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1. Einleitung

1.1 Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule

Traumatisch bedingte Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule fihren zu einer
Vielzahl von Verletzungsmustern unter wechselnder Beteiligung der ventralen und
dorsalen knochernen Wirbelanteile, der Bandscheibe sowie der ligamentaren,
kapsularen und muskularen Weichteilstrukturen. Abhangig vom Ausmal® der
Verletzung kommt es zu einer Stérung der Integritat der anatomischen Strukturen
mit dem Verlust der naturlichen Funktionen der Wirbelsaule. Diese besteht in der
Gewabhrleistung der statischen und dynamischen Funktion des zentralen
Achsorgans Wirbelsaule zusammen mit der Protektion der von der Wirbelsaule
umschlossenen neuralen Strukturen. Das Ziel der Behandlung
von Verletzungen der Wirbelsdule besteht somit in der dauerhaften und
schmerzfreien Wiederherstellung ihrer statischen, dynamischen und protektiven
Funktion [41]. Die therapeutische Vorgehensweise richtet sich nach einer Reihe von
Kriterien, wie dem Grad der Instabilitat, der resultierenden Fehlstellung und dem
Vorliegen neurologischer  Defizite [112]. Obwohl diese Kriterien als
Entscheidungshilfen hinsichtlich der therapeutischen Vorgehensweise allgemein
etabliert sind, existieren bei einigen Frakturtypen, wie z.B. dem Berstungsbruch,
nach wie vor eine Reihe unterschiedlicher Empfehlungen zur Behandlung dieser
Frakturen [30]. Es liegen kontroverse Empfehlungen hinsichtlich der Vorgehensweise
konservativ versus operativ vor [7,41,79,213]. Weiterhin werden auch bei einer
Entscheidung zur Operation hinsichtlich der operativen Vorgehensweise differente
Empfehlungen gegeben [54,71,117,167,184,193,223].  Mittel- und langfristige
Verlaufskontrollen nach konservativer und operativer Frakturbehandlung haben die
wichtige Rolle der mitverletzten nichtknéchernen Strukturen in bezug auf das
Langzeitergebnis gezeigt [203]. Hier sind vor allem die an den frakturierten
Wirbelkdrper angrenzenden Bandscheiben in den Focus des Interesses geruckt.
Einer Reihe von im Langzeitverlauf auftretenden Problemen, wie einem
konsekutiven Korrekturverlust mit daraus resultierende Sekundarpathologien (z.B.

im Verlauf auftretenden Stenosierungen), liegen offensichtlich Veranderungen im
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Bereich der angrenzenden Bandscheibe zu Grunde, die ihre Ursache im initialen
Trauma haben [52,157]. Als Ursache werden sowohl die Impaktion der Bandscheibe
in den angrenzenden frakturierten Wirbelkdrper [157] als auch traumainduzierte
intradiskale Veranderungen, die zu einer Beschleunigung der Degeneration der

Bandscheibe fuhren kénnen [52,128], angeflhrt.

1.2 Epidemiologie

In  Deutschland ist pro Jahr mit ca. 10.000 schwerwiegenden
Wirbelsaulenverletzungen (Frakturen, Luxationen) zu rechnen, 8000 davon betreffen
die thorakolumbale Wirbelsaule [30]. In den Vereinigten Staaten werden pro Jahr ca.
50.000 Wirbelsaulenverletzungen, einschlieBlich der Halswirbelsaule, registriert
[206]. Mehr als die Halfte der Verletzungen der thorakolumbalen Wirbelsaule ist im
thorakolumbalen Ubergang (Th11 bis L2) lokalisiert. Der 1. Lendenwirbel und damit
das Segment Th12/L1 sind am haufigsten betroffen [30]. Nachfolgend in der
Haufigkeit sind der 12. Brust- und der 2. Lendenwirbel betroffen [111,112]. Die hohe
Anfalligkeit des thorakolumbalen Uberganges resultiert aus dem Ubergang von der
relativ fixierten Kyphose der Brustwirbelsaule in die frei schwingende Lordose der
Lendenwirbelsaule. In ca. 1/5 der Falle ist mit inkompletten oder kompletten
neurologischen L&sionen zu rechnen [111]. Manner sind mit Uber 60% deutlich
haufiger betroffen als Frauen, der Altersgipfel bei diesen Verletzungen liegt
zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr.

Die haufigsten Ursachen im europaischem Raum sind Stirze aus grofzer Héhe und
Verkehrsunfalle, gefolgt von Sport- und Freizeitverletzungen, wahrend in anderen
Regionen, wie den Vereinigten Staaten oder Sudafrika, penetrierende Verletzungen

eine nicht unwesentliche Rolle spielen [83,111,185,213].
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1.3 Klassifikation

Die Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule werden entsprechend den
Empfehlungen von Magerl et al. [138] klassifiziert. Diese Klassifikation beruht auf
dem biomechnischen Zweisaulenkonzept nach Whitesides [216]. Dieses
untergliedert die Wirbelsdule entsprechend ihrer natlrlichen biomechanischen
Belastung in zwei Saulen; eine ventrale lasttragende Saule, bestehend aus dem
Wirbelkorper und der Bandscheibe, und eine dorsale, auf Zug beanspruchte Saule,
bestehend aus den Wirbelgelenken und dem ligamentaren Komplex.

Die Klassifikation nach Magerl et al. [138] berucksichtigt damit sowohl die naturlichen
biomechanischen Gegebenheiten der Wirbelsaule als auch die beim Trauma auf die
Wirbelsaule einwirkenden Krafte, welche sich in den drei Hauptgruppen der
Frakturen wiederfinden [30,116].

Im Detail erfolgt eine Untergliederung in drei Hauptgruppen von Frakturen.

Typ A- Verletzungen sind Verletzungen der ventralen Saule, welche vorwiegend
durch Kompression hervorgerufen werden.

Typ B- Verletzungen sind kombinierte Verletzungen der vorderen und hinteren
Saule, welche mit einer Distraktionskomponente verbunden sind.

Typ C- Verletzungen liegen dann vor, wenn zusatzlich zu den vorgenannten
Verletzungsmustern eine Rotationskomponente besteht.

Diese drei Hauptgruppen werden entsprechend dem speziellen Verletzungsmuster,
vor allem resultierend aus unterschiedlichen Verletzungsmechanismen, in
Subgruppen unterteilt, die fur eine differenzierte therapeutische Vorgehensweise
und prognostisch von Bedeutung sind [194].

Grundsatzlich gilt, dass der Grad der Instabilitat der Verletzung von Typ A nach Typ
C zunimmt und damit das Risiko einer neurologischen Komplikation von Typ A nach

Typ C ansteigt (Abb. 1).
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Typ A A1 Wirbelkdrper- Grad der | Neurologische
impaktion Instabilitat | Defizite
Kompressions- A2 Spaltbruch
Verletzung A3 Berstungsbruch
B1 mit Flektion,
Typ B ligamentar
B2 mit Flektion,
Distraktions- kndchern
verletzung B3 mit Extension
Typ c C1 mit Kompression
Rotations- C2 mit Distraktion
verletzung C3 mit Scherung

Abbildung 1: Klassifikation der Verletzungen der thorakolumbalen Wirbelsaule nach Magerl et al.
[138].
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1.4 Biomechanische Grundlagen

Die thorakolumbale Wirbelsaule stellt ein komplexes biomechanisches
Funktionssystem dar. Die Kenntnis seiner Funktionsweise stellt die unabdingbare
Voraussetzung fur das Verstandnis der vorliegenden Pathologie und die daraus
resultierenden therapeutischen Notwendigkeiten dar. Die Belastungen an der
thorakolumbalen Wirbelsaule werden nach dem ,load- sharing“-Prinzip balanciert.
Da der Korperschwerpunkt vor der Wirbelsaule liegt, werden bei einer intakten
Wirbelsaule die ventralen Strukturen vor allem auf Kompression ,weight-bearing®
beansprucht. Die dorsalen Strukturen werden auf Zug ,tension band“ beansprucht.
Dabei werden annahernd 80% der axial einwirkenden Kraft als Kompressionskraft
von der ventralen Saule absorbiert, wahrend 20% der Last von den dorsalen, auf
Zug beanspruchten Strukturen abgefangen werden [80,216] (Abb. 2 und 3). Von
James et al. [92] konnte nachgewiesen werden, dass die Stabilitat eines
Wirbelsegmentes gegen Flexion zu etwa 60% von der Intaktheit der ventralen Saule
abhangig ist. Durch den Aufbau aus passiven (Knochen, Gelenke, Ligamente) und
aktiven (Muskeln) Strukturen und der Wirkungsweise des vorbeschriebenen load
sharing- Prinzips ist die Wirbelsaule in der Lage, neben der Aufnahme von

Kompressions- und Zugkraften auch Scher- und Torsionskrafte abzufangen [80,124].

bady
weight

Abbildung 2 und 3: Abbildung 2 links

zeigt schematisch den Verlauf der

Kérperschwerpunktlinie, Abbildung 3

rechts zeigt die Kraftverteilung bei

axialer  Lasteinwirkung an  der
Wirbelsaule (aus: [80]).




Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

2. Behandlungskonzept

Grundsatzlich ist hierbei zwischen der konservativen und der operativen Therapie zu
unterscheiden. Die Indikation zum operativen Vorgehen orientiert sich im
Wesentlichen am Grad der durch das Trauma verursachten Fehlstellung, an der
resultierenden Instabilitdt und an der Frage, ob ein neurologisches Defizit vorliegt
[23,30].

Fir die Instabilitat sind Kriterien definiert worden. Generell liegt eine Instabilitat dann
vor, wenn die Wirbelsaule nicht mehr in der Lage ist, ihre normalen strukturellen
Verhaltnisse unter physiologischer Belastung aufrecht zu erhalten [163]. Als weitere
Kriterien werden die Risiken der unmittelbaren Ausbildung neurologischer Defizite
und der Ausbildung sekundarer Instabilititen und persistierender Schmerzen
angegeben [145]. Eine fur die tagliche Praxis gut nutzbare Klassifikation wurde von

Blauth et al. [23] vorgeschlagen:

e Stabil ist eine Verletzung, wenn keine weitere Veranderung der Stellung der
Wirbelsaule in Ruhe oder bei Belastung zu erwarten ist.

e Geringgradig instabil sind Verletzungen, die bei funktioneller Behandlung ohne
schwerwiegende Fehlstellung und zusatzliche neurologische Stérung ausheilen.

e Hochgradig instabil bedeutet, dass bei funktioneller Behandlung schwere

Fehlstellungen und neurologische Komplikationen erwartet werden konnen.

Einige Autoren [145,185] geben ein primares neurologisches Defizit, eine sagittale
Angulation von > 25° relativ zum Nachbarsegment, einen Ho6henverlust des

Wirbelkdrpers von > 50% und serielle Frakturen als Instabilitatskriterien an.

Unabhangig vom gewahlten Behandlungskonzept sind die Ziele der Therapie gleich.
Sie bestehen in einer Wiederherstellung der regelrechten Form der Wirbelsaule,
diese muss fur die Dauer der Heilung sicher fixiert sein. Um das Ergebnis dauerhaft

zu sichern, ist eine knocherne Ausheilung zu fordern. In dieser ausgeheilten Form
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muss die Wirbelsaule ihrer statischen und dynamischen Funktion maoglichst
schmerzfrei gerecht werden konnen. Neurologische Defizite mussen vermieden und
vorliegenden neurologische Defizite sollten nicht verschlechtert, idealerweise
gebessert werden [30,42].

Fir die Entscheidung zur Vorgehensweise werden neben den oben angefihrten
Kriterien das Patientenalter, vorliegende Komorbiditaten, der Habitus und das
Vorliegen  osteoporotisch  bedingter  kndcherner  Veranderungen  sowie

Begleitverletzungen herangezogen [185].

Randomisierte prospektive Studien zur Evaluation der unterschiedlichen
Therapieverfahren fehlen. Es gibt mehrere systematische Reviews, die sich mit der
Wertigkeit der  konservativen und der unterschiedlichen  operativen
Therapieverfahren vergleichend auseinandersetzen. Van der Roer et al. [207]
konnen keine Evidenz bezuglich eines Vorteils konservativer oder operativer
Verfahren bei Berstungsfrakturen des thorakolumbalen Uberganges aufzeigen, sie
zitieren aber eine Reihe von Arbeiten, die bessere Ergebnisse nach operativer
Frakturversorgung zeigen. Verlaan et al. [208] zeigen, dass Evidenz basierte
Kriterien bezuglich der Art des operativen Vorgehens bei Frakturen der
thorakolumbalen Wirbelsaule fehlen, existierende Daten basieren im Wesentlichen
auf retrospektiven Fallserien. Alle angeflhrten Studien zeigen, dass keine operative
Methode in der Lage ist, den zu Behandlungsbeginn initial erzielten

Repositionsgewinn im Verlauf komplett zu halten.
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2.1 Konservative Frakturbehandlung

Historisch beruht die konservative Frakturbehandlung der Wirbelsdule auf zwei
unterschiedlichen Konzepten, der konservativen Therapie nach Bohler [24,25] und

der frihfunktionellen konservativen Therapie nach Magnus [139,140].

211 Konservative Therapie nach Bohler

Bohler [24,25] tibertrug mit dem Grundsatz: “Einrichten, Ruhigstellen und Uben“ das
Grundprinzip der Knochenbruchbehandlung der Extremitdten auch auf die
Wirbelsaule. Fehlstellungen wurden im Durchhang eingerichtet, dann fur drei bis funf
Monate im Gips fixiert, anschlieend wurden die Patienten schnellstmoglich
mobilisiert und belbt. Daniaux et al. [42] zeigen, dass es nach primar guten
Repositionsergebnissen in etwa 25% der Falle zu einem teilweisen und in weiteren
25% der Falle zu einem kompletten Repositionsverlust kommt. Eine Korrelation
zwischen dem Grad der Fehlstellung und geklagten Beschwerden konnte nicht
beobachtet werden. Ab einer Kyphose von 20° ist allerdings mit einer Haufung von
Beschwerden und einer reduzierten Arbeitsfahigkeit zu rechnen [204]. Resch et al.
[171], Steindl und Schuh [192] und Reinhold et al. [170] berichten im Verlauf Uber
einen kompletten Korrekturverlust bei in dieser Technik behandelten Frakturen.
Diese Korrekturverluste kommen zum kleineren Teil durch eine Rekyphosierung im
Bereich des verletzten Wirbelkdrpers selbst, zum Uberwiegenden Teil durch
Veranderungen im Bereich der angrenzenden Bandscheibe zustande [171]. In den
angefuhrten Arbeiten konnte keine Korrelation zwischen dem Grad der Kyphose und
der Patientenzufriedenheit hergestellt werden. Die Autoren gaben aber an, dass der
Nachuntersuchungszeitpunkt mit durchschnittlich funf Jahren fir die typischen
Spatprobleme zu kurz sein kénnte. Steindl und Schuh [192] beobachteten in ca. 1/5
der Falle eine spontane Blockwirbelbildung mit dem kranial angrenzenden Wirbel,

ohne dass diese Beobachtung einen Einfluss auf das subjektive Ergebnis hatte.
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21.2 Frihfunktionelle Therapie nach Magnus

Die frihfunktionelle Therapie nach Magnus [139,140] berUcksichtigt die bestehende
Fehlstellung nicht. Vielmehr wird die frakturbedingte Einstauchung des spongiésen
Wirbelkdrpers als vorteilhaft flr die Heilung interpretiert.

Hier erfolgt ohne Reposition, nach einer bis zu sechs Wochen dauernden
Ruhigstellung durch Bettruhe, eine schrittweise Mobilisation Uber den Vierfuerstand
bis zur Vollmobilisation mit einer Dreipunktorthese. Einer drei- bis vier Monate
dauernden stabilisierenden Physiotherapie folgt nach gesicherter
Frakturkonsolidierung der Ubergang zu mobilisierenden Ubungen.

Die Ergebnisse zeigen in bis zu 40% der Falle eine zusatzliche Kyphose von bis zu
10° im Vergleich zur Ausgangslage, in der Literatur finden sich in 80-90% der Falle

gute bis befriedigende subjektive Ergebnisse [42,104,126,186].

Heute wird vorwiegend bei denen nach Blauth et al. [23] als stabil oder geringgradig
instabil klassifizierten Verletzungen die funktionelle Therapie durchgefuhrt [30]. Einer
kurzen Immobilisierung im Sinne einer initialen Schmerztherapie folgen die schnelle
achsgerechte Mobilisierung und das Anlernen wirbelsdulengerechten Verhaltens.
Eine kurzfristige radiologische Kontrolle der Stellung des Wirbelkérpers unter

Belastung ist obligat.
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2.2 Operative Frakturbehandlung

Die Ziele der operativen Frakturbehandlung bestehen in der Reposition der
Fehlstellung, der Retention der reponierten Stellung, der, wenn erforderlich,
Dekompression des Spinalkanals und der Durchfihrung einer knéchernen Fusion
fur die dauerhafte Sicherung des Ergebnisses, der Spondylodese (Abb. 4). Auf
diesem Weg kann eine schnelle Mobilisierung und Rehabilitation der Patienten mit
einer Verkurzung der Krankenhausverweildauer erreicht werden, und es wird denen

durch eine Fehlstellung bedingten Spatkomplikationen entgegen gewirkt [22,129].

Abbildung 4: a) Fraktur des 1. Lendenwirbelkdérpers Typ A 3.1 (inkompletter Berstungsbruch) mit
Hoéhenminderung, deutlicher Kyphosierung im Segment und Hinterkantenbeteiligung; b) Z.n.
Reposition und operativer Stabilisierung des Ergebnisses von dorsal mit Fixateur interne Th12 bis L2,
c) Z.n. ventraler partieller Korporektomie L1 mit Entfernung der angrenzenden Bandscheiben und

Spondylodese mit X- tenz- Cage als Wirbelképersatz und Spongiosatransplantation.

10
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Die Wirbelsaule kann sowohl Uber dorsale als auch uUber ventrale Zugangswege
erreicht werden. Fur die operative Versorgung werden, abhangig vom
Verletzungsmuster und von den Praferenzen des Operateurs, rein dorsale, rein

ventrale und kombinierte Vorgehensweisen empfohlen.

Bei allen angewendeten Techniken ist zu betonen, dass der Focus der Bemuhungen
auf das Erreichen eines sicheren Langzeitergebnisses zu richten ist. Dieses wird in
aller Regel durch die Spondylodese und damit eine dauerhafte Fusion zu erreichen
sein. ,Although implants provide for immediate stability, they will be only a temporary
measure unless simultaneous autologous bone grafting is performed to create the

conditions for a biologic and therefore permanent union and stable bone healing” [41]

221 Dorsale Frakturversorgung

Bei der Versorgung von dorsal werden heute in der Regel transpedikulare
Schrauben eingesetzt, welche die Einleitung groRerer Krafte, vor allem fur die
erforderliche Reposition, zulassen und kurzstreckige Versorgungen ermdglichen [11].
Der dorsale Zugang erlaubt eine einfache direkte Reposition und eine effektive
Dekompression entweder indirekt durch die Ligamentotaxis bei Reposition oder
direkt durch die operative Entlastung des Spinalkanals.

Biomechanisch kommt es bei rein dorsalen Instrumentierungen zu einer Umkehr des
Kraftflusses von der ventralen Wirbelsaule auf die dorsalen Abschnitte und damit auf
das Implantat. Bis zu 90% der eingeleiteten Kraft werden so dorsal aufgefangen
[144]. Allerdings konnte von Cripton et al. [38] gezeigt werden, dass eine rein dorsale
Instrumentation bei monosegmentalen Anwendungen den Druck in der von der

Instrumentation Uberbrickten Bandscheibe nur um 50% reduzieren kann.
Eine Sonderform der dorsalen Versorgung stellt die zur dorsalen Instrumentation

additiv durchzufuhrende transpedikulare Spongiosaplastik dar [39,40]. Das Ziel dieser

MalRnahme ist eine Stabilisierung des reponierten Wirbels durch die

11
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Spongiosaauffullung des durch die Fraktur entstandenen Defektes.

Das Konzept wurde erweitert und kombiniert mit einer partiellen
Bandscheibenresektion und nachfolgenden Spongiosaauffillung des so
entstandenen Defektes mit dem Ziel, eine intersomatische Fusion zu erreichen [41].
Mit beiden Verfahren konnte im Verlauf der Korrekturverlust jedoch nicht wesentlich
beeinflusst werden, ein Einbau der so eingebrachten Spongiosa war in einem
Groliteil der Falle im Verlauf nicht nachweisbar [9,111,114,187].

