density of all cells (217.1+24.8 vs.
239.0 + 19.5/mm?)), and density of vessels as a sign of
neoangiogenesis (2.6 + 0.6 vs. 4.4 + 0.9/mm?).
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Figure 1. Density of sensory and sympathetic nerve fibers in
control patient with acute disc herniation and lumbar spinal
stenosis. In all panels, data are presented as box plots with the
10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th percentiles. Each
symbol represents one patient sample. In panel B, the inlays
demonstrate two examples of substance P nerve fiber staining,
magnification 200x.

In a direct comparison of patients with LSS and
disc herniation, we did not find a difference for
histological signs of inflammation (Table 2). The differ-
ence in cellular density is mainly derived from non-
activated fibroblasts, which are not positive for prolyl-
4-hydroxylase (Table 2).

In addition, we performed a multilinear regression
analysis with LF thickness as the dependent variable
and age, sex, body weight, body height, prolyl-4-
hydroxylase+ fibroblast density, density of all cells,
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Figure 2. Interrelation of the Roland-Morris score and density

of sensory nerve fibers. The Spearman rank correlation and its p-
value are given. The linear regression line is shown.
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Figure 3. Interrelation of the Oswestry Disability Index and

density of sensory nerve fibers. The Spearman rank correlation
and its p-value are given. The linear regression line is shown.

and density of vessels as dependent variables. This
analysis did not yield any significant influence of
histological parameters on LF thickness.

These data speak against active inflammation in
our LSS group despite thickened LF and higher
density of sensory nerve fibers therein.

Gender-Dependent Differences in Women and Men With
LSS

Since women typically score higher in pain and
depression questionnaires than men,3! the comparison

of the two groups might give some more information
on relevant factors in LSS.

Women with LSS compared to men with LSS, had
more leg pain, a higher depression score in the DASS-
G, and a tentatively higher Roland-Morris score, but
thickness of the LF was similar (Table 3). The direct
comparison of density of sensory nerve fibers demon-
strated a higher value for women compared to men
with LSS (Fig. 4).

DISCUSSION

In most investigations, hypertrophy of the LF is
thought to play a critical role. Increased proliferation
of collagen type II leads to fibrocartilaginous changes
with ossification of the ligament and incorporation of
calcium crystals.?? The degenerative changes decrease
elasticity of the LF, loss of elastic fibers, and an
increase of collagen fibers.3?

Some relevant growth factors were identified in
hypertrophy of the ligament such as transforming
growth factor beta 1 (TGFB1),'%3* and TGFB1 plays a
role in collagen generation of cells derived from LF.3°
Angiopoietin-like protein 2 might be a factor that
induces TGFP1.2® With increasing hypertrophy, the
TGFB1 expression decreases again, and it seems that
TGFB1 only exerts an influence at the beginning of the
degenerative process.>” Another growth factor, connec-
tive tissue growth factor (CTGF) was related to LF
thickness.?® Others found increased expression of basic
fibroblast growth factor®® and platelet-derived growth
factor BB.*°

Density of Sensory and Sympathetic Nerve Fibers in the
Ligamentum Flavum

We have not studied growth factors at this time but
mainly focused on activated prolyl-4-hydroxylase-posi-
tive fibroblasts as a substitute marker. This marker
was not different in LSS versus acute disc herniation.
Thus, it might not be a good hypertrophy marker or
hypertrophy is not relevant.

In addition, some study groups related hypertrophy
to inflammatory factors such as cyclooxygenase (COX)-
2 expression,*’ or the chemotactic factor fractalkine
(CX3CL1).#% Only one study described infiltration with
macrophages, scattered T lymphocytes, and neovascu-
larization.*® Using two different antibodies for human
macrophages, we were not able to detect macrophages
in our samples. In addition, in our study, cellularity
and density of vessels was not different in LSS

Table 2. Histological Inflammation Characteristics of Patients With Disc Herniation and Spinal Stenosis. Data Are

Given as Means + SEM.

Disc herniation Spinal stenosis

Cellular density per mm?
Prolyl-4-hydroxylase+ fibroblasts per mm?
Macrophages per mm?

Vessels per mm?

373.6+42.0 229.7+15.2*
6.5+£3.7 21.6+5.6
0+0 0+0
2.0£0.7 3.6£0.6

*p < 0.005 (these are mainly fibroblasts that are not activated since only prolyl-4-hydroxylase-positive fibroblasts are activated).
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Table 3. Comparison of Women and Men With LSS.