222 Ventrale Frakturversorgung

Die isolierte ventrale Frakturversorgung ist vor allem bei Verletzungen mit intakter
hinterer Saule und damit bei Typ A-Verletzungen mdglich. Ventrale
Vorgehensweisen erlauben eine direkte Dekompression des Spinalkanals am Ort
der Einengung und eine effektive Wiederherstellung der lasttragenden ventralen
Saule. Moderne winkelstabile ventrale Implantatsysteme sind in ihrer Steifigkeit mit
dorsalen transpedikularen Systemen vergleichbar [184,223].

Vertreter dieser Vorgehensweise betonen die aus ihrer Sicht besser mogliche
Dekompression des Spinalkanals von ventral und den Vorteil, auf einen zusatzlichen
dorsalen Zugang verzichten zu kdnnen [47,117,181].

Die Angaben zu dem postoperativ auftretenden Korrekturverlust variieren zwischen
5° bis 15°. Problematisch zeigt sich hier im Vorfeld die sichere Abgrenzung reiner
Typ A- Verletzungen zu okkulten Typ B- Verletzungen, was durch die dann gestorte
dorsale Zuggurtung einen progredienten postoperativen Korrekturverlust erklaren

konnte [52,72].

2.2.3 Kombinierte Frakturversorgung
Eine kombinierte ein- oder zweizeitige Vorgehensweise unter Nutzung sowohl des

dorsalen als auch des ventralen Zugangs wird zunehmend praktiziert. Entsprechend

den biomechanischen Gegebenheiten der gesunden Wirbelsadule scheint sich die
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kombinierte Vorgehensweise fur rekonstruktive MaRnahmen als am gunstigsten zu
erweisen, da damit die eingeleiteten Krafte in Anlehnung an das ,load-sharing®-
Prinzip optimal balanciert werden kdonnen [215]. Es kdnnen sowohl die dorsale, auf
Zuggurtung beanspruchte Saule, als auch die ventrale lastaufnehmende Saule
rekonstruiert werden. Die gezielte kurzstreckige dorsoventrale Fusion erlaubt eine
schnelle Mobilisierung und eine orthesenfreie Nachbehandlung [52,113].

Die kurzstreckige Versorgung ist unter anderem auch bezuglich der bekannten
Problematik der Dekompensation des Nachbarsegmentes, im Anschluss an
versteifende Verfahren, von Bedeutung. Neben der Rebalancierung des Profils hat
auch die Ausdehnung der Fusionsstrecke einen Einfluss auf die zu erwartende
Dekompensationsrate der Nachbarsegmente [35,48,180].

Nach kombinierter Versorgung werden Fusionsraten von bis zu 97% beschrieben
[60]. Der Korrekturverlust nach einer kombinierten Frakturversorgung ist im Vergleich
der verschiedenen Vorgehensweisen am geringsten [19,54,71,167,193]. Einige
Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass im Vergleich zu nur von dorsal operierten
Patienten bei dieser Vorgehensweise, neben einem geringeren Korrekturverlust,

auch die subjektive Patientenzufriedenheit am héchsten war [71,181].

224 Temporare Instrumentation (Segmenterhaltend)

Der zunehmende Einsatz der MRT in der Frakturdiagnostik hat zu einer besseren
Beurteilbarkeit der involvierten diskoligamentaren Weichteilstrukturen gefuhrt. Wenn
die MRT keine morphologische Diskusverletzung zeigt, so wird von verschiedenen
Autoren bei Typ A- und z.T. auch bei Typ B1- Frakturen nach Magerl et al. [138]
nach Reposition lediglich eine dorsale Instrumentation durchgefuhrt. Diese hat das
Ziel, den verletzten Bereich bis zur Ausheilung in der anatomisch regelrechten
Stellung zu fixieren, ausgehend von der Annahme einer intakten Bandscheibe. Eine
nach der Metallentfernung durchzufihrende MRT-Kontrolle entscheidet, ob bei
weiter unauffalliger Bandscheibe zusatzliche Mallnahmen unterbleiben konnen oder
ob bei morphologischen bzw. biochemischen intradiscalen Veranderungen eine

additive ventrale Spondylodese notwendig wird.
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Die dazu vorgestellten Studien zeigen gute ein bis drei Jahresergebnisse bezuglich
einer Reduktion der additiven ventralen Eingriffe [57,175].

Ob die kernspintomographischen Signalmuster wirklich RUckschlisse auf die
biochemischen Prozesse und damit auf die biomechanischen Eigenschaften der

Bandscheibe zulassen, muss im Langzeitverlauf noch erwiesen werden [52].

14



Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

3. Kontroversen der Frakturbehandlung/
Langzeitprobleme

Besonders die Versorgung der unter Typ A3 nach Magerl et al. [138]
zusammengefassten Frakturen wird kontrovers diskutiert. Resch et al. [171] sehen
bei diesen Frakturen auf Grund der Beteiligung der Hinterkante eine Ubergangsform
zwischen stabil und instabil. Wegen der Beteiligung der Hinterkante mussen diese
Frakturen zumindest gegenuber axialen Kompressionskraften als nicht stabil
angesehen werden [170]. Andere Autoren sehen die Instabilitatskriterien nicht klar
definiert, der Grad der Kyphose, der Grad der Einengung des Spinalkanals und die
Hohenminderung sind speziell bei diesen Frakturtypen weiter in der Diskussion,
lediglich ein neurologisches Defizit wird allgemein als Instabilitatskriterium akzeptiert
[7]. FUr diese Frakturtypen werden damit sowohl Empfehlungen zur konservativen
Therapie mit guten Langzeitergebnissen [7,213] als auch zur operativen Versorgung
gegeben [43,193]. Von verschiedenen Autoren wird der Korrekturverlust nach
konservativer Therapie als signifikant hoher angegeben als nach operativer
Therapie [171,185].

Ein weiteres zu beachtendes Problem ist der sekundare Korrekturverlust bei nur von
dorsal operativ stabilisierten Frakturen, wobei dieser in bis zu zwei Drittel im Bereich
der angrenzenden Bandscheiben stattfindet [52,129,193]. Nach kurz- und
mittelfristigen Verlaufen wird eine Korrelation des Grades der Kyphose mit
bestehenden Beschwerden in aller Regel nicht hergestellt. Residuelle Kyphosen
fuhren ab einer bestimmten GréRenordnung jedoch zu einer signifikanten Zunahme
der Beschwerden und Einschrankung der Aktivitat im Langzeitverlauf. Von einer
Reihe von Autoren wird dies ab einer persistierenden posttraumatischen Kyphose
von = 20° im Vergleich zu Kyphosen von < 20° beobachtet. [59,103,204,216]. Andere
Autoren sehen diese Zusammenhange bei residuellen Kyphosen von = 30° [141,206].
Diese Beschwerden treten in der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle erst im
Langzeitverlauf nach mehr als 10 Jahren auf, da bis zu diesem Zeitpunkt
Kompensationsmechanismen die Probleme Uberdecken koénnen [194,204]. Bei

Kyphosen dieser Grélkenordnug werden auch kosmetische Probleme berichtet [206].
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Beschwerdeursachen werden in einer kompensatorischen Hyperlordose der an die
Kyphose angrenzenden Wirbelsaulenabschnitte gesehen [151]. Daraus resultierende
Inkongruenzen der Wirbelgelenke mit konsekutiver Arthrose werden diskutiert
[58,193]. Kurzbogige Kyphosen, wie sie gerade nach Frakturen zu beobachten sind,
verlagern die Schwerpunktlinie des Korpers nach vorne [26]. Die daraus folgende
Uberbelastung der unphysiologisch beanspruchten Weichteile, vor allem der
dorsalen Bander und Muskeln, ist eine weitere Ursache chronischer Schmerzen
[206]. Eine fur den Ausgleich des Gesamtprofils erforderliche verstarkte
Beckenkippung [194] und eine Dekompensation der Nachbarsegmente stellen
ebenfalls Ursachen chronischer Beschwerden dar [216]. Eine Reihe von Autoren
sehen in der Instabilitdt der an die Fraktur angrenzenden direkt oder indirekt
verletzten Bandscheibe selber die Hauptursache fir die im Langzeitverlauf
auftretenden Beschwerden [44,51,79,132,187]. Auch diese Veranderungen der
Bandscheibe konnen sekundar zu Inkongruenzen der Wirbelgelenke mit einer
konsekutiven Arthrose fuhren [71]. Neben den subjektiv auftretenden Problemen wie
Schmerz und eingeschrankter Leistungsfahigkeit besteht bei einer persistierenden
Kyphose die Gefahr der Entstehung sekundarer myelopathischer Veranderungen
oder von Syringomyelien mit konsekutiven, haufig spat beginnenden,
neurologischen Storungen [44,79,141,216]. Auch bei Patienten mit primaren
neurologischen Defiziten korreliert die Haufigkeit der Ausbildung einer Syringomyelie
neben dem verbliebenen Grad der Einengung des Spinalkanals mit der Auspragung
der persistierenden Kyphose [1].

Whitesides formulierte 1977 [216]: “The presence of a chronic disabling kyphosis

means that the therapy in the acute phase has failed”.
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4. Ziel des Projektes

Es existieren in der Therapie von Verletzungen der Wirbelsaule eine Reihe offener
Fragen und kontrovers diskutierter Probleme. Dazu gehdren sowohl die Diskussion
bezlglich der optimalen operativen Strategie bei der Versorgung instabiler
Verletzungen der thorakolumbalen Wirbelsaule als auch das Problem des im
Behandlungsverlauf haufig zu beobachtenden Korrekturverlustes. Dieser tritt sowonhl
nach konservativer Therapie als auch nach operativer Versorgung auf. Obwonhl
samtliche operative Verfahren nicht in der Lage sind, das unmittelbar postoperative
Ergebnis im Langzeitverlauf komplett zu halten, spielt dieser Gesichtspunkt nach
einer rein von dorsal durchgefuhrten operativen Stabilisierung offensichtlich eine
besondere Rolle [52,129,193].

In den Blickpunkt des Interesses sind deshalb die unmittelbar durch das Trauma
mitbetroffenen benachbarten Bandscheiben gerlckt, da eine Reihe von Arbeiten
zeigen konnten, dass der Korrektuverlust im verletzten Segment in bis zu zwei
Dritteln des Gesamtkorrekturverlustes in diesen Bandscheiben stattfindet
[39,41,51,58,71,103,111,113,127,129,171,187]. Dies scheint vor allem auf posttraumatische
intradiskale Veranderungen zuruckzufuhren zu sein, die letztendlich zu einer

verfrihten Degeneration der Bandscheibe fuhren kdnnen [44,51,79,108,132,187].

Aus der Forschung sind eine Reihe intradiskaler Prozesse bekannt, die bei der
alters- bzw. Uberlastungsbedingten Degeneration der nicht traumatisierten
Bandscheibe eine Rolle spielen. Hier spielen vor allem verschiedene
Entzindungsmechanismen und Apoptose eine zentrale Rolle. Es ist belegt, dass
dabei neben genetischen sowohl biochemische als auch mechanische Faktoren

eine Rolle spielen [4,6,11,33,67,101,106,178,209].
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Aus den gemachten Ausfihrungen erqgibt sich die Frage, inwieweit ein einmaliges

und schweres Trauma ebenso zu solchen Verdnderungen fihren kann, wie sie aus

degenerierten Bandscheiben, hervorgerufen durch konsekutive Be- und

Uberlastungen, bekannt sind.

Das Ziel dieser Arbeit ist damit die Analyse der posttraumatischen biochemischen
Prozesse, die in Bandscheiben ablaufen, welche an frakturierte Wirbelkorper
angrenzen und die im Rahmen der an unserer Abteilung Ublichen Strategie einer
dorsoventralen Frakturversorgung wahrend der operativen Versorgung mit entfernt

werden mussen.

Untersucht werden die posttraumatischen Entzindungsreaktionen und die Apoptose
ortstandiger intradiskaler Zellen in Bandscheiben, die an frakturierte Wirbel
angrenzen. Dabei werden die Infiltration mit Entziindungszellen und die Freisetzung
der gewebestandigen Mediatoren der Komplementkaskade analysiert. Die Apoptose
sowie deren Aktivierungswege werden bestimmt. Die Resultate der Bandscheiben
aus der Traumagruppe werden mit Ergebnissen aus degenerativ veranderten

Bandscheiben und mit gesunden Kontrollbandscheiben verglichen.

Damit soll ein Beitrag zum besseren Verstandnis der posttraumatisch intradiskal
ablaufenden Prozesse geleistet werden. Das Ziel ist ein besseres Verstandnis der
zu erwartenden Veranderungen in der geschadigten Bandscheibe im weiteren

Verlauf.

Zur Darstellung der flr die Bandscheibe bekannten Daten und damit der sich
ergebenden Fragestellungen wird im Weiteren die ,Bandscheibenproblematik”
detailliert erortert. Bau und Funktion der Bandscheibe und degenerative und durch
Trauma bedingte Bandscheibenveranderungen werden an Hand der zur Verfigung
stehenden Literatur analysiert, um die in dieser Arbeit unter Arbeitshypothese
aufgefiihrten Ideen und die unter Material und Methoden aufgeflihrten

Untersuchungsansatze zu begrinden und zu untermauern.
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5. Bandscheibenproblematik

Nach Lob [132] heilen direkte Verletzungen der Bandscheibe insuffizient und flihren
im gunstigsten Fall zur Bildung einer knéchernen ventralen Spange.

Bei Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule, ohne direkte Verletzungen der an
die Fraktur angrenzenden Bandscheibe, stellt sich der Sachverhalt nicht so klar dar

wie bei der von Lob [132] 1954 gemachten und noch heute gultigen Aussage [77].

Thorakolumbale Frakturen, die konservativ in der Technik nach Bohler behandelt
wurden und Patienten mit thorakolumbalen Frakturen, die mit einem ausschlief3lich
von dorsal durchgefuhrtem operativem Verfahren versorgt wurden, zeigen im
Langzeitverlauf deutliche Korrekturverluste. Wie schon oben bemerkt, handelt es
sich hier um Korrekturverluste, die sich vor allem im Bereich der an die Fraktur
angrenzenden Bandscheiben abspielen. Hier werden sekundare Korrekturverluste
zwischen 10° und 15° beschrieben, was bis zu 2/3 des Gesamtkorrekturverlustes

des verletzten Segments entspricht [39,41,51,58,71,103,111,127,171,187].

Damit stellt sich die Frage nach der Ursache dieses posttraumatischen
Korrekturverlustes in den angrenzenden Bandscheiben und den diesem Prozess zu
Grunde liegenden Veranderungen. In der zu diesem Thema vorliegende Literatur
finden sich eine Reihe von Theorien, die versuchen, den Repositionsverlust, welcher
in den an den frakturierten Wirbel angrenzenden Bandscheiben stattfindet, zu

erklaren.

Wolter und Kortmann [218] interpretieren die Vorgange als Folge einer Verletzung
der Bandscheibe im Rahmen des initialen Traumas. Die im Rahmen der Reposition
durchgefuhrte Distraktion fuhrt zu einer Erweiterung der Bandscheibe, in welcher in
der Folge eine Narbe entsteht, die axiale Krafte nicht gleichmafiig balancieren kann.
Daraus resultierte eine potentielle Instabilitat, die sich z.B. in Verkndcherungen,

besonders im Bereich des vorderen Langsbandes, aullert.
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Andere Autoren sehen in der aus den posttraumatisch bedingten degenerativen
Veranderungen resultierenden Instabilitdt der direkt oder indirekt verletzten
Bandscheibe die Hauptursache fur die im Langzeitverlauf auftretenden Probleme
[44,51,54,71,79,132,187].

MRT-Untersuchungen von Bandscheiben, die an frakturierte Wirbelkorper
angrenzen zeigten, dass es seltener zu biochemischen als zu strukturellen
Veranderungen des Nucleus pulposus kommt und der Anulus fibrosus in der Regel
kaum Veranderungen zeigt. Mit zunehmendem Grad der primaren morphologischen
Schadigung sinkt auch der Anteil biochemisch intakter Bandscheiben.
Interessanterweise zeigen diese Untersuchungen die untere, frakturferne
Bandscheibe haufiger von biochemischen Veranderungen betroffen als die obere
frakturnahe Bandscheibe [175]. Zu Grunde gelegt wurden die Erkenntnisse von Tertti
et al. [200], die zeigen konnten, dass mittels der MRT - und hier besonders in der T2-
Wichtung - eine Aussage uber die biochemische Diskusdegeneration moglich ist.

Flrderer et al. [57] zeigen an Hand einer MRT-Untersuchung, dass Frakturen nicht
folgerichtig zu Signalanderungen in den angrenzenden Bandscheiben fihren
mussen, dies eher in der Minderzahl der Falle zu beobachten ist. Liegen initiale
morphologische Veranderungen vor, so ist eine Persistenz oder Progredienz der

Veranderungen in der T2- Wichtung haufiger zu beobachten.

Bei Verletzungen, die durch den gesamten Wirbelkorper hindurch gehen, wird vor
allem ein in der kaudal gelegenen Bandscheibe intradiskal gelegenes Hamatom fur

die fehlende Heilungspotenz verantwortlich gemacht [103].

Oner et al. [157] untersuchten an die Fraktur angrenzende Bandscheiben bei
konservativ oder von dorsal operativ versorgten Frakturen im Verlauf mit dem MRT.
Sie konnten zeigen, dass das Einbrechen der Bandscheibe in den frakturierten
Wirbelkorper, das sogenannte ,creeping in“, durch die geschadigte Endplatte
hindurch die Hauptursache fur den konsekutiven Repositionsverlust im
Langzeitverlauf war. Da es durch die Reposition nicht zu einer kompletten

Wiederherstellung der Endplatte kommt, sondern ein Defekt verbleibt, sinkt die
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Bandscheibe im Verlauf in diesen praformierten Hohlraum wieder ein. Obwonhl die
MRT in einigen Bandscheiben Signalanderungen aufzeigte, die fur Degenerationen
sprachen, konnte diese Arbeitsgruppe keine konsistenten Veranderungen in den
Bandscheiben nachweisen, die flur rein biochemische Veranderungen sprechen.
Diese These des ,creeping in“ wird von den Autoren mit den biomechanisch
gewonnen Erkenntnissen von Roaf [172] und Natarjan et al. [149] untermauert, die
besagen, dass die Bandscheibe eine wesentlich hohere Festigkeit gegenlber

axialer Gewalteinwirkung aufweist als der Wirbelkorper.

Nach Krismer et al. [119,120] und Lu et al. [136] kommt es zu einem intradiskalen
Druckverlust durch den Endplatteneinbruch und das dadurch vergrof3erte Volumen
des Bandscheibenzwischenraumes bei gleichbleibender Oberflache. Diese
unphysiologischen Veranderungen koénnen im Verlauf zu einem akzelerierten

Verschleid fihren.

Die Vielzahl der oben aufgezeigten Untersuchungen und die daraus gewonnenen,
z.T. differenten Erkenntnisse legen nahe, dass eine weitere Beschaftigung mit den
in der potentiell geschadigten Bandscheibe ablaufenden Prozessen sinnvoll
erscheint. Nachfolgend sollen dazu die anatomischen und biochemischen
Gegebenheiten der gesunden, der alternden und der degenerierten Bandscheibe

dargestellt werden.
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5.1 Bau und Funktion der Bandscheibe

Jede Bandscheibe muss, zusammen mit den dorsal gelegenen Wirbelgelenken, die
gesamte axial auf die Wirbelsaule einwirkende Last auf der Hohe ihrer Lokalisation
aufnehmen. Die Bandscheibe bildet zusammen mit den angrenzenden
Wirbelkdrpern, den Wirbelgelenken und dem ligamentaren Komplex eine

funktionelle Einheit, das Bewegungssegment nach Junghanns [93] (Abb.5).

Spinalnery
und Ganglion

{ Wirbelgelenk

Ramus anterior
Ramus posterior

Abbildung 5: Gezeigt wird das Bewegungssegment nach Junghanns [93], eine funktionelle Einheit,

die sich aus der Bandscheibe, den angrenzenden Wirbeln mir den Wirbelgelenken und dem

ligamentaren Komplex zusammensetzt (aus: [152]).

Anatomisch gesehen, handelt es sich bei der Bandscheibe um eine Symphyse [221].
Der typische Aufbau des Discus intervertebralis besteht aus einem aufReren
bindegewebigen Faserring, dem Anulus fibrosus, und dem davon umschlossenen
Gallertkern, dem Nucleus pulposus. Zu der Funktionseinheit Discus intervertebralis
ist die kartilagindre Endplatte, als Begrenzung und Ubergang zum angrenzenden
Wirbelkdrper, hinzuzurechnen. Der Anulus fibrosus bestent aus 10 bis 15
bindegewebigen Lamellen aus kraftigen Kollagenfasern. Diese Lamellen laufen in
Schraubentouren zur Langsachse der Wirbelsaule in einem Winkel von 30° zur
Endplatte. In jeweils aufeinander folgenden Schichten ist die Richtung der Lamellen

gegenlaufig, so dass die Fasern jeweils in einem 120° Winkel zueinander verlaufen
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und so ein stabiles Scherengitter bilden. Die mikroskopische Strukturanalyse zeigt
eine weitere Untergliederung des Anulus fibrosus. Es werden von auf3en nach innen
ein Faserring aus dicht angeordneten Kollagenfasern, eine fibrokartilaginare Schicht,
in der sich die straffe Anordnung der Kollagenfibrillen lockert und eine so genannte
transiente Zone, eine dinne Abgrenzung zum Nucleus pulposus, unterschieden
[29,33]. Der Anulus fibrosus ist in seinen oberflachlichen Schichten mit Sharpey-
Fasern in den knochernen Randleisten und in seinen tieferen Schichten im
Hyalinknorpel auf den Grund- und Deckplatten der angrenzenden Wirbel verankert
[125]. Diese Kollagenfaserhille umschlieRt den unter Quelldruck stehenden Nucleus

pulposus (Abb.6).

Abbildung 6: Schematischer Aufbau der Bandscheibe aus dem Anulus fibrosus (1), dem Nucleus
pulposus (2) und der kartilaginaren Endplatte(3); (aus: [152]).

Der Nucleus pulposus besteht aus Matrix-Kollagenen, welche ein Netzwerk bilden,
in das Proteoglykane und andere Glycoproteine mit hohen
Wasserbindungseigenschaften eingebettet sind. Der Nucleus pulposus einer
gesunden Bandscheibe hat einen Wassergehalt von 70% bis 90% [221]. Der
Nucleus pulposus besteht im Wesentlichen aus Kollagen Typ I, welches geeignet
ist, Druckbelastungen entgegen zu wirken, wahrend der Anulus fibrosus vor allem
Kollagen Typ | enthalt, das besonders geeignet ist, Scherkrafte abzufangen [49,50].
Weiterhin enthalt die Bandscheibe geringe Anteile an Kollagen Typ llI, IV, VI und XI,
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die vor allem eine Rolle in der Organisation der Fibrillen und damit des Netzwerkes
der Matrix spielen [66,82]. Der Trockengewichtanteil der Kollagene betragt im Anulus
fibrosus 70% und im Nucleus pulposus 20%, wahrend das Trockengewicht der
Proteoglykane im Anulus fibrosus ca. 20% und im Nucleus pulposus ca. 65%
ausmacht [29,50]. Hauptbestandteil der Proteoglykane ist das sogenannte Aggrecan-
Proteoglykan [94]. Dieses Molekul bindet Uber ein Link-Protein an Hyaluronsaure an
und bildet damit groRe Molekll-Komplexe aus. Innerhalb der Proteoglykanpolymere
zeichnen sich einige, z.B. die Glykosaminoglykane Chondroitinsulfat und
Keratansulfat, durch ihren hohen Anteil an Sulfatgruppen aus. Deren negative
Ladungen (Polyanionenstruktur) vermitteln die Festigkeit der Proteoglykane. Vor

allem die sulfatierten Gruppen besitzen eine hohe Wasserbindungsfahigkeit [202].

Die Bandscheibe enthalt wenige Zellen. Der Anteil betragt zwischen 1% und 5% des
Gesamtvolumens der Bandscheibe [61]. Die Zellzahl nimmt von den Endplatten zum
Nucleus pulposus und von Anulus fibrosus zum Nucleus pulposus ab [81]. Die Zellen
der Endplatten sind typische Chondrozyten, die Zellen des Nucleus pulposus
werden als ,Chondrozyten ahnlich“ und die des Anulus fibrosus als ,Fibrozyten- und
Fibroblasten &ahnliche® Zellen bezeichnet [61]. Wahrend die Fibrozyten- und
Fibroblasten ahnlichen Zellen nur in der auferen Schicht des Anulus fibrosus
lokalisiert sind, finden sich die Chondrozyten in allen anderen vorbeschriebenen
Anteilen der Bandscheibe [28]. Im Nucleus pulposus werden auch Restzellen der
fetalen Chorda beschrieben [221], diese konnen jedoch nur bis ins frihe
Erwachsenenalter nachgewiesen werden [205]. Die Zellen sind in die extrazellulare
Matrix eingebettet, die von ihnen im Sinne eines konstanten ,turn over produziert
und remodelliert wird [29,66,82]. Dabei wird die Zusammensetzung der
extrazellularen Matrix sowohl direkt von den lokalen Zellen als auch durch
Mediatoren, wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren, kontrolliert [143]. Hier liegt eine
fein abgestimmte gegenseitige Beeinflussung der Homdostase vor, da ebenfalls die
Matrixproteine Uber die Stimulierung transmembrandser Rezeptoren sowohl einen
Einfluss auf die Syntheseleistung der Zellen als auch auf das Zellwachstum und die
Zelldifferenzierung haben. Die verschiedenen Zelltypen der Bandscheibe

unterscheiden sich sowohl hinsichtlich ihrer Syntheseleistung als auch hinsichtlich
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ihrer mechanischen Eigenschaften [69]. Die Zellen des Nucleus pulposus und der
transienten Zone haben eine hohere Syntheseleistung an Kollagenen und
Proteoglykanen als die Zellen des Anulus fibrosus. Hinsichtlich ihrer mechanischen
Eigenschaften zeigen die Zellen des Nucleus pulposus eine hdhere Steifigkeit und
eine signifikant hohere Viskositat als die Zellen des Anulus fibrosus. Die
unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften beruhen auf Unterschieden im Bau
des Zytoskeletts, vor allem abhangig von der Gesamtmenge und der Verteilung des
Molekuls Aktin [69,81].

Die Resistenz der gesunden Bandscheibe gegenuber Zug- und Scherkraften auf der
einen und gegenuber axialer Krafteinwirkung auf der anderen Seite sichert sowohl
die Mobilitat als auch die Widerstandsfahigkeit der Wirbelsaule gegentber vertikalen
Belastungen [55]. Es handelt sich beim Gesunden um ein stabiles viskoelastisches
System. Der Nucleus pulposus ist durch seine Wasserbindungseigenschaften in der
Lage, der axialen Belastung entgegenzuwirken und diese gleichmaliig zu verteilen.
Dies wird durch den Aufbau eines hydrostatischen Druckes in dem durch den
Anulus fibrosus und die angrenzenden Endplatten limitierten Raum bei axialer Last
ermoglicht. Hierbei werden, abhangig von der Korperhaltung und der ausgefuhrten
Tatigkeit, intradiskale Drucke zwischen 2 Atmospharen (Liegen) und 30
Atmospharen (Heben schwerer Gewichte in gebeugter Koérperhaltung) aufgebaut
[147]. Der Anulus fibrosus wirkt durch sein alternierend angeordnetes Fasernetzwerk
vor allem Zug-, Scher- und Rotationskraften entgegen [120]. Veranderungen in der
Architektur des Anulus fibrosus sind mit einem Verlust dieser Eigenschaften
vergesellschaftet. So konnten Krismer et al. [121] nachweisen, dass eine durch
Fissuren gekennzeichnete Degeneration des Anulus fibrosus mit einer
Verminderung der Rotationsstabilitat verbunden ist. Auf molekularer Ebene sind
diese Eigenschaften an die strukturelle Integritat der extrazellularen Matrix und das
physiologische Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Kollagenen, den
Proteoglykanen und Glycoproteinen und dem davon anhangigem Wassergehalt

gebunden [12].
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Nach Kramer [118] verschwinden die Blutgefasse der Bandscheibe mit dem 2. — 4.
Lebensjahr, damit wird die sogenannte ,Frihphase der Diskose“ eingeleitet. Die
weitere Ernahrung erfolgt via Diffusion Uber die kartilagindren Endplatten, die Uber
ein dinnes kapillares Netzwerk verfugen, zu einem kleinen Teil Uber Blutgefasse,
die das auliere Drittel des Anulus fibrosus versorgen [12]. Diese Blutgefasse
verschwinden jedoch mit Beginn der dritten Lebensdekade [174]. Nahrstoffe werden
somit Uber die Konvektion von Wasser aus dem umliegenden Bindegewebe und
uber die angrenzenden Knorpelplatten bereitgestellt [202]. Die &auleren
Anulusanteile erhalten ihre Versorgung aus den Blutgefassen des umgebenden
Gewebes, wahrend die inneren Anulusanteile und der Nucleus pulposus im
Wesentlichen Uber die Endplatten versorgt werden ([86]. Ein ausreichender
Austausch von Wasser und Nahrstoffen ist dabei an den Wechsel von Be- und
Entlastungsphasen der Bandscheibe gebunden, da tagsuber unter Last die
Bandscheibe Volumen verliert und dieses in der Nacht unter Entlastung wieder
ausgeglichen wird [56].

Weiterhin sind sowohl die Versorgung der ortstandigen Zellen als auch der
Abtransport von Stoffwechselprodukten abhangig von der regelrechten Struktur des
makromolekularen Netzwerkes der extrazellularen Matrix und deren Wassergehalt,

der vorwiegend von der Konzentration der Proteoglykane abhangig ist [29].
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5.2 Alterungsprozesse und Degeneration der Bandscheibe

Unter physiologischen Bedingungen kommt es zu Altersveranderungen der
Bandscheibe durch Dehydradation, verbunden mit einer zunehmenden
Degeneration [12]. Eine Degeneration der Bandscheibe Uber das normale
altersentsprechende Mal} hinaus wird in der Regel durch ein Missverhaltnis
zwischen Belastung und Belastbarkeit, bei Erkrankungen des Stutz- und
Bewegungsapparates, nach Verletzungen oder auch in Folge systemischer
Erkrankungen hervorgerufen [86,118]. Die Degeneration der Bandscheibe ist
charakterisiert durch Dehydratation, Fissurbildung im Anulus fibrosus, Austritt von
Anteilen des Nucleus pulposus durch diese Fissuren und durch Veranderungen im
Bereich der Endplatten [55,220]. Durch den damit verbundenen Hohenverlust der
Bandscheibe kommt es zu Stérungen im gesamten Bewegungssegment nach
Junghanns. Diese Veranderungen beeinflussen nachhaltig die biomechanischen
Eigenschaften. Bei der gesunden Bandscheibe wirkt der hydrostatische Druck im
Nucleus pulposus der axial einwirkenden Kraft entgegen. Durch den zunehmenden
Verlust dieser Eigenschaft des Nucleus pulposus und einer strukturell und durch den
verminderten \Wassergehalt bedingten gleichzeitigen Verkleinerung seines
Volumens sowie durch die degenerativ bedingte Verdickung der Kollagenfasern des
Anulus fibrosus wird die axial einwirkende Kraft vermehrt von dessen Fasern

aufgefangen [3]. Dies fUhrt zur weiteren Uberlastung dieser Strukturen (Abb.7).

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Héhenminderung der Bandscheibe durch degenerative

Prozesse (aus: [152]).
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Auf molekularer Ebene ist bei adulten Bandscheiben, im Vergleich zu hyalinem
Knorpel, ein vermehrter Abbau von Kollagenfibrillen zu beobachten [85]. Weiterhin
beschrieben sind eine vermehrte Spaltung der vernetzenden Proteine, verbunden
mit einer verminderten Bindungsfahigkeit der Aggrecan-Proteoglykane, einer
Anderung der Zusammensetzung der Proteoglykane und einer Reduktion der
Gesamtmenge dieser Molekule mit zunehmendem Alter [94]. Aus diesen Vorgangen
resultiert eine Verminderung der Wasserbindungsfahigkeit des Gewebes [164,165],
welche wiederum weiteren Matrix degradierenden Prozessen Vorschub leistet [135].

Nach Antoniou et al. [12] werden drei Phasen des Matrix-turn-over der Bandscheibe
unterschieden. In der Wachstumsphase (0-15 Jahre) werden Proteoglykan-
Aggrecane, Prokollagen Typ | und Il synthetisiert und Kollagen Il vermehrt
denaturiert. Die Reifungs- und Alterungsphase (15-40 Jahre) geht einher mit einer
Reduktion der Synthese Matrix bildender Proteine und einer Reduktion der Kollagen
Typ lI- Denaturierung. Die fibrotische oder degenerative Phase (40-80 Jahre) ist
gekennzeichnet durch einen Anstieg der Kollagen Typ Il Denaturierung und einen
leichten Anstieg der Synthese von Prokollagen Typ | ohne einen Anstieg der

Synthese der Typ Il Prokollagene und der Proteoglykan-Aggrecan-Synthese.

Die Ursachen dieser Prozesse liegen in der mit zunehmendem Alter zu
beobachtenden Abnahme der Proteoglykane und der dadurch hervorgerufenen
Verminderung des Wassergehaltes und in den Veranderungen der Endplatten, in
denen eine Mineralisierung des Knorpels und eine Knochenneubildung stattfindet.
Beide Prozesse fuhren zu einer relevanten Verschlechterung der
Stoffwechselsituation der Zellen in der Bandscheibe [55,202]. Bibby et al. [20] konnten
zeigen, dass der pH-Wert und die Konzentration an Sauerstoff und Glukose direkte
Regulatoren der Aktivitat intradiskaler Zellen sind. Diese sich gegenseitig
regulierenden Faktoren beeinflussen direkt die Genexpression der Zellen und damit
die Rate der Matrixsynthese- und degradation. Dass auch die Zellzahl vor allem
uber die Verfugbarkeit von Glukose reguliert wird, konnte von Horner und Urban [86]
nachgewiesen werden. Eine generelle Verschlechterung der Stoffwechselsituation
findet ihren Niederschlag in einer Erhdhung der Laktatkonzentration bei einer

verminderten Sauerstoffkonzentration und in einem Absinken des pH-Wertes. Zu
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beobachten ist eine Abnahme der Zellzahl, eine Veranderung der Eigenschaften der
Zellen im Sinne der Zellalterung, dass heil’t, einer Verminderung ihrer
Transkriptionsleistung und ihrer Synthesekapazitat. Weiter finden sich die schon
oben angefuhrten Veranderungen in der Zusammensetzung und Konzentration der

extrazellularen Matrix und eine Akkumulation degradierter Matrixanteile [20,29,86].

Diese ineinander Ubergehenden Prozesse der Bandscheibenalterung- und
degeneration beruhen somit neben genetischen [11,101,105,178,209] sowohl auf
mechanischen [4,5,6] als auch auf biochemischen Veranderungen [33,67], die sich

wiederum gegenseitig beeinflussen konnen.
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5.21 Entziindungsreaktion/ Inmunantwort

Bei Protrusionen und Sequestern konnte die Infiltration von Bandscheibengewebe
mit verschiedenen Entzindungszellen (CD 68-positiven Makrophagen, CD 25-
positiven aktivierten T-Lymphozyten, CD 22-positiven B-Zellen und Mastzellen)
nachgewiesen werden [45,75,143,150,156,211,217]. Diese Zellen wurden sowohl im
Bandscheibengewebe selber als auch im umgebenden und eingewachsenen
Granulationsgewebe bestimmt [143]. Kawaguchi et al. [106] konnten CD 11b und CD
11c sowie CD 40 positive Zellen nachweisen und interpretieren dies als
Differenzierungsprozess von Monozyten zu Makrophagen. Diese kdnnten einen
Beitrag bei der haufig zu beobachtenden spontanen Resorption von Sequestern
leisten. Nerlich et al. [150] konnten CD 68-positive Makrophagen in degenerativ
veranderten Bandscheiben im Gegensatz zu nicht degenerativ veranderten
Kontrollen nachweisen. Morphologisch zeigten diese Zellen eine starke Ahnlichkeit
mit den ortstandigen Zellen, was zu der Annahme fuhrte, dass es sich um eine
Transformation ortstandiger Zellen mit der Ausbildung phagozytotischer
Eigenschaften handelt. Bei den in der zitierten Studie untersuchten Bandscheiben

handelte es sich um Bandscheiben ohne Protrusion oder Sequestrierung.

Die von den oben genannten Entzindungs- und Immunzellen freigesetzten
Entzindungsmediatoren fuhren zu einer Degradation der extrazellularen Matrix und
damit zu einem Fortschreiten des Degenerationsprozesses [70]. So konnte
nachgewiesen werden, dass die Proteoglycan-Matrix durch inflammatorische
Zytokine wie Interleukin (IL)-1a, Interleukin (IL)-1B, Interleukin (IL)-6 und Tumor
Nekrose Faktor-a (TNFa) degradiert wird [99,100,198]. Experimentelle Studien zeigten
sowohl eine direkte toxische Wirkung der pro-inflammatorischen Zytokine (IL)-1q,
(IL)-1B und TNFa, als auch eine Induktion Matrix degradierender Proteasen durch
diese Zytokine [46,130,131,177,183]. So werden Metalloproteinasen (MMP's) aktiviert,
die wesentlich an der Degradation der extrazellularen Matrix beteiligt sind. Von den
Subgruppen dieser Enzymfamilie kdnnen samtliche Matrixanteile degradiert werden
[37,97,177]. Die MMP's werden in einer inaktiven Vorstufe synthetisiert. Die
Umwandlung in die aktive Form wird von den sogenannten ,tissue inhibitors of

metalloproteinases” (TIMPS) inhibiert und durch Zytokine und Wachstumsfaktoren
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reguliert [37,61,148]. Die Storung des Gleichgewichtes dieser Faktoren fuhrt zu einem
Uberwiegen der Matrix degradierenden Proteasen [46,97]. Kang et al. [99] wiesen
nach, dass im Gewebe von Diskushernien eine hohere Synthese von MMP's als im
Kontrollgewebe erfolgte. Ex vivo Studien mit Proben aus humanem Diskusmaterial
und mit humanen monoklonalen Zellen aus der Bandscheibe zeigten eine verstarkte
Gen-Expression und eine Freisetzung von Metalloproteinasen durch eine durch
Leukozyten verursachte Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine [46]. In einigen
Studien konnte eine Korrelation zwischen der Konzentration der MMP's und der
Matrixdegradation und damit dem Grad der Degeneration hergestellt werden [37].
MMP-3 (Stromelysin) scheint nach einer Studie von Kanemoto et al. [97] eine
besondere Rolle bei der Degeneration der kartilaginaren Endplatten zu spielen. Eine
Ausnahme stellt die MPP-19 dar, deren Konzentration in jugendlichen Bandscheiben
am hochsten ist und mit dem Alter abnimmt. Diese MMP scheint Uber die Regulation
des insulin-growth-factor (IGF) eine gegenuber der Degradation protektive Rolle zu
spielen [68]. Eine direkte Beeinflussung der Genexpression und damit der
Proteinsynthese in kultivierten Bandscheibenzellen durch TNFa wurde durch Séguin
et al. [182] gezeigt. Hier wurden Gene, die an der Bildung von Matrixbestandteilen

beteiligt sind, herunter reguliert und die Gene proteolytischer Enzyme hoch reguliert.

Weitere an der Matrixdegradation beteiligte Enzyme aus der Gruppe der Kathepsine
wurden von Ariga et al. [13] nachgewiesen. Sie konnten zeigen, dass Kathepsin D
und L in den Zellen degenerativer Bandscheiben nachweisbar sind. Diese Proteasen
entfalten ihre Aktivitat vor allem bei einem Absinken des pH-Wertes. Auch diese
Enzyme werden Uber Zytokine aus den ortstandigen Zellen oder von
eingewanderten Makrophagen reguliert. Die Kathepsine D und K wurden in ,tartrate-
resistant acid phosphatase-positive multinucleated (TRAP) Zellen nachgewiesen.
Diese vom Phanotyp her Osteoklasten ahnlichen Zellen sind an den Spalten
zwischen der Endplatte und dem Wirbelkorper lokalisiert und scheinen an der

Bildung dieser Spalten beteiligt zu sein.

In sequestrierten Bandscheiben konnte die Synthese des ,vascular endothelial

gowth factor® (VEGF) nachgewiesen werden, dessen Bildung durch von
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Makrophagen freigesetztes TNFa angeregt wird. Neben seiner bekannten
angiogenetischen Eigenschaft scheint VEGF auch an der Umwandlung der MMP’s

von ihrer inaktiven in ihre aktive Form beteiligt zu sein [102].

Aggrecanasen, Proteoglykan-Aggrecane spaltende proteolytische Enzyme, spielen
in der Degradation der extrazellularen Matrix ebenfalls eine Rolle [16,203]. MMP’s
und Aggrecanasen wirken unabhangig voneinander, wobei die Aggrecanasen
insgesamt eine geringere Rolle im Bandscheibengewebe im Vergleich zum

artikularen Knorpel spielen [173,195].