Women Men
Number of samples 14 14
Age, yr 76.2+ 3.7 73.8+2.5
Body weight, kg 78.3+5.8 83.5+4.7
Body height, cm 162.2+£2.0 169.8+2.8
Back pain NRS, pts 7.0+1.1 5.4+0.9
Leg pain NRS, pts 89+04 6.3 +0.7"**
DAS-depression, pts 14.4+2.1 5.2+ 1.4**
DAS-anxiety, pts 8.8+2.3 43+1.3
DAS-stress, pts 13.0+2.0 7.0+1.4
Roland-Morris score, pts 17.6+2.3 12.8 +1.6*
ODI score, % 58+3 4445
Thickness of LF in MRI, mm 4.7+0.3 4.8+0.2

*p<0.10, ***p<0.005. DAS, depression-anxiety-stress score
(DASS21-G); MRI, magnetic resonance imaging; NRS, numeric
rating scale; LF, ligamentum flavum. Data are Given as Means
+ SEM.

compared to acute disc herniation, which speaks
against inflammation. The reasons for the different
results remain unclear.

In contrast to prior studies on the LF, we focused
on sensory hyperinnervation with nociceptive SP-posi-
tive nerve fibers. The study clearly shows a higher
density of sensory nerve fibers in patients with LSS
compared to patients with an acute disc herniation.
Patients with disc herniation were clearly younger
than patients with LSS, and this might interfere with
our results. However, during aging, nerve fiber density
remains constant** ¢ or decreases,*”*® but there are
no data that demonstrate increased nerve fiber density
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Figure 4. Density of sensory nerve fibers in women and men
with lumbar spinal stenosis. In all panels, data are presented as
box plots with the 10th, 25th, 50th (median), 75th, and 90th
percentiles. Each symbol represents one patient sample.
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during aging. From this point of view, the older LSS
patients compared to the younger controls should have
had a similar or a lower density of nerve fibers, but
the opposite was found. Furthermore, density of
sympathetic nerve fibers might also be affected by age,
but the two groups had comparable levels, which
speaks against an influence of age.

Density of Sensory Nerve Fibers and Clinical Readouts
Importantly, clinical measures of pain and functional
disability were related to the density of sensory nerve
fibers in LSS patients. Although the numbers of LSS
patients is relatively small, these results strengthen
the importance of sensory nerve fiber density. These
findings are another factor of the multifactorial low
back pain and might partly explain a reduction of low
back pain at least for a period of time after surgery
(the time until re-entering of sensory nerve fibers).

Density of Sensory Nerve Fibers and Inflammatory
Readouts

Despite the higher sensory nerve fiber density, we did
not observe marked inflammation in the LF in LSS.
Macrophages that are strong markers of inflammation
were not present and vascularity as well as prolyl-4-
hydroxylase-positive fibroblasts did not differ in LSS
versus disc herniation.

In addition, density of sensory nerve fibers was not
related to a higher number of active, prolyl-4-hydox-
ylase—positive fibroblasts, which speaks against the
pro-proliferative influence of SP on fibroblast activity
when inflammation is absent. In our recent studies,
we argued that SP and sensory hyperinnervation are
strong pro-proliferative factors,'*7184 but this seems
to be relevant only in diseases with an inflammatory
component. It might well be that SP is only one factor
but additional factors like tumor necrosis factor—
stimulated growth factors are needed for proliferation.
Proinflammatory cytokines were not described in the
LF of LSS patients.

In the light of these results, one might speculate
whether MRI-measured thickness of the LF depends
on proliferation or inflammation. Similar as in other
studies,® it is questionable whether thickening of the
LF is a real hypertrophy, because it looks more like
the result of buckling without many histological
changes. Thickening might be a result of bulging due
to loss of height of the movement segment.

Gender-Dependent Differences in Women and Men With
LSS

The study also demonstrated the known difference in
women versus men with a higher pain perception and
elevated depression scores in women (reviewed in
ref. 31). Importantly, this phenomenon was accompa-
nied by a higher density of sensory nerve fibers in the
LF of LSS women compared to LSS men. In the
epidermis, a similar higher density of sensory nerve
fibers was detected in women compared to men.*” In
our study, inflammatory markers were not different
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between women and men (data not shown). Since pain
is a critical element to induce depression, particularly
in chronic conditions,’® sensory hyperinnervation can
be an important forerunner of depressive symptoms in
these patients.

Some limitations have to be mentioned. In the LSS
group other pain generators as Modic changes in the
endplates or facet joint degeneration could not be
compared. Another limitation is the sample size differ-
ence (1:3 ratio) between the two groups, nevertheless
the sample size can be compared to other LF studies.

CONCLUSIONS

In summary, in LSS, the LF shows signs of sensory
hyperinnervation but without signs of inflammation or
proliferation of cells. In clinical routine, these findings
might partly explain the phenomenon of reduced low
back pain after decompression and flavectomy without
fusion, just by reducing the nociceptive output from
the LF. Women are more affected than man and show
more clinical pain and disability. Future studies need
to address possible nerve growth factors that might be
stimulated by continuous shear stress and produced
by local cells (fibroblast). Nerve growth factors can be
a target of intervention.
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