Entzindungsmediatoren, die im  Gewebe degenerierter Bandscheiben
nachgewiesen werden konnten, sind Prostaglandin E;, Stickstoffmonoxid (NO) und
O,-Radikale [99,198]. Die Rolle von NO in der Bandscheibe ist nicht klar definiert.
Jedoch weist die erhdhte Konzentration in degenerietem Gewebe auf einen
Zusammenhang zu der bekannten Beeinflussung lokaler inflammatorischer
Prozesse durch dieses Molekul hin. Prostaglandin E, wird als Teil der
Stoffwechselkaskade angesehen, die zZu einer Suppression der
Proteoglykansynthese fuhrt [99]. In ex vivo Kulturen von Bandscheibenzellen
konnten Kang et al. [100] zeigen, dass die Synthese von NO, Prostaglandin E, und
MMP’s wesentlich von (IL)-1 reguliert wird. Eine sich gegenseitig beeinflussende
regulatorische Rolle liegt in der Interaktion von Wachstumfaktoren und der
extrazellularen Matrix vor, hier wurden z.B. IGF und der growth factor [beta]-1
untersucht [68,158,196]. Von Spiliopoulou et al. [188] wurden Immunglobuline (IgG und
IgM) in prolabiertem Bandscheibengewebe nachgewiesen. Habtemariam et al. [73]
und Satoh et al. [179] konnten die Prasenz von Antigen-Antikdrper-Komplexen im
perizellularem Bereich in operativ entfernten Diskushernien aufzeigen. In nicht
hernierten Bereichen und in Kontrollbandscheiben konnten diese nicht
nachgewiesen werden. Die Autoren interpretieren diese Beobachtung als Indiz fur
eine humoral vermittelte Beteiligung des Immunsystems, neben der bekannten Zell-
vermittelten Aktivierung an der lokalen Reaktion bei Bandscheibenvorfallen.
Unterstitzt wird diese These durch Arbeiten, die B-Lymphozyten im Gewebe
analysierter Proben aus prolabiertem Bandscheibengewebe nachweisen konnten
[210,211].

32



Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

5.2.2 Komplementaktivierung

Das Komplementsystem als Teil des angeborenen korpereigenen Abwehrsystems
hat eine Reihe biologischer Effekte, vor allem bei der Auslosung und Vermittlung
inflammatorischer Prozesse mit dem Ziel der Abwehr eindringender Pathogene.
Hierbei kommt es Uber Bestandteile der Komplementkaskade zur Aktivierung von
verschiedenen Zellen wie Leukozyten und Endothelzellen, zur Freisetzung von
proinflammatorischen Anaphylatoxinen (C3a, Cb5a) und zur Aktivierung der
Phagozytose [146]. Weiterhin hat das Komplementsystem eine wichtige
SchlUsselfunktion in der Vermittlung zwischen den Systemen der angeborenen und

erworbenen Immunitat, z.B. Uber B- Zellen [142].

Das Komplementsystem kann uber drei verschiedene Wege aktiviert werden. Beim
so genannten ,klassischen® Weg erfolgt die Aktivierung Uber eine Interaktion des
Molekuls C1g mit Antigen/Antikérperkomplexen. Der zweite mdgliche Weg, der
Lektinweg, wird Uber die Prasentation verschiedener Substanzen, wie Bakterien-
Lipopolysacchariden, ausgelost. Dabei bindet das Mannose bindende Lektin an eine
antigene Oberflache. Der dritte, so genannte ,alternative Weg®“, welcher der
phylogenetisch alteste ist, kann durch die Prasentation von bakteriellen

Zellmembranbestandteilen ausgelost werden [189] (Abb.8).

Das Endprodukt der Komplementkaskade, der ,membrane attack complex”
(MAC/C5b-9), hat eine direkt die Zellwand schadigende Wirkung und fuhrt damit zu
einem Gewebeuntergang im Bereich des entzindlich veranderten Gewebes. Die
Zerstorung der Zellmembran erfolgt Uber die Bildung von lonenkanalen, welche
tubulare Lasionen bilden und das Membranpotential und die Membranpermeabilitat
verandern [222]. Der MAC/C5b-9 fuhrt weiterhin zu einer Verstarkung der TNFa
vermittelten Hochregulierung von Endothel ,E*-Selectin und ,intracellular adhesion
molecule-1* (ICAM-1) in Endothelzellen und fuhrt damit zu einer Verstarkung der

inflammatorischen Reaktion [110].
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Abbildung 8: Schematisch vereinfachte Darstellung der Aktivierungswege des Komplementsystems.

Gronblad et al. [63] wiesen den MAC/C5b-9 in degenerierten Bandscheiben und im
Untersuchungsmaterial von Diskushernien nach. In Kontrollen aus gesunden
Bandscheiben lieRen sich keine Mediatoren und Endprodukte aus der
Komplementkaskade nachweisen. In den degenerierten Bandscheiben wurde eine
héhere Konzentration des MAC/C5b-9 in den untersuchten Anteilen des Anulus
fibrosus im Vergleich zum Nucleus pulposus beobachtet. Beruhend auf den
vorliegenden Arbeiten, in welchen die Prasenz von Immunglobulinen und von
Antigen-Antikérperkomplexen in degeneriertem Bandscheibengewebe
nachgewiesen werden konnte [73,179,188], postulierten die Autoren die Aktivierung
der Komplementkaskade Antigen-Antikorper vermittelt und damit Uber den

klassischen Weg.
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5.2.3 Programmierter Zelltod/ Apoptose

Bei der Apoptose handelt es sich um eine programmierte Form des Zelltods, der
sich wesentlich von der Nekrose unterscheidet, vor allem dadurch, dass dieser
selbstbestimmte Zelluntergang keine Entzindungsreaktion und keine lokale
Gewebeschadigung auslost [107,154]. Apoptose wird in allen Geweben von
Saugetieren beschrieben und dient unter anderem der Regulation der Zellzahl, der
Gewebe-Homoostase und der Abwehr [109]. Besonders in der Entwicklungs- und
Wachstumsphase, aber auch bei einer Reihe von Erkrankungen spielt die Apoptose,

dann im Sinne einer Dysregulation, eine zentrale Rolle [65].

Apoptotische Zellen lassen morphologisch eine Verminderung des Zellvolumens
erkennen, weiterhin das so genannte ,Blebbing®, welches Ausstllpungen an der
Zytoplasmamembran beschreibt, sowie eine Chromatin-Kondensation und eine
Fragmentation des Zellkerns und seiner DNA. Diese Zellfragmente werden von der
Zellmembran eingeschlossen und als kleine Vesikel, den so genannten ,apoptotic
bodies“ phagozytiert, ohne dabei eine lokale Entzindungsreaktion hervorzurufen

[134]. Verschiedene Stimuli kbnnen den programmierten Zelltod auslésen [15].

Dabei werden zwei Hauptwege zur Aktivierung der Apoptose unterschieden. Zum
einen der Rezeptor vermittelte oder extrinsische und zum anderen der Mitochondrial
vermittelte oder intrinsische Aktivierungsweg [169]. Der extrinsische Weg erfordert
die Bindung eines Liganden (z.B. Fas-L) an einen so genannten, von der Zelle
prasentierten, ,death“-Rezeptor (z.B. Fas-Rezeptor). Darauf erfolgt eine Aktivierung
intrazellularer Proteine, die als Komplex ,death inducing signaling complex® (DISC)
zu einer Aktivierung der Initiator-Caspase-8 fuhren, welche letztendlich Uber die
Aktivierung der zentralen Effektor-Caspase-3 zur Apoptose fuhrt. Die Aktivierung
uber den intrinsischen Weg erfolgt, wenn es Uber Apoptoseaktivatoren wie z.B. dem
Tumor-Supressor P53, einem Transkriptionsfaktor, der durch Schadigung der DNA
aktiviert wird, zu einem Ungleichgewicht der an die Membran der Mitochondrien
gebundenen Proteine der B-cell-lymphoma-2 (Bcl-2)-Familie kommt. Vor allem eine
Stérung des Gleichgewichtes des anti-apoptotischen Bcl-2 mit dem pro-

apoptotischem Bax fuhrt zu Veranderungen der Membranstabilitat des
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Mitochondriums. Dieses fuhrt zu einer Freisetzung von Substanzen, vor allem
Cytochrom-C, welches im Zytosol Komplexe mit anderen Substanzen wie dem
.apoptosis proetase-activating factor 1 (Apaf 1) und Procaspasen bildet, die
zusammen Uber eine Aktivierung der Initiator-Caspase-9 letztendlich zur Aktivierung

der schon oben genannten Effektor-Caspase-3 fuhren (Abb.9).
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Abbildung 9: Schematisch vereinfachte Darstellung des extrinsischen (Rezeptor vermittelten) und
des intrinsischen (mitochondrial vermittelten) Aktivierungsweges der Apoptose, der zwei wesentlichen
intrazellularen Signalkaskaden der Apoptose.

Neben der Caspase-3 spielen auch andere Effektorcaspasen (Caspase-6, Caspase-
7) eine zentrale Rolle in der irreversiblen Vermittlung der Apoptose
[27,65,109,134,169]. Verbindungen dieser beiden Wege durch ,BH3 interacting domain
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death agonist® (BID) werden beschrieben [162]. Ein dritter Weg, bei welchem es
durch oxydativen Stress induziert und durch das endoplasmatische Retikulum
vermittelt Uber Caspase-12 zur Auslosung der Apoptosekaskade kommt, ist noch
nicht komplett untersucht [17,214]. Beschrieben wird weiterhin ein Caspase-
unabhangiger Aktivierungsweg der Apoptose. Dabei kommt es Uber verschiedene
Stimuli zu einer Verschiebung des Gleichgewichtes der Proteine der Bcl-2-Familie
und letztendlich zu einer Aktivierung von Proteasen, welche zur Apoptose flhren
[21].

Eine Reihe von Arbeiten zeigen, dass die Apoptose in der Degeneration der
Bandscheibe Uber die Verminderung der Zellzahl und damit einer Beeinflussung der

Gewebehomdostase eine zentrale Rolle spielt [15,64,115,168].

Der Vergleich von Bandscheibenmaterial, welches bei der operativen Versorgung
von Bandscheibenvorfallen gewonnen wurde, zeigte im Gegensatz zu Material aus
humanen Kontrollgruppen ohne Bandscheibenvorfall eine deutliche Erhdhung der
DNA-Fragmentation anhand TUNEL-positiver Zellen als Ausdruck einer verstarkten
Apoptose [115]. Die Autoren konnten weiterhin eine signifikante lokale Erhhung von
Stickstoffmonoxid (NO) in operativ entferntem Bandscheibengewebe von Patienten
mit Bandscheibenvorfallen nachweisen, ein Stoffwechselprodukt, welches ein
moglicher Faktor fur die Induktion der zellularen Apoptose ist. Gruber und Hanley
[64,66] konnten in degenerativ verandertem Bandscheibengewebe ebenfalls
Apoptose nachweisen. Die Rate korrelierte mit dem Alter und dem
Degenerationsgrad. Die Autoren folgerten daraus, dass die Reduktion der Zellzahl
und damit die Anderungen der Matrixsynthese wesentlich auf die Vorgange des
programmierten Zelltods zurlckzufuhren sind. Diese Resultate werden unterstitzt
durch die Ergebnisse von Ahsan et al. [8], die in Gewebe von extrahierten
Bandscheibenvorfallen Apoptose anhand TUNEL- positiver histochemischer
Untersuchungen und mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen und
zusatzlich einer Erhdhung der Caspase-3-Aktivitat, dem Schlisselenzym der
Apoptosekaskade, nachweisen konnten. Weiterhin wurde ein Anstieg der Lipid-
Peroxydation gezeigt, verursacht durch eine Reduktion des Sauerstoffgehaltes,
diese fuhrt ebenfalls zu einer Erhdhung der Caspase-3-Aktivitat. Eine Aktivierung

der Caspase-9 abhangigen mitochondrialen Apoptose wurde in einem Mausmodell
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in Bandscheiben nach mechanischer Uberbelastung beschrieben [168]. Dabei
wurden sowohl eine Erhdhung der Aktivitat der Caspase-9 und eine Herabsetzung
des Membranpotentials der Mitochondrien als auch eine verstarkte intrazellulare
Freisetzung von Cytochrom-C nachgewiesen. Diese Untersuchung zeigt klar die
Aktivierung der intrinsischen, mitochondrial vermittelten Apoptose als einen
moglichen Mechanismus der Induktion der Degeneration. Die Untersuchungen von
Park et al. [162] bestatigten, dass die Apoptose in den Zellen degenerierter
Bandscheiben mitochondrial vermittelt wird. Dazu wurden von den Autoren neben
TUNEL-positiven Zellen Cytochrom-C, ,BH3 interacting domain death agonist*
(BID), Caspase-9 und Caspase-3 nachgewiesen. Caspase-8 war im Gegensatz
dazu nicht signifikant hoch reguliert. Weiterhin konnte eine Expression des fur die
Apoptose relevanten Fas (CD95) Rezeptors auf Zellen in degenerativ verandertem
Bandscheibengewebe von operativ entfernten Bandscheibenvorfallen im
Tierversuch nachgewiesen werden. Die Expression des Fas-Rezeptors zeigte sich
in nur vorgewdlbten Bandscheibenvorfallen signifikant herabreguliert, im Vergleich
zu schon sequestrierten Bandscheibenvorfallen in untersuchten humanen, operativ
gewonnenem Gewebe [160,161]. Die Expression des Fas-Liganden (FasL) in
untersuchten Bandscheibenzellen von Patienten mit degenerativen Veranderungen
[160,161] und in Bandscheibenzellen von Patienten mit Skoliose [34] wurde ebenfalls
beschrieben. Von Takada et al. [197] wurde auch auf Nucleus pulposus-Zellen nicht
degenerativ veranderter Bandscheiben FasL nachgewiesen. Damit wurde eine
Immunpriviligierung dieser Zellen postuliert, da auch andere Kiriterien
immunpriviligierter Zellen wie eine Blut-Gewebe-Barriere und eine fehlende
Lymphdrainage neben der lokalen Expression von FasL fur dieses Gewebe
zutreffen. Diese These wird durch die Ergebnisse von Inui et al. [89] gestutzt. Die
Autoren konnten die Expression von Fas-L schon in Zellen der embryonalen

Bandscheibe nachweisen.

Ein Anstieg apoptotischer Zellen in den kartilaginaren Endplatten mit zunehmendem
Alter und ein Anstieg der Apoptose im Spondylosemodell im Sinne der
Apoptoseinduktion durch mechanischem Stress konnten von Ariga et al. [14] im
Mausemodell nachgewiesen werden. Da der Zusammenhang der altersbedingten

Veranderungen der Endplatte mit der Degeneration der Bandscheibe bekannt ist
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[55,56], handelt es sich hier um einen weiteren Mechanismus, der geeignet ist, den
Zusammenhang zwischen Apoptose und Degeneration zu erhellen. Experimentelle
Untersuchungen zum Zusammenhang zwischen dem Grad der einwirkenden
Belastung und den daraus resultierenden degenerativen Veranderungen an der
Bandscheibe von Mausen haben ergeben, dass eine quantitative Korrelation
zwischen der einwirkenden Last und dem Grad der Degeneration besteht. Dabei
konnte eine Zunahme des programmierten Zelltodes bei den Chondrozyten der
kartilaginaren Endplatte in Abhangigkeit von der einwirkenden Last nachgewiesen
werden [15]. Lotz und Chin [134] zeigten in einem Maus-Modell in vivo, dass eine
Korrelation zwischen der Starke und der Dauer der auf die Bandscheibe
einwirkenden Kompressionskraft und der Zahl apoptotischer intradiskaler Zellen
besteht. Bei niedriger einwirkender Kraft wurden apoptotischen Zellen im Anulus
fibrosus gefunden. Mit der Zunahme der einwirkenden Krafte kam es zur Apoptose
in der Zellen der kartilagindren Endplatte und zuletzt in den Zellen des Nucleus
pulposus. Fur eine mechanische Beeinflussung der Apoptose sprechen auch die
Ergebnisse von Chen et al. [34], die zeigen konnten, dass bei Skoliosen die Anzahl
apoptotischer Zellen in den Apex-Bandscheiben hoéher ist als in den apexfernen

Bandscheiben.

Modell-Studien der letzten Zeit ergaben Erfolge beim Einsatz anti-apoptotischer
Agenzien, wie spezifischer Caspase-Inhibitoren oder Wachstumsfaktoren, im Sinne
der Verminderung der Apoptose-Rate der Zellen in degenerativ veranderten

Bandscheiben [15,66,168].
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5.2.4 Mechanische Belastung und Degeneration

Die mechanische Belastung der Bandscheibe stellt einen wichtigen Regulator der
Produktion der extrazellularen Matrix dar [131,212]. Mechanische Lastwechsel im
physiologischen Bereich stellen einen Stimulus der Synthese der extrazellularen
Matrix und der Inhibition von Matrix degradierenden MMP's dar [78,91]. MacLean et
al. [137] konnten ein unterschiedliches Verhalten der Zellen des Anulus fibrosus im
Vergleich zu den Zellen des Nucleus pulposus in Abhangigkeit von der Starke, der
Dauer und der Frequenz der einwirkenden Kraft beobachten. Wahrend die Zellen
des Anulus fibrosus schon nach kurzzeitiger Belastung (0,5 Stunden) mit einer
verstarkten Genexpression und Synthese sowohl anaboler als auch kataboler
Proteine (Kollagen Typ | und Typ II, MMP-3 und MMP-13) reagierten, kam es zu
einer Synthesesteigerung in den Zellen des Nucleus pulposus (ADAMTs-4, MMP-3
und MMP-13) erst nach langerer Einwirkzeit (2 bis 4 Stunden). Diese
Beobachtungen werden im Rahmen physiologischer dynamischer Belastungszyklen
als Steigerung des Zellstoffwechsels zur Aufrechterhaltung der Matrixhomdostase
interpretiert. Auf Grund der limitierten Dauer der einwirkenden Krafte kdnnen aus
dieser Studie keine Schlisse auf die Auswirkung von Langzeitbelastungen gezogen
werden. Biomechanische Versuche an Rattenbandscheiben in vivo bestatigten, dass
eine dosierte Belastung zu einem Anstieg der Proteoglykansynthese ohne eine
wesentliche Anderung der biomechanischen Eigenschaften fiihrte. Eine Steigerung
der Belastung sowohl in der Intensitat als auch in der Dauer fuhrte dann aber zu
einer Verminderung der Proteoglykansynthese. Damit einher gingen strukturelle
Veranderungen, dabei kam es zu einer Hohenminderung der Bandscheibe mit einer
resultierenden Verschlechterung der biomechanischen Parameter, wie sie zum Teil
von degenerierten Bandscheiben bekannt sind [88].

Adams und Dolen [6] zeigten, dass eine exzessive mechanische Belastung einen
der Hauptgrinde fiur die Degeneration der Wirbelsaule und die daraus
resultierenden Probleme darstellt. Der Zusammenhang zwischen unphysiologischer
mechanischer Belastung und dem Grad der Degeneration der Bandscheibe ist
daher Gegenstand vieler experimenteller Untersuchungen [90,155,199]. Lotz et al.

[133] konnten in einem in vivo Maus-Modell demonstrieren, dass eine permanente
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statische Kompression der Bandscheiben zu einer Reihe von Veranderungen fuhrt,
wie sie in degenerativen Bandscheiben zu beobachten sind. Dazu gehdren eine
erhohte Apoptoserate mit einer Reduktion der Zellzahl und eine Verminderung der
Syntheserate von Kollagen Typ Il und Proteoglykanen. Hutton et al. [87] zeigten
gleiche Ergebnisse nach statischer Belastung von Hundebandscheiben. Zusatzlich
wiesen sie einen Anstieg der Kollagen Typ I-Synthese im Nucleus pulposus unter
statischer Belastung nach. Dieses fur diese Region untypische Kollagen fuhrt
zusammen mit der verminderten Syntheseleistung von Kollagen Typ Il und
Proteoglykanen zu einer dramatischen Veranderung der Architektur der
Bandscheibe. Es wurden eine verminderte Fahigkeit zur Bindung von Wasser [155],
eine Verschlechterung der Ernahrungssituation der Bandscheibe [55] und eine
Verminderung der Mdglichkeit der regelrechten Aufnahme und Verteilung
einwirkender Krafte [3] nachgewiesen. Ishihara et al. [91] untersuchten ebenfalls
belastungsabhangige Veranderungen nach hydrostatischer Kompression in bovinen
und humanen Bandscheiben in vitro. Die Autoren stellten einen anabolen Effekt
nach dosierter Kompression, abhangig von der Last und der Einwirkzeit, fest.
Sowohl nach der Erhéhung des Druckes als auch nach der Verlangerung der
Einwirkzeit wurden der Zellmetabolismus und damit die Matrixsynthese reduziert.
Die Autoren postulieren, dass vor allem die Reduktion des Wassergehaltes fur diese
Veranderungen verantwortlich ist. Krober et al. [122] zeigten nach statischer
Kompression ebenfalls signifikante Veranderungen bezuglich der
Bandscheibenhohe, ihrer Mikroarchitektur und einen Anstieg apoptotischer Zellen.
Adam und Lotz [2] konnten unter statischer Belastung in Mausebandscheiben einen
signifikanten Anstieg der Umwandlung der MMP-2 von ihrer inaktiven in ihre aktive
Form nachweisen. MMP-2 ist involviert in den Katabolismus der extrazellularen
Matrix. Ein Anstieg der Synthese der MMP-3 und einen Abfall der Konzentration des
entsprechenden Inhibitors TIMP-1 unter einem unphysiologisch hohen (>30atm) und
ebenfalls unter einem unphysiologisch niedrigen (<3atm) hydrostatischen Druck
konnte von Handa et al. [78] nachgewiesen werden.

In ex vivo Modellen wurde der Zusammenhang zwischen der druckabhangigen
Freisetzung von NO und der Synthese extrazellularer Matrix anhand des

Parameters Proteoglykan von Liu et al. [131] in Proben aus humanen lumbalen
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Bandscheiben gemessen. Der durch eine Druckerhohung verursachte Anstieg von
NO fuhrte zu einer Verminderung der Produktion extrazellularer Matrix. Fur die
Auspragung des Grades der Degeneration spielen neben der Art und Intensitat der
einwirkenden mechanischen Last nach Callaghan et al. [31] auch die
Bewegungsausschlage in Extension und Flexion eine ausschlaggebende Rolle.
Andere Belastungsformen, wie eine andauernde Vibrationsbelastung [90] oder eine
Dauertraktion [199], fuhren ebenfalls zu metabolisch negativen Effekten mit einer
verminderten Hydratation der Bandscheibe bei einem Absinken der
Proteoglykansynthese. Eine Immobilisation der Bandscheibe von Mausen im Sinne
einer negativen Belastung zeigte einen Ruckgang der Kollagen-lI-Synthese [36].
Dass der Effekt einer dynamischen und damit der Realitat mehr entsprechenden
Belastung ebenfalls abhangig von der Gréf3e und der Dauer sowie von der Frequenz
der einwirkenden Kraft ist, konnte von Walsh und Lotz [212] anhand eines in vivo
Mausmodells und von Krober et al. [123] anhand eines in vivo Kaninchenmodells
belegt werden. Physiologische Belastungen fuhrten zu anabolen Effekten.
Veranderungen der Parameter Uber physiologische Grenzwerte hinaus flhrten zur
Apoptose von Diskuszellen, zur Reduktion der Expression von Matrixgenen und
damit zu einer Verminderung der Matrixsynthese. Es kam zu einer Verminderung
der Bandscheibenhdéhe wund 2zu Veranderungen der Mikroarchitektur der
Bandscheibe.

In verschiedenen Tiermodellen wird Chondroitinase ABC genutzt, um die
Degeneration von Bandscheiben des Nacktmulls zu simulieren. Die eingespritzten
Proteasen fuhren zu Veranderungen wie Hohenminderung der Bandscheibe, zu
einer Verminderung des Anteils der Proteoglykane und einer Reduktion von Zellen,
wie sie flr degenerative Bandscheiben typisch sind. Das Ziel dieser Modelle ist die
Etablierung  reproduzierberer  Versuchsanordnungen, um  experiementelle
Behandlungsprotokolle zur Therapie der degenerativen Veranderungen evaluieren

zu kénnen [153].
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5.2.5 Trauma und Degeneration

Traumatisch bedingte Veranderungen der Bandscheibe nach direkter Schadigung
der Bandscheibe oder Schadigung der angrenzenden Strukturen wurden in

verschiedenen in vivo und ex vivo Modellen untersucht.

Biomechanische Modellemessungen an humanen Wirbelsaulenpraparaten zeigen,
dass die Entfernung des Nucleus pulposus als Defektmodell zu einem signifikanten
Verlust von Stabilitat im Bewegungssegment fuhrt [190]. Artifizielle
Deckplattenverletzungen fuhrten bei simulierten Fraktursituationen zu einer
Zunahme der Instabilitdt besonders unter Torsionsbelastungen [191]. Nach direkter
Schadigung in vivo fanden Carreon et al. [32] im Bereich traumatisch prolabierter
Sequester an der HWS in den dadurch entstandenen Defektzonen resorptive
Vorgange, zerstorte Endplattenanteile blieben nachweisbar. Nach artifiziellen
transversalen Inzisionen, durch die komplette Ausdehnung des Anulus fibrosus in
die Tiefe bei Hundebandscheiben in vivo, konnte von Hamptom et al. [77] gezeigt
werden, dass eine komplette Heilung dieser Verletzung nicht erfolgte. Oberflachliche
Verletzungen des Anulus fibrosus lassen eine bessere Heilungstendenz so lange
erkennen, wie die Blutversorgung des aulleren Anulusanteils aus der Umgebung
gewahrleistet ist. Tiefere Verletzungen des Anulus fibrosus zeigen keine
Heilungstendenz, vor allem wohl in Abhangigkeit von der in der Tiefe fehlenden
GefalRversorgung [98,159]. Osti et al. [159] konnten anhand histologischer
Untersuchungen belegen, dass oberflachliche Verletzungen des Anulus fibrosus zu
progressiven Veranderungen Uber die ganze Ausdehnung des Anulus flhren
konnen. Dabei bilden sich Fissuren, welche degenerative Veranderungen
beschleunigen. Anhand eines solchen Inzisionsmodells konnten im Langzeitverlauf
signifikante Veranderungen in der gesamten Bandscheibe nachgewiesen werden.
Dazu gehorten eine Hohenminderung und Fibrosierung des Nucleus pulposus, ein
Verlust der typischen Struktur des Anulus fibrosus, ein verminderter
Flussigkeitstransport und eine Veranderung in der Proteoglykanzusammensetzung
[96]. Weiterhin konnte ein Anstieg von Kollagen und von am Kollagenumsatz

beteiligten Enzymen beobachtet werden [95].
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Untersucht wurde auch die Anderung der Genexpressionsmusters von Zellen der
Kaninchenbandscheibe nach einer artifiziellen Verletzung des Anulus fibrosus durch
eine Inzision [10]. Hier zeigte sich eine Hochregulierung von Genen, die Proteine
verschlisseln, welche in degenerierten Bandscheiben vermehrt synthetisiert

werden, wie z.B. der Gene verschiedener MMP's.

Biomechanische Versuche, in denen durch Kompression eine Fraktur der Endplatte
verursacht wurde, konnten zeigen, dass es zu einer signifikanten Veranderung der
Stressverteilung in  der angrenzenden Bandscheibe kam. Durch die
Endplattenfraktur wurde eine Dekompression des Nucleus pulposus mit einer
nachfolgenden Mehrbelastung des Anulus fibrosus verursacht. Konsekutive
zyklische mechanische Belastungen verschlechterten die Situation durch einen
partiellen Kollaps von Anulus fibrosus Fasern [5]. Damit kann eine relativ kleine
Verletzung des Wirbelkorpers (Endplatte), welche lokal eine gute Heilungstendenz
aufweist, zu bleibenden Stérungen in der angrenzenden Bandscheibe fuhren. Die
mit der Heilung verbundene Anderung der Permeabilitit der Endplatte [55], die
Stoérung der Integritat des viskoelastischen Systems Bandscheibe mit der daraus
folgenden Anderung der Stressverteilung [5] und die damit verbundene Auslésung
inflammatorischer Reaktionen [98] fihren zu einer Stérung der Homdostase und zu
einer Initierung von intradiskalen Veranderungen, die zu einer verfrihten
Bandscheibendegeneration flhren kénnen. Kertulla et al. [108] konnten diese
Beobachtungen anhand klinischer Verlaufe mit Bandscheibendegeneration nach

Wirbelkorperfrakturen untermauern.

Hadjipavlou et al. [76] konnten einen Anstieg von im dorsalen Ganglion produzierten
Neuropeptiden (calitonin gene related peptide, Substanz P und vasoactive intestinal
peptide) nach einem experimentellen Torsionstrauma der lumbalen Wirbelsaule im
Kaninchenmodell nachweisen. Diese Substanzen sind direkt oder im Sinne von

Mediatoren an der Degradation der extrazellularen Matrix beteiligt.
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Es liegen Ergebnisse aus Arbeiten vor, die sich mit der Rolle der
Entzindungsreaktion in einem Traumamodell lumbaler Bandscheiben-Verletzungen
beim Schwein auseinandersetzen [74,98]. Nach definierten Schadigungen des
Anulus fibrosus durch Inzisionen mit einem Skalpell konnte eine Infiltration des
geschadigten Areals mit CD3-positiven Lymphozyten innerhalb einer Woche nach
Trauma nachgewiesen werden. Weiterhin konnte einen Monat nach Trauma eine
CD68-positive Makrophageninfiltration immunhistochemisch nachgewiesen werden
[98]. Auch Habtemariam et al. [74] konnten eine Infiltration artifiziell verletzter Areale

mit CD3-positiven Lymphozyten und mit CD68-positiven Makrophagen zeigen.
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6. Arbeitshypothese

Die traumatisch induzierte Entzindungsreaktion in der Bandscheibe von Patienten,
welche eine Wirbelkdrperfraktur erlitten haben, fuhrt Gber eine Reihe verschiedener,
sich zum Teil gegenseitig bedingender zellularer und molekularer Mechanismen zu
einer progressiven Destruktion der Mikro- und ggf. daraus resultierend der
Makrostruktur der Bandscheibe. Dazu gehdren die Chemotaxis von Entzindungs-
und Immunzellen, die Aktivierung der Komplementkaskade und die Induktion der
Apoptose-Kaskaden, die zum programmierten Zelltod fihren. Die durch diese
Mechanismen ausgelosten progressiven Veranderungen der Bandscheibe konnten
im weiteren Verlauf zur verfrihten Degeneration fihren. Folgen wie ein sekundarer
Hoéhenverlust, die Ausbildung einer segmentalen Instabilitdt und die Ausbildung

einer sekundaren posttraumatischen Korrekturverlustes konnten induziert werden.

6.1 Spezifische Schritte zur Analyse der Veranderungen in
Bandscheiben der thorakolumbalen Wirbelsaule nach
Trauma

6.1.1 Analyse des zu untersuchenden Gewebes

Die Analyse des zu untersuchenden Gewebes beginnt mit einer Hamatoxylin-
Farbung zur Darstellung der typischen histomorphologischen Strukturen der
Bandscheibe. Mittels einer Ubersichtsfarbung fiir Kollagen und spezifischer
immunhistochemischer Farbungen fir Kollagen Typ- | und Kollagen Typ- Il werden

die fur die Bandscheibe typischen Kollagene dargestellit.

6.1.2 Analyse des Musters der lokalen posttraumatischen
Entziindungsreaktion

Gewebeschnitte aus Bandscheiben, die an frakturierte Wirbelkdrper angrenzen,
werden mit immunhistochemischen Methoden gefarbt und mittels spezifischer

Marker auf infiltrierende Entziindungszellen untersucht. Weiterhin wird das Ausmalf}
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der EntzUndungsreaktion uUber fur Fragmente der Aktivierung des
Komplementsystems spezifische Farbungen analysiert. Die zellulare Infiltration und
der Nachweis membranstandiger Bestandteile der Komplementkaskade werden

zwischen den drei Untersuchungsgruppen deskriptiv verglichen.

6.1.3 Messung des programmierten Zelltodes/Apoptose der intradiskalen
Zellen

Analysiert wird die posttraumatische zellulare Apoptose unter Nutzung der ,terminal
desoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling® (TUNEL)-
Methode. Zum Nachweis der Apoptose intradiskaler ortsstandiger Zellen werden
HE- Schnitte analysiert und auf morphologisch typische Zeichen flir deren Apoptose
untersucht. Die Analyse und Quantifizierung der Initiator-Caspasen 8 und 9 und der
Effektorcaspasen 3/7 als zentraler Bestandteile der Apoptosekaskade erfolgt in

Gewebe- Homogenisaten.

6.1.4 Analyse der Gen-Expression und der Synthese von zentralen
Mediatoren der Apoptose

Die Expression von pro- und antiapoptotischen Mediatoren und Komponenten des
extrinsischen und des intrinsischen Weges der Apoptosekaskade im traumatisierten
Bandscheibengewebe wird mittels Bestimmung der mRNA analysiert. Die Gen-
Expression mittels RT-PCR in homogenisierten Gewebeproben gemessen. Die
Expression der Mediatoren wird zwischen den drei Untersuchungsgruppen
verglichen. Um auch die erhdohte Syntheseleistung der betroffenen Zellen
hinsichtlich der untersuchten Apoptosemediatoren bestatigen zu kdénnen, werden
zusatzlich immunhistochemische Farbungen flr einige dieser Mediatoren
durchgefuhrt.
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7. Material und Methoden

71 Patienten

Patienten  unserer  Klinik  (Klinik  far  Unfall-  Orthopadische-  und
Wiederherstellungschirurgie, Charité - Campus Benjamin Franklin) mit instabilen und
operationspflichtigen Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule, mit degenerativen
Erkrankungen der Lendenwirbelsdule und mit Wirbelkdrperpathologien, die zur
Entfernung der angrenzenden Bandscheibe fuhrten, wurden nach entsprechender
Aufklarung und Einwilligung anhand des von der Ethikkommission genehmigten
Aufklarungs- und Informationsbogens (Anhang 1 und 2) in die Studie eingeschlossen.

Dabei wurden die unten aufgeflihrten Ausschlusskriterien beachtet.

Untersuchungsgruppe:

Entsprechend den Empfehlungen von Harms und Tabasso [80] fUhren wir bei
operationspflichtigen Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule regelmallig eine
zweizeitige dorsoventrale Versorgung durch. Das Ziel dieser Vorgehensweise ist
eine Wiederherstellung sowohl der vorderen lasttragenden als auch der hinteren
zugbelasteten Anteile der Wirbelsaule, um eine der Biomechanik der Wirbelsaule
optimal angepasste Rekonstruktion zu erreichen. Diesen Patienten wurden
intraoperativ die an die Fraktur angrenzenden und im Rahmen der ventralen
Versorgung ohnehin zu entfernenden Bandscheiben entnommen und zur

Untersuchung asserviert.

Positive Kontrollgruppe:

Als positive Kontrollgruppe wurden Bandscheiben von Patienten mit degenerativen
Erkrankungen, die mittels einer versteifenden Operation therapiert wurden,
entnommen und untersucht. Die Patienten wurden entsprechend den oben

genannten Voraussetzungen in die Studie eingeschlossen.
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Negative Kontrollgruppe:

FUr die negative Kontroligruppe wurden in der Bildgebung unauffallige
Bandscheiben von Patienten gewonnen, bei denen Erkrankungen des Wirbelkdrpers
zu einer operativen Entfernung des Wirbelkdrpers mit den angrenzenden gesunden

Bandscheiben fiihrten.

Ausschlusskriterien:

Ausschlusskriterien fur Patienten aller untersuchten Gruppen waren eine
Steroidmedikation oder eine Medikation mit anderen immunsuprimierenden
Pharmaka, Osteoporose, bakterielle Entzindungen und Erkrankungen des
rheumatischen Formenkreises. Alle diese Veranderungen werden in unserer
Abteilung standardmallig anamnestisch, klinisch, laborchemisch und bildgebend

erfasst.

711 Untersuchungsgruppe: Frakturen der thorakolumbalen
Wirbelsaule

In die Gruppe mit Frakturen der thorakolumbalen Wirbelsaule konnten 17 Patienten
mit 18 Bandscheiben eingeschlossen werden. Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt
der Bandscheibenentnahme betrug 40,6 (£13,3; 21-59) Jahre, bei funf Frauen und
zwolf Mannern. Die demographischen Daten, die Daten zum Frakturtyp und zur

erfolgten operativen Versorgung sind Tabelle 1 zu entnehmen.

Nr Alter  Geschl. Diagnose Eeglelter- s oP
rankungen verletzungen
co1 28 m Multiple WK- - Lungenkontusion Dorsale Stabilisierung
Frakturen Claviculafraktur Th5- Th11 und ventrale
(Th5,6,7 und part. Korporektomie Th10,
10), Th10 Spondylodese Th9/10,
Typ A3.1. BS- Resektion Th9/10
C 02 31 m LWK- 1-Fraktur - Thoraxprellung Dorsale Stabilisierung
Typ A 3.1 Th12 bis L2, ventrale part.
Korporektomie und
Spondylodese Th12-L1,
BS-Resektion Th12/L1
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TypA3.2

C 03 33 Fraktur Th12 - - Dorsale Stabilisierung
Typ A.3.1 Th11- L1, ventrale part.
Korporektomie Th12
Spondylodese Th11/12,
BS- Resektion Th11/12
C 04 47 LWK- 3-Fraktur Schizophrenie Polytrauma mit Dorsale Spondylodese
TypA3.3 Oberschenkel- Th12- L4, ventrale
Tibiakopf- Korporektomie L3 und
Discoligamentar Sprunggelenks- Spondylodese L2-4,BS-
e Zerrreillung fraktur, resektion L2/3 und L3/4
Th12/L1 Symphysenspreng Intersomatische Fusion
TypB1.1 ung Th12/L1, BS- Resektion
Th12/L1
C 05 27 BWK- 5-Fraktur - - Dorsale Stabilisierung
Typ A 3.1 Th4-6, ventrale part.
Korporektomie Th5 und
Spondylodese Th4-5, BS-
Resektion Th4/5
C 06 21 BWK- 6-Fraktur - Polytrauma mit Dorsale Spondylodese
TypC1 Lungenkontusion Th4 bis 8 und
Hamatothorax, Dekompression Th5/6
Claviculafraktur, Ventrale part.
inkomplettem Korporektomie Th6 und
Querschnitt sub Spondylodese Th4-6, BS-
Th6 Resektion Th4/5
Cc 07 54 BWK- 5-Fraktur - Thoraxkontusion Dorsale Spondylodese
TypB1.1 Sternumfraktur Th4 bis 6, ventrale
Korporektomie Th5 und
Spondylodese Th4-6, BS-
Resektion Th 5/6
c 08 43 LWK- 2-Fraktur Manisch Pneumothorax, Dorsale Spondylodese
TypB2.2 depressives Radiuskdpfchen- Th12 bis L2, ventrale
Syndrom fraktur intersomatische Fusion
Th12 -L1, BS- Resektion
Th12/L1
C 09 28 LWK- 1-Fraktur - - Dorsale Spondylodese
Typ A 3.1 Th12 bis L2, ventrale part.
Korporektomie L1 und
Spondylodese Th12/L1,
BS- Resektion Th12/L1
c10 39 BWK- 8-Fraktur - Fraktur BWK 9 Dorsale Spondylodese
TypB1.2 und BWK 11, Th7bis 9, ventrale part.
stabil Typ A 1.1 Korporektomie Th8 und
Spondylodese Th7-9, BS-
resection Th7/8 und 8/9
Cc11 59 LWK- 1-Fraktur - Dorsale Spondylodese
Typ A 3.1 Th12 bis L2, ventrale part.
Korporektomie L1 und
Spondylodese Th12-L1,
BS- Resektion Th12/L1
C12 48 LWK- 4-Fraktur Depression Polytrauma mit Dorsale Spondylodese Th
TypA3.3 Lungenkontusion 12 bis S1, ventrale
bei Rippen- intersomatische Fusion
Luxationsfrakt. Serienfraktur, Th12/L1, BS- Resektion
Th12/ L1 Leberhamatom, Th12/L1, Korporektomie
TypB1.1 Conus- Cauda- L4 und Spondylodese L3
Syndrom bis L5
C13 26 LWK- 1-Fraktur - - Dorsale Spondylodese
TypA3.2 Th12 bis L2, ventrale part.
Korporekt., Spondylodese
Th12-L2, BS- Resektion
Th12/L1 und L1/2
Cc14 64 LWK- 3-Fraktur - - Dorsale Spondylodese L2

bis L4, ventrale part.
Korporektomie und
Spondylodese L2-L4, BS-
Resektion L2/3 und L3/4
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c15 39 m BWK- 12- Epilepsie - Dorsale Spondylodese
Fraktur Th11 bis L1, ventrale part.
Typ A 3.1 Korporektomie Th12 und

Spondylodese Th11-12,
BS- Resektion Th11/12

C 16 44 w LWK- 1-Fraktur - - Dorsale Spondylodese
Typ A 3.1 Th12 bis L2, ventrale part.

Korporektomie L1 und
Spondylodese Th12-L1,
BS- Resektion Th12/L1

Cc 17 59 w LWK- 1-Fraktur Hypothyreose - Dorsale Spondylodes
TypA3.2 Th12 bis L2, ventrale part.

Korporektomie L1 und
Spondylodese Th12-L2,
BS- Resektion Th12/L1
und L1/2

Tabelle1: Demographische Ubersicht der auf Grund instabiler Frakturen der thorakolumbalen
Wirbelsaule operativ dorsoventral versorgten Patienten (n=17, 18 Bandscheiben). Gezeigt werden
neben den demographischen Daten die Lokalisation des verletzten Segmentes, Begleiterkrankungen,

die Frakturklassifikation und die Art der operativen Versorgung.

71.2 Positive Kontroligruppe: Bandscheibendegeneration

In die Gruppe der Patienten mit degenerativen Veranderungen der Bandscheibe, die
letztendlich Uber eine Degeneration des Bewegungssegmentes operationspflichtig
wurden, konnten sechs Patienten mit acht Bandscheiben eingeschlossen werden.
Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Bandscheibenentnahme betrug 57,8
(x11,4; 41-69) Jahre bei finf Frauen und einem Mann. Die demographischen Daten,
die Daten zur Klassifizierung des Grades der Degeneration und zur erfolgten
operativen Versorgung sind Tabelle 2 zu entnehmen. Die Graduierung der
Degeneration erfolgte an Hand von Rontgen- und MRT- Bildern und ist unten

(Tabelle 3 und 4) im Detail aufgefuhrt.

Nr Alter Geschl. Diagnose grad e el oP
egeneration erkrankungen

A1 68 m Osteochondrose, Radiolog.: Ill Hypertonie Dekompression und PLIF
spinale Stenose L3/4, Resektion der BS
L3/4 MRT: \% L3/4

A2 67 w Spinale Stenose Radiolog.: II; 1l Hypertonie Dorsale Dekompression
und Instabilitat Asthma und Instrumentation L2 bis
Osteochondrose, MRT: 1V; 1l bronchiale L4, ventrale Fusion L2/3
Spondylarthrose und L3/4
L2/3 und L3/4
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A3 57 w posttraumatische Radiolog.: II, 1l Leberzirrhose Dorsoventrale Korrektur-
Kyphose L1 mit spondylodese Th12 bis L2
Degeneration der MRT: 1, 1l mit Korporektomie L1, BS-
angrenzenden resektion Th12/L1 und
Bandscheiben L1/2

A4 69 w Spinale Stenose Radiolog.: Ill - Dekompression und
bei degenerativer Repositions-PLIF L4/5,
Olisthese L4/5 MRT: \Y BS- resektion L4/5

A5 41 w Postnukleotomie- Radiolog.: Il - Dorsoventrale
Syndrom L5/S1 Distraktionsspondylodese

MRT: \Y L5/S1, BS- Resektion
L5/S1

A6 45 w Postnukleotomie- Radiolog.: I Dekompression und PLIF
Syndrom L4/5 und L4/5 und L5/S1, BS-
L5/S1, massive MRT: \Y Resektion L4/5 und L5/S1
Osteochondrose L4
bis S1

Tabelle 2: Demographische Ubersicht Uber die auf Grund degenerativer Erkrankungen der
Wirbelsaule operativ versorgten Patienten (n=6). Gezeigt werden neben den demographischen Daten
die Lokalisation des erkrankten Segmentes, die radiologische und die MRT-basierte Klassifikation

des Grades der Degeneration, Begleiterkrankungen und die erfolgte operative Versorgung.

Roéntgenologische Klassifizierung der Bandscheibendegeneration:

Die rontgenologische Klassifizierung des Grades der Degeneration der
Bandscheibe, die in der Gruppe der degenerativen Bandscheiben Anwendung fand,
ist in der nachstehenden Tabelle entsprechend den Empfehlungen von Tiedjen und
Muller [201] aufgeflhrt. (Tabelle 3)

Grad der

. Intervertebralraum Wirbelkorper
Degeneration

| Minimale H6henminderung Regelrechte Knochenstrukturen

Fokale Sklerose der Endplatten,

| Deutliche Hohenminderung Initiale Spondylose

Hoéhenminderung > 75% der Diffuse Sklerose der Endplatten,

i urspriinglichen Bandscheibenhdhe deutliche Spondylose

Tabelle 3: Nativrontgenologische Klassifikation der Degeneration der Bandscheibe nach Tiedjen und

Muller [201]. Der Schweregrad der Degeneration steigt von Grad | nach Grad Ill an.
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MRT basierte Klassifizierunqg der Bandscheibendegeneration:

Die MRT basierte Klassifizierung des Grades der Degeneration der Bandscheibe,
die in der Gruppe der degenerativen Bandscheiben entsprechend den
Empfehlungen von Pfirmann et al. [166] Anwendung fand, ist in der nachstehenden

Tabelle aufgeflhrt. (Tabelle 4).

Beschreibung des MRT- Befundes bei T2- gewichtetem Signal

Grad der Degeneration midsagittaler Schnitte

| Homogene Diskusstruktur mit hellem weilRen hyperintensen Signal und
normaler Bandscheibenhdhe

Inhomogenen  Diskusstruktur mit weifem hyperintensen Signal, klare
I Unterscheidung zwischen Nukleus und Anulus, normale Bandscheibenhéhe, mit
oder ohne grauem horizontalen Signalband

Inhomogene Diskusstruktur, intermediares graues Signalband, keine klare
n Unterscheidung zwischen Nukleus und Anulus, normale oder leicht verminderte
Bandscheibenhohe

Inhomogene  Diskusstruktur,  hyperinteneses  graues  Signal, keine
v Unterscheidung zwischen Nukleus und Anulus mdglich, normale bis verminderte
Bandscheibenhohe

Inhomogene  Diskusstruktur, hypointenses schwarzes Signal, keine
v Unterscheidung zwischen Nukleus und Anulus mdglich, kollabierter
Bandscheibenraum

Tabelle 4: MRT-basierte Klassifikation der Degeneration der Bandscheibe nach Pfirmann et al.
[166]. Die Klassifikation wird anhand von T2- Sequenzen midsagittaler Schnitte deskriptiv

vorgenommen. Der Schweregrad der Degeneration steigt von Grad | nach Grad V an.

71.3 Negative Kontroligruppe: Gesunde Kontrollbandscheiben

In die negative Kontrollgruppe konnten drei Patienten eingeschlossen werden.
Wichtig war es hier, Patienten zu finden, bei denen in der Bildgebung unauffallige
Bandscheiben auf Grund von Erkrankungen des Wirbelkdrpers aus
operationstechnischen Grinden mit entfernt werden mussten. Vorbestehende
Veranderungen der Bandscheiben wurden mittels Nativrontgen und MRT

ausgeschlossen. Das Durchschnittsalter zum Zeitpunkt der Bandscheibenentnahme
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betrug 46 (x1,7; 44-47) Jahre bei einer Frau und zwei Mannern. Die
demographischen Daten, die Daten zur vorliegenden Grundkrankheit und zur

erfolgten operativen Versorgung sind Tabelle 5 zu entnehmen.

Begleit- Begleit-

Nr Alter Geschl. Diagnose OoP
erkrankungen verletzungen
B 01 47 m Chordom Os Hypertonie, - Sakrumresektion
sacrum Diabetes mellitus und Resektion der BS
L5/S1
B 02 47 w aggressiv - - Korporektomie L3,
wachsendes Resektion der BS L2/3
Hamangiom L3 und L3/4
B 03 44 m Degeneration - Partielle Korporektomie L4
L4/5 zur BS- und BS- Resektioon L3/4
Prothese nach intraop. WK- Fraktur
L4

Tabelle 5: Demographische Ubersicht (iber die auf Grund von Erkrankungen des angrenzenden
Wirbelkdrpers operativ versorgten Patienten (n=3). Gezeigt werden neben den demographischen
Daten die zur Operation fihrende Diagnose, die Lokalisation des erkrankten Segmentes,

Begleiterkrankungen und die Art der operativen Versorgung.

7.2 Ethikvotum und Aufklarung

Das positive Votum der zustdndigen Ethikkommission der Charité-
Universitatsmedizin Berlin liegt unter dem Aktenzeichen 226-21 vor, und die Studie
ist zur Durchflhrung in der vorliegenden Form genehmigt worden. Die Aufklarung
der Patienten erfolgte zusatzlich zur ublichen Aufklarung Uber die geplante
Operation mit einem speziellen Informationsblatt, einem Aufklarungsbogen und
einem Gesprach. Dabei wurde die geplante Verwendung der ohnehin zu
entnehmenden Bandscheibe zu Forschungszwecken in pseudonymisierter Form
angesprochen und erklart. Bei einem Einverstandnis der Patienten wurden sie in die
Studie eingeschlossen. Sowohl das Informationsblatt als auch der Aufklarungsbogen
wurden von der Ethikkommmision zusammen mit dem Ethikantrag unter dem
Aktenzeichen 226-21 bewilligt. Das Informationsblatt und der Aufklarungsbogen sind
als Anlage1 (Informationsblatt) und als Anlage2 (Aufklarungsbogen) der Arbeit
beigefugt.
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7.3 Probengewinnung- und verarbeitung

Humane Gewebe-Proben wurden frisch aus den extrahierten Bandscheiben
gewonnen. Sie wurden am OP-Tisch unter sterilen Kautelen und RNase freien
Bedingungen in physiologischer Kochsalzlosung gewaschen. Anschlielend wurde
ein Teil auf flissigem Stickstoff gefroren, ein Teil in Formalin-Loésung eingelegt und
ein Teil in RNA- Pufferléosung (,RNA-Later’, Qiagen, Hilden, Deutschland)
eingebracht. Die auf flissigem Stickstoff gefrorenen und die in RNA- Pufferlésung
eingebrachten Proben wurden direkt ins Labor transferiert und dort bei —80°C bis zur
Analyse gelagert. Die in Formalin eingebrachten Proben wurden nach 24 Stunden

im Labor in Paraffin gebettet.

7.3.1 Kryoschnitte

Die im Operationsaal entnommenen Gewebeproben wurden in flissigem Stickstoff
ins Labor transferiert und dort in Tissue-Tec (Sakura Finetec, Torrane, USA)
eingebettet. Von allen in Gewebeproben wurden 8um dicke Schnitte am Cryostat
(Microm HMS500) angefertigt und auf oberflachenbearbeitete Objekttrager (super-
frost-plus Objekttrager, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht.
Die Kryoschnitte wurden anschlieRend bei -80°C gelagert. Die Kryoschnitte wurden

vor der eigentlichen Untersuchung aufgetaut und 2-5 min. in Aqua dest. equilibriert.

7.3.2 Paraffinschnitte

Die im Operationsaal gewonnenen Gewebeproben wurden in Formalin fixiert und
nach 24 Stunden in Paraffin gebettet. Dazu erfolgte eine Dehydratation des
Gewebes mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe und eine Verdrangung des
Alkohols mit einer Xylolbehandlung. Anschliessend wird der Gewebeblock in
Paraffin eingegossen. Vom fertigen Paraffinblock wurden 2-4 um dicke Schnitte mit
dem Mikrotom geschnitten und in warmem Wasser auf Objekttrager gebracht. Dann

wurden die Schnitte im Warmeschrank bei 37°C getrocknet und gelagert.
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7.4 Gewebetypisierung

Der erste Schritt der Untersuchung bestand in einer Analyse der Gewebe. Es
wurden Hamatoxylin- Farbungen an Paraffinschnitten durchgefihrt, um die
typischen histoanatomischen Strukturen darstellen zu kénnen. Zum Ubersichts-
Nachweis von Kollagen erfolgte die Farbung nach Masson-Goldner. Um die
spezifischen Kollagene der Bandscheibe (Kollagen Typ- | und Kollagen Typ- II)
nachweisen zu kdnnen, wurden immunhistochemische Farbungen an Kryoschnitten
durchgefuhrt.

7.41 Hamatoxylin- und Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Mit der Hamatoxylin-(H)-Farbung und der Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung wurden
standardisierte Ubersichtsfarbungen zur morphologischen Beurteilung des Gewebes
an Paraffinschnitten und an Kryoschnitten durchgefuhrt. Das Ziel ist die Darstellung
der Gewebestrukturen durch den Kernfarbstoff Hamatoxylin und bei Notwendigkeit
die nachfolgende Kontrastierung durch den negativ geladenen Plasmafarbstoff
Eosin. Das Hamatein, der eigentliche Farbstoff, entsteht durch die Oxydation von
Hamatoxylin.

Bei Paraffinschnitten wurde vor der Durchfihrung der eigentlichen Farbung das
Paraffin entfernt. Nach zweimaliger Inkubation mit Xylol tber 10 Minuten wurde der
Schnitt durch eine absteigende Alkoholreihe mit anschliessender Spulung in Aqua
dest. wieder in ein wassriges Milieu Uberflhrt. Dann erfolgten die eigentliche Farbung
mit Hamatoxylin und das Nachblduen durch Anheben des pH-Wertes und Spulung in
Wasser, bei der HE- Farbung gefolgt von der Zytoplasmafarbung mit Eosin, jeweils
mit zwischenzeitlichem Auswaschen mittels Aqua dest. Die Dehydrierung des
Paraffinschnittes erfolgte mittels einer aufsteigenden Alkoholreihe und die

Eindeckelung wurde nach dem Xylolschritt durchgefthrt.
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7.4.2 Farbung nach Masson-Goldner

Die Kryoschnitte wurden vor der eigentlichen Untersuchung aufgetaut und 2-5 min.
in Aqua dest. equilibriert. Im ersten Schritt erfolgte dann flr 2 min. eine Kernfarbung
mit Eisenhamatoxylin-Lésung nach Weigert. Dabei wurde die Lésung A aus 1 g
Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland) in 100 ml 96%-igem Ethanol
(J.T.Baker, Deventer, Niederlande) mit der Losung B aus 1,16 g Eisen(lll)-Chlorid
(Fluka Riedel de Haen, Seelze, Deutschland) in 98 ml Aqua dest. und 4 ml 1N HCL
(Merck) 1:1 gemischt. Danach erfolgte die Fixierung des Farbstoffes durch Spulung
mit Leitungswasser fur mindenstens 10 min. gefolgt von einer 10 minttigen Farbung
mit Saurefuchsin-Ponceau, bestehend aus 0,2 g Ponceau de Xylidine (Fluka Riedel
de Haen) und 0,1 g Saurefuchsin (Merck) in 300 ml Aqua dest. und 0,6 ml Eisessig
(Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Zur Fixierung des Farbstoffes wurden die
Schnitte in 1%iger Essigsaure gespult. Zur Verbesserung der Farbhaftung und
Differenzierung schlofd sich fur 1 min. die Farbung mit Phosphormolibdansaure-
Orange G-Ldsung an. Diese bestand aus 4 g Phosphormolibdansaure (Fluka Riedel
de Haen) und 2 g Orange G (Sigma-Aldrich St- Louis, USA) in 100 ml Aqua dest.
Gefolgt von dreimaligem Spulen mit 1%-igem Eisessig fur jeweils 2 min.
AbschlieRend wurden die kollagenen Bindegewebsfasern fur 5 min in Lichtgrin-
Lésung, bestehend aus 0,15 g Lichtgrin (Merck) in 100 ml Aqua dest. und 0,2 ml
Eisessig gefarbt und 5 min. mit 1%-iger Eissaure gespult. Alle Kryoschnitte wurden
dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96% und 100%-igem Ethanol fur
jeweils 3 min. und 100%-igem Xylol (J.T.Baker) fur 5 min.) entwassert. Die
Konservierung erfolgte mit Entellan (Merck). Die Beurteilung der Farbungen erfolgte
am Olympus BX41 Mikroskop und die Dokumentation mittels Olympus DP-Software

Version 3.2.
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743 Immunhistochemische Kollagentypisierung

Die immunhistochemischen Untersuchungen auf Kollagen Typ-l und Kollagen Typ-ll
wurden an Kryoschnitten zur Darstellung der dominierenden Kollagene der
Bandscheibe durchgefuhrt. Dabei wurde Kollagen Typ-l als Hauptbestandteil des
Anulus fibrosus und Kollagen Typ-Il als Hauptbestandteilunter des Nucleus pulposus
gefarbt. Genutzt wurde die Biotin/Avidin/Peroxidase-Technik (ABC Vectastain Elite
Kit, Vector, Burlingame, USA), welche mit Diaminbenzozidien als Chromogen
durchgefuhrt wurde. Die eingesetzten primaren monoklonalen Antikérper gegen
Kollagen-l und Kollagen-Il sind kommerziell erhaltlich; die Herkunftsdaten und
verwendeten Verdunnungen sind Tabelle 6 zu entnehmen. Das detaillierte Protokoll

der immunhistochemischen Farbungen ist unter 7.5.1 aufgefluhrt.
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7.5 Analyse der posttraumatischen Entziindungsreaktion

Um die Chemotaxis von Immun- und Entzindungszellen zu untersuchen, wurde das
Gewebe immunhistochemisch auf T- Lymphozyten, neutrophile Granulozyten und

Makrophagen gefarbt.

Es wurde das Gewebe mittels spezifischer Antikdrper auf CD3- positive T-
Lymphozyten und auf zytotoxische Perforin- positive T- Lymphozyten hin untersucht
[74,98].

Die Bestimmung neutrophiler Granulozyten erfolgte mittels der
immunhistochemischen Farbung des Markers Chlorazetatesterase und Zellen aus
der Monozyten/Makrophagenlinie wurden mittels des Markers PGM-1 (CD-68
positive Makrophagen) und des spezifischeren Markers Ber-Mac3 (CD-163 positive
Makrophagen) vorgenommen. Letzterer erlaubt eine spezifische Anfarbung

aktivierter Monozyten und Makrophagen [18,53,74,98,176,219].

Weiterhin wurde eine Untersuchung auf gewebestandige Bestandteile der
Komplementkaskade durchgefuhrt, hierbei erfolgte die immunhistochemische
Untersuchung auf C3 mittels Farbung des stabilen C3- Fragmentes C3c und C5b als
gewebestandigen Bestandteilen der Komplementaktivierung sowie auf das aktive
Endprodukt der Komplementkaskade MAC/ C5b-9 [63,189].

Die immunhistochemischen Untersuchungen auf Entzindungszellen wurden an
Paraffinschnitten unter Nutzung der Alkalische Phosphatase anti-Alkalische
Phosphatase Methode (APAAP) mit Fast Red als Chromogen durchgefihrt.

Die immunhistochemischen Untersuchungen auf Bestandteile der
Komplementkaskade  wurde  an Kryoschnitten unter  Nutzung der
Biotin/Avidin/Peroxidase-Technik (ABC Vectastain Elite Kit, Vector, Burlingame,

USA) mit Diaminbenzozidien als Chromogen durchgeflhrt.

Die eingesetzten primaren monoklonalen Antikorper sind kommerziell erhaltlich; die

Herkunftsdaten und verwendeten Verdinnungen sind Tabelle 6 zu entnehmen.
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Primarer Sekundarer

Farbung Antikérper Hersteller Verdiinnung Antikérper Hersteller Verdiinnung
mouse anti- ) ) anti-mouse .
Kollagen | human Chemicon 1:5000 1aG Vector 1:100
Collagen | 9
mouse anti- .
Kollagen Il human Chemicon 1:100 antl-lmcc;)use Vector 1:100
Collagen Il 9
monoclonal
mouse anti- Dako i anti-mouse .
et human C3c Cytomation 15 IgG Vector 1:100
complement
monoclonal
mouse anti- Dako . anti-mouse .
el human C5b Cytomation 1:100 IgG Vector 1:100
complement
monoclonal .
C5b-9 mouse anti- c tS;k:tion 1:25 antl-lmcc;)use Vector 1:100
human C5b-9 Y 9
Napthol AS-D Immunhisto- Siama-
Chloroazetat- chemischer ar
. Aldrich
Esterase Kit
hmuorrlﬁi-aml Dako 1:50 anti-mouse Dako 11100
CD 68 Klon PG-M1 Cytomation IgG Cytomation
mouse anti- . .
Klon 10D6 y 9 y
himan Holzel 1:500 mouse-anti Dako 1:100
Perforin ’ rat IgG Cytomation ’
Klon PI-8
mouse anti . anti-mouse Dako .
CD 95 human Santa Cruz 1:100 19G Cvtomation 1:100
Klon B-10 9 Y
Bel-2 hmuonl;'zi anti Dako 1:50 anti-mouse Dako 1:100
Klon 124 Cytomation ’ 1gG Cytomation ’

Tabelle 6: Ubersicht iber die eingesetzten Primér- und Sekundarantikérper, ihre Herkunft und die

eingesetzten Verdiinnungen.
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7.5.1 Immunhistochemische Farbung der Kryoschnitte

Nachfolgend wird das verwendete Standardprotokoll dargestellt, bei dem
entsprechend des jeweiligen Primarantikdrpers die entsprechenden sekundaren
Antikdrper (Tabelle 6) eingesetzt wurden. Die Inkubation aller verwendeten
Substanzen erfolgt bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Die
getrockneten Schnitte wurden zuerst in -20°C kaltem Aceton fur 10 min. fixiert und
anschlielend 30 min. bei Raumtemperatur gelagert. Das Gewebe wurde mit einem
Dako-Pen (DakoCytomation GmbH, Hamburg, Deutschland) eng umrandet um eine
hydrophobe Barriere zu erzeugen. Nach einer Einwirkzeit von 1 min. wurden die
Schnitte fir 5 min. in Phosphat gepufferter Salzlésung (PBS, Biochrom, Berlin,
Deutschland) equilibriert. Danach erfolgte zunachst die 30 minutige Blockierung der
endogenen Peroxydase mit 0,3%-igem Wasserstofffperoxid (Fluka Riedel de Haen)
in Methanol (J.T.Baker), gefolgt von 5 minutigem Waschen der Schnitte in PBS.
Darauf folgte eine 20 minltige Blockung mit Vectastain Normal Serum (Vector,
Burlingame, USA; 1:100 verdunnt in PBS/FCS-Losung (fotales Kalber Serum;
Biochrom)) entsprechend des primaren Antikorpers. Das Serum wurde anschlief3end
abgekippt und der primare Antikdrper in der titrierten Verdinnung eine Stunde
inkubiert. Nach 5 minlatigem Spulen der Schnitte mit PBS folgte die Inkubation mit
dem sekundaren biotynilierten speziesabhangigen Antikorper (1:100 in PBS/FCS-
Losung verdunnt) fur 30 min., gefolgt von erneutem Spulen in PBS. Anschlief3end
erfolgte die Inkubation mit dem Vectastain Elite ABC Reagenz (ABC Vectastain Elite
Kit, Vector, Burlingame, CA) flr 30 min. zur Bildung des Biotin-Avidin-Komplexes am
sekundaren Antikorper. Nach erneutem Spulen mit PBS erfolgte die Zugabe des
Chromogens DAB (3'-Diaminobenzidine) aus dem Vectastain DAB Substrat Kit
(Vector). AbschlieRend wurden die Schnitte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe
entwassert und in Entellan (Merck) konserviert. Bei der Farbung des MAC/C5b-9
wurde eine Hamatoxylin-Gegenfarbung fur eine verstarkte Kontrastierung zur
Verbesserung der Aussagefahigkeit durchgefuhrt. Diese erfolgte mit Hamatoxylin
nach Mayer (Merck). Fiur die standardisiert bei jeder Untersuchung durchgefihrte
Negativkontrolle wurde der spezifische Antikérper weggelassen. Damit konnte die

fehlende Anfarbbarkeit nachgewiesen werden. Als positive Kontrolle wurde die
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Darstellbarkeit des hamatopoetischen Knochenmarks genutzt, um die Expression
der untersuchten Antigene nachzuweisen. Die Beurteilung wurde am Olympus BX41
Mikroskop vorgenommen, die Dokumentation erfolgte mit Olympus DP-Software

Version 3.2.

7.5.2 Immunhistochemische Farbung der Paraffinschnitte

Die Paraffinschnitte wurden vor der Inkubation mit dem primaren Antikérper 2
Minuten in einem Citratpuffer erhitzt, um Epitope freizulegen, die durch die
Vorbehandlung mit Formalin verandert worden sind. Anschliessend erfolgte eine
Inkubation von 45 Minuten Dauer mit dem primaren Antikdrper. Das Praparat wurde
jetzt intensiv mit 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol (Tris)-Puffer gewaschen,
um nicht gebundene Antikorper zu entfernen und anschliessend mit dem
Bruckenantikdrper fur 30 Minuten inkubiert. Nach erneutem Waschen erfolgte eine
Uberschichtung mit dem APAAP-Komplex. Die beiden letzten Arbeitsschritte wurden
einmal wiederholt, um eine intensivere Farbung zu erreichen. Fur die Entwicklung
wurde nun Fast Red, das Substrat der alkalischen Phosphatase, hinzugegeben. Das
Spaltprodukt ergab einen roten Niederschlag. Zur besseren Visualisierung der Kerne
wurde mit Hamalaun unter fliessendem Wasser gegengefarbt. Abschliessend
wurden die Schnitte mit Kaisers Glycerin-Gelatine eingedeckelt. Fir die
standardisiert bei jeder Untersuchung durchgefuhrte Negativkontrolle wurde der
spezifische Antikorper weggelassen. Damit konnte die fehlende Anfarbbarkeit
nachgewiesen werden. Als positive Kontrolle wurde die Darstellbarkeit des
hamatopoetischen Knochenmarks genutzt, um die Expression der untersuchten

Antigene nachzuweisen.
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7.6 Analyse der Apoptose

Das Vorhandensein von Apoptose wurde mittels der histochemischen Analyse der
Bandscheiben durch die standardisierte ,terminal desoxynucleotidyl transferase
(TdT)-mediated dUTP nick end labeling® (TUNEL) Technik analysiert. Die
Gegenfarbung zur Erfassung aller Zellkerne, sowohl der lebender als auch der
apoptotischer Zellen erfolgte mittels der 4’,6-Diamidino-2-phenylindol ,DAPI*-
Farbung.

Um zu zeigen, dass es sich hierbei auch um Apoptose ortstandiger intradiskaler
Zellen handelt, wurden in HE- Schnitten ortsstandige intradiskale Zellen mit fir die

Apoptose typischen histomorphologischen Veranderungen gezeigt.

Weiterhin wurde die Aktivitdt von Apoptose vermittelnden Caspasen gemessen.
Dazu gehdrten die Aktivitat der Initiator-Caspasen-8- und 9 als jeweils relevante
Caspasen des extrinsischen (Caspase 8) und des intrinsischen (Caspase 9)

Aktivierungsweges und der Effektor-Caspasen 3 und 7.

Zur weiteren Analyse der Initiierung der Aktivierungswege wurde die Expression von
Rezeptoren der TNF-Familie und ihre Liganden fir den extrinsischen Weg und das
Verhaltnis des pro-apoptotischen Bax zum anti-apoptotischen Bcl-2 fur den

intrinsischen Weg auf RNA- Ebene gemessen.

Um zu zeigen, dass diese Ergebnisse sich auch in der Syntheseleistung der Zellen
wiederspiegeln, wurden immunhistochemische Farbungen an Paraffinschnitten auf

die analysierten Rezeptoren und das antiapoptotische Bcl-2 durchgefuhrt.

7.6.1 Terminale Desoxyribosyl-Transferase mediated dUTP Nick End
Labeling (TUNEL) und DAPI- Gegenfarbung

Kryoschnitte wurden mit der TUNEL- Fluoreszenz- Farbung mit dem Kit (DeathEnd
Flourometric Tunel System, Promega, Mannheim, Deutschland) analysiert. Bei
dieser Farbemethode verbindet die terminale rekombinante  Desoxynucleotid-
Transferase (rTdT) die 3'OH-Enden der DNA- Fragmente mit Flourscein-12-dUTP.

Auf Grund der Floureszenz dieses Nukleotids kann die Fragmentation im
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Floureszenzmikroskop gezeigt werden. Fur die Negativkontrolle wurde das rTdT-
Enzym bei der Analyse weggelassen. Die zusatzliche DAPI- Farbung erfolgte als
Ubersichtsfarbung zur Darstellung aller Zellkerne. Da dieser Floureszenzmarker
durch die Zellmembran hindurchwandern kann, ist er nicht nur zur DNA- Markierung
apoptotischer, sondern auch lebender Zellen geeignet. DAPI bildet mit der DNA
stark floureszierende Komplexe.

Standardprotokoll fiir die TUNEL- Farbung und DAPI-Gegenfarbung

Das in flussigem Stickstoff schockgefrorene und dann bei -80°C gelagerte Gewebe
wurden in 6um dicke Schnitte geschnitten, welche auf oberflachenbearbeitete
Objekttrager (super-frosted-slides, Menzel-Glaser, Braunschweig, Deutschland)
aufgebracht wurden. Danach wurden die Schnitte fur 5 Minuten in 0,85% NaCl und
fur weitere 5 Minuten in PBS gewaschen. Die Fixation der Schnitte erfolgte in
10%igem gepufferten Formalin fur 15 Minuten bei Raumtemperatur, dann Spdulen in
PBS.

Der TUNEL Assey wurde unter Verwendung des KIT DeathEnd Flourometric Tunel
System (Promega, Mannheim, Deutschland) nach dem Protokoll des Herstellers mit
einem zusatzlichen Schritt durchgefuhrt. Bei diesem zusatzlichen Arbeitsschritt
wurde das Gewebe fur 10 min mit 0,3%igem H,O, inkubiert, um den Hintergrund zu

reduzieren, der auf Grund der Aktivitat zellularer Enzyme verursacht wird.

Zusatzlich zur TUNEL-Farbung wurden die Gewebeschnitte mit Vectashield

Mounting Medium, welches DAPI enthalt, eingedeckelt.

Die Gewebeschnitte wurden mit dem Floureszenzmikroskop (Axioskop 40, Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) analysiert und mit der Digitalkamera (Olympus C-4000)
fotographiert.

64



Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

7.6.2 Flourometrische Bestimmung der Caspaseaktivitat

Zur Bestimmung der Caspaseaktivitat wurden die Gewebeproben lysiert und die
Protein-Konzentration mittels des Roth Nanoquant Protein Assey bestimmt. Die
Aktivitat der zentralen Effektor-Caspasen 3/7, sowie der Initiator-Caspase 8 als
Indikator fUr den extrinsischen und der Initiator-Caspase 9 als Indikator fur den
intrinsischen  Weg der Aktivierung der Apoptosekaskade wurden mittels
flourometrischer Asseys bestimmt. Dabei werden durch die Enzyme
Stoffwechselhomologe gespalten, welche dann die zu messende Reaktion mit dem
Floureszenzfarbstoff vermitteln. Alle Asseys nutzen ein proluminiszentes
Caspasesubstrat und eine thermostabile Luziferase in einem Puffer-System. Durch
die Caspase bedingte Spaltung des Substrates kommt es zur Freisetzung von
Aminoluziferin, welches zusammen mit der Luziferase ein luminiszierendes Signal
generiert. Die Luminiszenz ist direkt proportional zur Caspaseaktivitat. Die Messung

der Aktivitat der Caspasen erfolgte in ,relative light units“ (RLU).

Standardprotokoll fiir die Protein-Isolierunqg und die flourometrische Messung

der Caspaseaktivitit

Gewebeproben wurden aufgetaut und in kleinen Fragmenten in ein steriles Gefal®
uberfuhrt, die gesamte Aufarbeitung fand auf Eis statt. Das Gewebe wurde mit 1-
2ml kaltem Lysepuffer bedeckt (25mM Hepes (ph 7,5), 0,1% Triton —X-100, 5 mM
MgCly, 5mM DTT, frischer Protease Inhibitor Cocktail und EDTA (Complete Mini und
EDTA; (Roche; Mannheim, Deutschland), 1 mM EGTA) und homogenisiert. Das
Homogenisat wurde auf 2 ml Eppendorf Safe-Lock-Tubes (Eppendorf, Deutschland)
zu gleichen Volumenanteilen verteilt. Dann wurden die Proben in einer
Klhlzentrifuge bei 4°C und bei 50.000g fur 10 Minuten zentrifugiert, die wassrige
Phase abgenommen und von mehreren Ansatzen gepoolt. Die gepoolten Ansatze
von einer Probe wurden gut gemischt und aligoutiert (mindestens drei Aliquouts).
FUr den durchzufihrenden Caspaseassey wurden die Proben vor der Durchfihrung

der Tests auf eine Proteinkonzentration von 300 ug/ml gebracht.
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Caspase 3/7

FUr die Bestimmung der aktiven Caspasen 3 und 7 wurde das KIT Apo-ONE
Homogeneous Caspase 3/7 Assey verwendet. Die Proteinisolierung und
Aufbereitung in der Protinkonzentration von 300 pg/ml erfolgte entsprechend dem
Standardprotokoll. Davon wurden 100 pl in 96-Well Plattten pipettiert. Nach einer
lichtgeschutzten Inkubationszeit von 30 min auf einem Schuttler wurde die Aktivitat
der Caspasen durch die Messung der Luminiszenz bei einer Wellenlange von 490

nm in dem ELISA-Lesegerat (GENios, Tecan) gemessen.

Caspase 8

Fir die Bestimmung der aktiven Caspase 8 wurde das KIT Caspase-Glo 8
(Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Proteinisolierung und
Aufbereitung in der Protinkonzentration von 300 pg/ml erfolgte entsprechend dem
Standardprotokoll. Davon wurden 100 pl in 96-Well Plattten pipettiert. Nach einer
lichtgeschutzten Inkubationszeit von 30 min auf einem Schuttler wurde die Aktivitat
der Caspase durch die Messung der Luminiszenz bei einer Wellenlange von 490 nm

in dem ELISA-Lesegerat (GENios, Tecan) gemessen.

Caspase 9

Fir die Bestimmung der aktiven Caspase 9 wurde das KIT Caspase-Glo 9
(Promega, Mannheim, Deutschland) verwendet. Die Proteinisolierung und
Aufbereitung in der Protinkonzentration von 300 pg/ml erfolgte entsprechend dem
Standardprotokoll. Davon wurden 100 pl in 96-Well Plattten pipettiert. Nach einer
lichtgeschltzten Inkubationszeit von 30 min auf einem Schuttler wurde die Aktivitat
der Caspase durch die Messung der Luminiszenz bei einer Wellenlange von 490 nm

in dem ELISA-Lesegerat (GENios, Tecan) gemessen.
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7.6.3 Real time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) zur Bestimmung pro-
und antiapoptotischer Mediatoren

Die Expression von pro- und antiapoptotischen Komponenten des extrinsischen und
des intrinsischen = Weges der Apoptosekaskade im  traumatisierten
Bandscheibengewebe wurde mittels Bestimmung der mRNA analysiert. Dazu wurde

die Expression des TNF-Rezeptors1 und des Fas-Rezeptors als Mitglieder der TNF-

Rezeptorgruppe und ihre Liganden FasL und TNFa als Vermittler des extrinischen
Weges der Apoptosekaskade bestimmt. Fur die Beurteilung der Rolle des
intrinsischen Weges wurden die Expression des anti-apoptotischen Bc/-2 und des
pro-apoptotische Bax gemessen. Fur eine semiquantitative Bestimmung wurde die
Gen- Expression mittels RT-PCR Uber die entsprechende Amplifizierung der zu
analysierenden DNA-Sequenzen in homogenisierten Gewebeproben gemessen. Es
wurde der relative Expressionslevel ,relative expression level” (REL) im Vergleich

zum [3-Aktin housekeeping Gen als Referenz gemessen.

Protokoll fiir die RNA- Isolation und RT- PCR

Das in RNAse freiem Puffer (RNALater) bei -80°C gelagerte Bandscheibengewebe
wurde homogenisiert in Quiazol (Qiagen, Hilden, Deutschland) und die gesamte
RNA entsprechend dem Protokoll des Herstellers des Lipid-Tissue-Kit (Qiagen,
Hilden, Deutschland) isoliert. Die Quantitat und die Qualitat der RNA wurden mittels
des RNA 6000 Nano Assey von Agilent Technologies (Agilent Technologies,
Waldbronn, Deutschland) bestimmmt. 500 ng der totalen RNA-Menge wurden bei
70°C Uber 10 Minuten mit der Beigabe des Oligoprimers (pd(T)12-18, Amersham,
Deutschland) denaturiert. Dabei erfolgte die inverse Transkription in die
komplementare DNA (cDNA) unter Nutzung von 20 pl MMLV-RT (Invitrogen,
Deutschland) zusammen mit FSB-Puffer (Invitrogen, Deutschland), 0,5mmol/l
Deoxyribonukleotid Triphosphatase (ANTPS), 10 mmol/l Dithiothreitol (DTT) und
RNAsin (Promega, Mannheim, Deutschland) bei 25°C fur 10 Minuten, gefolgt von
42°C far 50 Minuten. Anschlieend wurde 1 ul Aligout der resultierenden cDNA
mittels der RT-PCR in einer Mischung aus 25 ul mit dem Quanatitec Probe RT-PCR
Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) amplifiziert. Primer Paare zur Detektion von FasR

und FasL, TNFR1 und TNFa sowie Bax und Bcl-2 sind von Quantitec Primers
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(Qiagen, Hilden, Deutschland) erhaltlich. Das Primer Paar des (-Actin housekeeping
Gens wurde als Referenz verwendet (Quantitec Primers, Qiagen, Hilden,
Deutschland). Der Assey wurde in einem Opticon 1-Real-Time-Cycler von MJ-
Research (BioRad, Minchen, Deutschland) durchgefihrt. Folgende Bedingungen
wurden fur die Amplifizierung gewahlt: finf Minuten bei 94°C, 45 Zyklen a 30
Sekunden bei 94°C, 30 Sekunden bei 56°C und 30 Sekunden bei 72°C; folgend den

Empfehlungen des Herstellers.

7.6.4 Immunhistochemische Farbung apoptoserelevanter Proteine

Paraffingebettetes Gewebe der drei Untersuchungsgruppen wurde auf den Mediator
Bcl-2 des intrinsischen Apoptoseweges und auf den Fas- Rezeptor als Bestandteil
der extrinsischen Apoptoseaktivierung immunhistochemisch mittels spezifischer
Antikorper gefarbt und diese Farbungen zwischen den Gruppen deskriptiv
verglichen. Weiterhin wurde die Ubereinstimmunge der Ergebnisse der Farbungen

mit den Ergebnissen der mRNA-Analyse dieser Faktoren Uberpruft.

7.7 Daten- Analyse

Alle erhobenen Daten wurden in einer Excel- Datenbank archiviert. Die Proben der
Patienten wurden alphanumerisch registriert, um eine pseudonymisierte Behandlung
der Daten zu garantieren. Die erforderlichen statistischen Analysen wurden mit Hilfe
der kommerziell verfugbaren Software ,SPSS for Windows®" durchgefuhrt. Die
Auswertung statistischer Signifikanzen bei der Bestimmung der Aktivitdt der
Caspasen und der Expression der pro- und anti-apoptotischen Mediatoren der
Apoptose erfolgte mittels des Student’s t- Test. Signifikanz wurde bei einem p<0.05
definiert.
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8. Ergebnisse
8.1 Gewebedifferenzierung
8.1.1 Hamatoxylin-Farbung

Zur histoanatomischen Darstellung des untersuchten Bandscheibengewebes wurden

Hamatoxylin- Kryoschnitte von Bandscheiben aller drei Untersuchungsgruppen

angefertigt und lichtmikroskopisch auf die typischen Strukturen der Bandscheibe hin

analysiert. In den Abbildungen 10a bis 10c sind exemplarisch Bandscheiben aus jeder

der Untersuchungsgruppe abgebildet.

AF

84 NP

Abbildung10a:

Hamatoxylin-Farbung in  20-
facher VergréRerung zur
Darstellung der typischen
Strukturen der Bandscheibe:
Anteile des Nucleus pulposus mit
kollagerner Matrix und typischen
Chondrozyten in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.

Abbildung10b:
Hamatoxylin-Farbung in  20-
facher VergréRerung zur
Darstellung der typischen
Strukturen der Bandscheibe:
Darstellung des Nucleus
pulposus (NP) mit beginnendem
Ubergang zum Anulus fibrosus
(AF) in einer Bandscheibe der
degenerativen Gruppe.
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Abbildung10c:
Hamatoxylin-Farbung in  20-
facher Vergrofierung zur
Darstellung der typische
Strukturen der Bandscheibe:
Darstellung von Strukturen des
Anulus  fibrosus  (AF) mit
Ubergang zum Nucleus pulposus
(NP) bei einer Bandscheiben aus
der Traumagruppe

Die Hamatoxylinfarbungen zeigen in allen Untersuchungsgruppen die typischen
histologischen Strukturen der Bandscheibe mit Anteilen des Nucleus pulposus und
des Anulus fibrosus.

8.1.2 Farbung nach Masson-Goldner

Im Rahmen der Gewebedifferenzierung wurde von jeder entnommenen
Bandscheibe standardisiert eine Ubersichtsfarbung auf Kollagen nach Masson-
Goldner durchgefuhrt. Dabei wurden die Strukturen lichtmikroskopisch beurteilt. In
allen Proben konnte mittels dieser Methode Kollagen nachgewiesen werden. Die

Abbildungen 11a bis 11c zeigen exemplarisch flir alle untersuchten Gruppen den

Nachweis von Kollagen.

Abbildung11a:
Masson- Goldner- Farbung in

20-facher  Vergréflerung  zur
Darstellung  der  kollagenen
Fasern in einer Bandscheibe der

Kontrollgruppe. Dargestellt
werden Anteile des Nucleus
pulposus mit typischen
Chondrozyten.
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Abbildung11b:
Masson- Goldner- Farbung in

20-facher  VergrofRerung  zur
Darstellung  der  kollagenen
Fasern in einer Bandscheibe aus
der degenerativen  Gruppe.
Dargestellt werden Anteile des
Anulus fibrosus mit seiner
typischen  Faserstruktur und
»Fibrozyten ahnlichen® Zellen.

Abbildung 11a:
Masson- Goldner- Farbung in

20-facher  Vergréflerung  zur
Darstellung  der  kollagenen
Fasern in einer Bandscheibe der
Traumgruppe. Dargestellt wird
ein  Anteil der verletzten
Bandscheibe, der traumatisch
zerstort war. Die Faserstruktur
zeigt sich ungerichtet, kollagene
Anteile sind jedoch in dieser
Farbung nachweisbar

8.1.3 Immunhistochemische Farbung auf Kollagen-l und
Kollagen-ll

Zum detaillierteren Nachweis spezifischer Kollagene erfolgte die
immunhistochemische Farbung aller Proben auf Kollagen-l und Kollagen-Il als
typischen und dominierenden Bestandteilen der extrazellularen Matrix der
Bandscheibe. Hier konnte in allen Proben regelmaRig sowohl Kollagen-l als
dominierendes Kollagen des Anulus fibrosus als auch Kollagen-II als dominierendes
Kollagen des Nucleus pulposus nachgewiesen werden. Die Abbildungen 12a bis 12¢
zeigen exemplarisch den Nachweis von Kollagen-l in den drei untersuchten
Gruppen, wahrend in den Abbildungen 13a bis 13c exemplarisch der Nachweis von

Kollagen-Il in allen untersuchten Gruppen gezeigt wird.
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Abbildung 12a:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréerung zum
Nachweis von Kollagen-I in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Dargestellt werden Anteile des
Anulus  fibrosus mit einem
Anschnitt der Ubergangszone
zum Nucleus pulposus.

Abbildung 12b:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréflerung zum
Nachweis von Kollagen-I in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Gezeigt werden Anteile
des in dieser Gruppe relativ
zellarmen  Nucleus pulposus
gezeigt.

Abbildung 12c:
Immunhistochemische Farbung

20-facher VergroRerung zum
Nachweis von Kollagen-I in einer
Bandscheibe der Traumagruppe.
Gezeigt wird eine Ubergangzone
zwischen dem Nucleus pulposus
(NP) und dem Anulus fibrosus
(AF).

Die immunhistochemischen Farbungen auf Kollagen-I zeigen in allen untersuchten

Bandscheibenpraparaten der drei Gruppen konsistent die Prasenz Kollagen-I.
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Abbildung 13a:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréflerung zum
Nachweis von Kollagen-Il in
einer Bandscheibe der
Kontrollgruppe. Es zeigt sich
besonders viel Kollagen- Il in der
Umgebung der Zellen.

Abbildung 13b:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréflerung zum
Nachweis von Kollagen-Il in
einer Bandscheibe der
degenerativen  Gruppe. Der
Schnitt zeigt den Ubergang
zwischen dem Anulus fibrosus
(AF) und dem Nucleus pulposus
(NP).

Abbildung 13c:
Immunhistochemische Farbung
in 20-facher VergrofRerung zum
Nachweis von Kollagen-Il in
einer Bandscheibe aus der
Traumagruppe. Gezeigt wird ein
traumatisch zerstorter Anteil des
Anulus  fibrosus mit einer
teilweisen Aufhebung der
Strukturierung der Faserrichtung,
der Kollagen-lI-Gehalt  bleibt
nachweisbar.

Die immunhistochemischen Farbungen auf Kollagen-Il zeigen in allen untersuchten

Bandscheibenpraparaten der drei Gruppen konsistent die Prasenz Kollagen-ll.
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8.2 Posttraumatische Entziindungsreaktion

8.2.1 Entziindungszellen

Zur Analyse der posttraumatischen Entzindungsreaktion wurden verschiedene
Entzindungszellen immunhistochemisch unter Verwendung der in der Tabelle 6
aufgefiihrten  spezifischen Antikérper auf Paraffinschnitten gefarbt und
lichtmikroskopisch analysiert. Dazu gehdéren CD3 positive T-Lymphozyten,
zytotoxische Perforin- positive T- Lymphozyten, neutrophile Granulozyten (CD66)
mit Chlorazetatesterase als Marker und Makrophagen (CD68 mit PG-M1 als Marker
und CD163 mit Ber-Mac3 als Marker). In den Abbildungen 14a bis 19¢ werden jeweils
exemplarisch Beispiele aus jeder der Gruppen gezeigt, die den in den
verschiedenen  Untersuchungsgruppen durchgangig erhobenen Befunden

entsprechen.

CD3-positive T- Lymphozyten:

Abbildung 14a:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergréflerung zum
Nachweis von CD3- positiven T-
Lymphozyten in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lassen sich in der
Kontrollgruppe keine CD3-
positiven Lymphozyten
nachweisen.
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A f’ A Immunhistochemische  Farbung
o in 40-facher Vergré3erung zum
P Nachweis von CD3- positiven T-
Lymphozyten in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lassen sich in der
degenerativen Gruppe keine bis
einige vereinzelte CD3- positive
Lymphozyten, diese in Spalten
b des Gewebes, nachweisen.

A tr ’ Abbildung 14b:
) =

Abbildung 14c:
< Immunhistochemische Farbung

" bl o in 40-facher Vergréflerung zum

5 P Nachweis von CD3- positiven T-
Lymphozyten in einer
- Bandscheibe der Traumagruppe.
P Es lassen sich in der
Traumagruppe regelmassig
CD3- positive Lymphozyten
nachweisen, diese jedoch auch
.~ nur in geringer Zahl.

Perforin- positive zytotoxische T- Lymphozyten:

Abbildung 15a:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis von Perforin- positiven
zytotoxischen T- Lymphozyten in
einer Bandscheibe der
Kontrollgruppe. Es lassen sich in
der Kontrollgruppe keine
el Perforin- positiven zytotoxischen
Lymphozyten nachweisen.
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Abbildung 15b:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergréflerung zum
Nachweis von Perforin- positiven
positiven zytotoxischen T-
Lymphozyten in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lassen sich hier
vereinzelt  Perforin-  positive
zytotoxische Lymphozyten
nachweisen.

Abbildung 15c¢:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergréerung zum
Nachweis von Perforin- positiven
zytotoxischen T- Lymphozyten in
einer Bandscheibe der
Traumagruppe. Es lassen sich in
dieser Gruppe Perforin- positive
zytotoxische Lymphozyten (Pfeil)
nachweisen.

Die immunhistochemische Farbung auf CD3- positive T- Lymphozyten zeigt, dass in
der Kontrollgruppe keine migrierenden Lymphozyten nachweisbar sind. In der
degenerativen Gruppe lassen sich diese Zellen nicht oder nur vereinzelt, dann in
Gewebedefekten, nachweisen. In der Traumagruppe sind die CD3- positiven T-

Lymphozyten regelhaft, jedoch in geringer Anzahl, nachweisbar.

Die immunhistochemische Farbung auf Perforin- positive zytotoxische Lymphozyten
zeigt, dass in der Kontrollgruppe keine Lymphozyten dieser Gruppe nachweisbar
sind, wahrend dieser Zelltyp in der degenerativen Gruppe vereinzelt und in der
Traumagruppe regelhaft nachweisbar ist, wobei diese Zellen in den beiden
letztgenannten Gruppen in Gewebespalten lokalisiert sind.
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Neutrophile Granulozyten:
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Abbildung 16a:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis  von  neutrophilen
Granulozyten in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lassen sich in dieser Gruppe
keine oder vereinzelte
neutrophile Granulozyten (Pfeil)
nachweisen.

Abbildung 16b:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis von  neutrophilen
Granulozyten in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lassen sich
neutrophile Granulozyten (Pfeil)
in dieser Gruppe nachweisen.

Abbildung 16¢1:
Immunhistochemische Farbung
in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis von  neutrophilen
Granulozyten in einer
Bandscheibe der Traumagruppe.
Es lassen sich reichlich
neutrophile Granulozyten (Pfeile)
in traumabedingten Defekten der
Bandscheibe nachweisen.
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Abbildung 16c2:

™ Y
v /{‘ A : Immunhistochemische  Farbung
: ) __'y\ A s\ in 40-facher VergroRerung zum
2" Nachweis von  neutrophilen
k. ! R ; : Granulozyten in einer
: Bandscheibe der Traumagruppe
p oA : Es lassen sich neutrophile
B ; s Granulozyten (Pfeile) sowohl in
Ry~ 7 - < traumabedingten Defekten der
v : R Bandscheibe (siehe Abb. 15c1)
e ' als auch in geringerer Anzahl, im

c2 ? : . s - Gewebe selbst nachweisen.

"
o~

Die immunhistochemische Farbung auf CD66 positive neutrophile Granulozyten
zeigt, dass in der Kontrollgruppe keine bis vereinzelte Zellen nachweisbar sind,
wahrend dieser Zelltyp in der degenerativen Gruppe vereinzelt, aber konsistent und
in der Traumagruppe regelhaft nachweisbar ist. Diese Zellen lassen sich vor allem in

Gewebespalten, in der Traumagruppe jedoch auch im Gewebe selber nachweisen.

Makrophagen (CDG68):

Abbildung 17a:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher VergréRerung zum
Nachweis von CD68 positiven
Makrophagen in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lassen sich in dieser Gruppe
kein Makrophagen nachweisen.
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Makrophagen (CD163):

Abbildung 17b:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis von CDG68 positiven
Makrophagen in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lassen sich in dieser
Gruppe vereinzelt Makrophagen
nachweisen.

Abbildung 17c¢:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher VergroRerung zum
Nachweis von CD68 positiven
Makrophagen in einer
Bandscheibe der Traumagruppe.
Es lassen sich in dieser Gruppe
regelhaft in allen Schnitten
Makrophagen nachweisen.

Abbildung 18a:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher VergroRerung zum
Nachweis von CD163 positiven
Makrophagen in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lassen sich in dieser Gruppe
keine CD163 positiven
Makrophagen nachweisen.
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Abbildung 18b:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher Vergré3erung zum
Nachweis von CD163 positiven
Makrophagen in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lassen sich in dieser
Gruppe CD163 positive
Makrophagen nachweisen.

Abbildung 18c:
Immunhistochemische Farbung

in 40-facher VergréRerung von
CD163 positiven Makrophagen
in einer Bandscheibe der
Traumagruppe. Es lassen sich in
dieser  Gruppe regelmassig
CD163 positive Makrophagen

nachweisen.

Die immunhistochemische Farbung auf CD68 positive Makrophagen, bei denen die
Farbung unter Nutzung des Markers PGM-1 erfolgte, zeigt, dass in der
Kontrollgruppe keine Zellen nachweisbar sind, wahrend dieser Zelltyp in der
degenerativen Gruppe vereinzelt und in der Traumagruppe regelhaft nachweisbar
ist.

Die immunhistochemische Farbung auf CD163 positive Makrophagen, bei denen die
Farbung unter Nutzung des Markers Ber-Mac3 erfolgte, zeigt, dass in der
Kontrollgruppe keine Zellen nachweisbar sind, wahrend dieser Zelltyp in der
degenerativen Gruppe vereinzelt und in der Traumagruppe regelhaft nachweisbar

ist.

80



Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

8.2.2 Komplementaktivierung

Die gewebestandigen Komplementfaktoren C3c (als stabiles C3- Fragment) und
C5b wurden immunhistochemisch auf Kryoschnitten gefarbt. Weiterhin erfolgte die
immunhistochemische Farbung aller Proben auf den MAC/C5b-9 als einem
Endprodukt der Komplementkaskade. Die Abbildungen 19a-c zeigen exemplarisch
die Anfarbung auf C3c in Schnitten aus den zu vergleichenden Gruppen. Die
Abbildungen 20a-c zeigen exemplarisch die Anfarbung auf C5b in Schnitten aus den
zu vergleichenden Gruppen. Die Abbildungen 21a-c zeigen in gleicher Form
Farbungen auf den MAC/C5b-9.

Komplementfaktor C3c

Abbildung 19a:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher VergroRerung zum
Nachweis von C3c in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lasst sich in dieser Gruppe
kein C3c nachweisen.

s R i\ \ Abbildung 19b:
~ TN Immunhistochemische Farbung
o SRl in 20-facher VergréRerung zum
. ;i%*f.’,&___, - N Nachweis von C3c in einer
% "‘Q’ Bandscheibe der degenerativen
R . Gruppe. Es lasst sich in dieser
S i . 5 Gruppe C3c, besonders in der
\ : W o - Nahe infiltrierender  Zellen
s N Nl \JER - O (intensivere Braunfarbung, Pfeil),
N\ N T ET S nachweisen.
b W
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Abbildung 19c:

Immunhistochemische Farbung
in 20-facher VergroRerung zum
Nachweis von C3c in einer
Bandscheibe der Traumagruppe.
Es lasst sich in dieser Gruppe

eine regelhaft intensive
Deposition  (Pfeil, intensivere
Braunféarbung) von C3c nach-
weisen.

Die immunhistochemischen Farbungen auf den gewebestandigen Mediator der
Komplementkaskade C3c als stabilem C3- Fragment zeigen, dass in der
Kontrollgruppe keine Deposition von C3c nachweisbar ist. In der degenerativen
Gruppe lasst sich C3c inkonsistent nachweisen, wahrend sich C3c in der

Traumagruppe regelhaft intensiv nachweisen lasst.

Komplementfaktor C5b

‘ \

4

3 Abbildung 20a:

¢ Immunhistochemische Farbung
in 20-facher VergréRerung zum
Nachweis von C5b in einer
Bandscheibe der Kontrollgruppe.
Es lasst sich in dieser Gruppe
kein C5b nachweisen.

a
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Abbildung 20b:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher VergréRerung zum
Nachweis von C5b in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lasst sich durch die
Braunfarbung in dieser Gruppe
C5b, haufig in der Umgebung
infiltrierender ~ Zellen (Pfeil)
nachweisen.

Abbildung 20c¢:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréflerung zum
Nachweis von C5b in einer
Bandscheibe der Traumagruppe.
Es lasst sich durch die intensive
Braunfarbung in dieser Gruppe,
haufig in der Nahe infiltrierender
Zellen, regelhaft der Faktor C5b
nachweisen.

Die immunhistochemischen Farbungen auf den gewebestandigen Mediator C5b der
Komplementkaskade zeigen, dass in der Kontroligruppe keine Deposition von C5b
nachweisbar ist. In der degenerativen Gruppe lasst sich C5b besonders in der
Umgebung infiltrierender Zellen nachweisen. In der Traumagruppe lasst sich C5b

regelhaft intensiv nachweisen.
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Membrane attack complex MAC/C5b-9:

Abbildung 21a:
Immunhistochemische Farbung

in 20-facher Vergréflerung zum
Nachweis von MAC/C5b-9 in
einer Bandscheibe der
Kontrollgruppe. Es lasst sich in
dieser Gruppe kein MAC/C5b-9
nachweisen.

Abbildung 21b1 und 21b2
21b1 Immunhistochemische

Farbung in 20-facher
VergrofRerung zum Nachweis
von MAC/C5b-9 in einer
Bandscheibe der degenerativen
Gruppe. Es lasst sich in dieser
Gruppe der MAC/C5b-9 (Pfeil)
nachweisen.

21b2: Es wird eine Ausschnitts-
VergrofRerung des in Abbildung
20b1 markierten Bereiches mit
der MAC/C5b-9-Deposition
gezeigt
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Abbildung 21¢c1 und 21c2:
21c1: Immunhistochemische
Farbung in 20-facher
VergroRerung zum Nachweis
von MAC/C5b-9 in einer
Bandscheibe der  Trauma-
Gruppe. Es lasst sich in dieser
Gruppe regelmaRig MAC/C5b-9
(Pfeil) nachweisen.

21c2: Es wird eine Ausschnitts-
VergroRerung des in Abbildung
20c1 markierten Bereiches mit
der MAC/C5b-9- Deposition
gezeigt.

Die immunhistochemischen Farbungen auf den MAC/C5b-9 als Enprodukt der

Komplementkaskade zeigen, dass in der Kontrollgruppe keine Deposition von
MAC/C5b-9 nachweisbar ist. In der degenerativen Gruppe lasst sich der MAC/C5b

vereinzelt, vor allem in der Umgebung infiltrierender Zellen nachweisen. In der

Traumagruppe lasst sich der MAC/C5b-9 regelhaft nachweisen.
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8.3 Apoptose in traumatisierten Bandscheiben

8.3.1 Nachweis apoptotischer Zellen

Zum Nachweis apoptotischer Zellen wurden alle Proben der drei
Untersuchungsgruppen mittels der TUNEL-Farbung untersucht, dazu wurden
Kryoschnitte verwendet. In allen so untersuchten Schnitten wurde eine DAPI-
Farbung als Gegenfarbung zur Darstellung aller, sowohl der lebenden als auch der
abgestorbenen Zellkerne durchgefihrt. In einem nachsten Schritt wurden HE-
Paraffinschnitte aller drei Untersuchungsgruppen angefertigt, um morphologisch
apoptotische intradiskale Zellen darzustellen. Die Abbildungen 22a bis 24c zeigen
exemplarisch die Farbungen fir je eine Probe der verschiedenen

Untersuchungsgruppen.

TUNEL-, DAPI-Gegenfdarbung und HE- Farbungq Kontrollgruppe

Abbildung 22a:
TUNEL- Farbung in 20facher

VergroRerung einer Bandscheibe
aus der Kontrollgruppe: Es
lassen sich keine apoptotischen
Zellen darstellen.
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Abbildung 22b:
DAPI- Kernfarbung in 20facher
VergroRerung einer Bandscheibe

aus der Kontrollgruppe: Es
lassen sich Zellkerne
nachweisen.
L]
= nb:"-f
= Abbildung 22c:
_ HE- Farbung einer Bandscheibe
aus der Kontrollgruppe in 100-
facher VergroRerung. Es lassen
- sich morphologisch keine
Anzeichen far Apoptose
Cc nachweisen.

TUNEL- , DAPI-Gegenfarbung und HE- Farbung degenerative Gruppe

Abbildung 23a:
TUNEL- Farbung in 20facher
Vergroferung einer Bandscheibe
aus der degenerativen Gruppe:
Es lassen sich apoptotische
Zellen darstellen.
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Abbildung 23b:

DAPI- Kernfarbung in 20facher
Vergroferung einer Bandscheibe
aus der degenerativen Gruppe:
Es lassen sich eine Reihe von
Zellkernen nachweisen.

g, - -
J .
5 3 \
. ‘ .\
f. - é \
-
- Y Abbildung 23c:
HE- Farbung einer Bandscheibe
aus der degenerative Gruppe in
100-facher Vergroflerung. Es
lassen sich morphologisch nur
. vereinzelt Anzeichen (Pfeil) far
c . Apoptose nachweisen.

TUNEL-, DAPI-Gegenfdarbunqg und HE- Farbung Traumagruppe

Abbildung 24a:

TUNEL- Farbung in 20facher
Vergroflerung einer Bandscheibe
aus der Traumagruppe: Es
lassen sich reichlich
apoptotische Zellen darstellen.
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Abbildung 24b:
DAPI- Kernfarbung in 20facher

VergroRerung einer Bandscheibe
aus der Traumagruppe: Es
lassen sich eine grofe Anzahl
von Zellkernen nachweisen.

s i R T, R T S Abbildung 24c:

X : , Sy 7 1 HE- Farbung einer Bandscheibe
AN O aus der Traumagruppe in 100-
oh ;j'_-"j facher VergroRerung. Es lassen
| 2R : h % b sich morphologisch deutliche
'y - T N ',E’ Anzeichen fur Apoptose
R . ) TN "l nachweisen: es zeigen sich
My ' a ' g7 <ifon _ apoptotische Chondrozyten mit
LY 4 d o g einer fehlenden Anfarbbarkeit

i ARBPy # 7' 7 der Kerne und Eosinophilie

In der Kontrollgruppe zeigt die DAPI- Gegenfarbung Zellkerne. Es lassen sich in der
TUNEL-Farbung jedoch keine apoptotischen Zellen nachweisen. Ebenso zeigt die
AusschnittsvergroRerung einer HE- Ubersichtsfarbung keine morphologischen
Hinweise auf Apoptose. Somit lasst sich in dieser Gruppe Apoptose ausschliessen.
In der degenerativen Gruppe zeigen sich in der TUNEL-Farbung apoptotische Zellen
bei einer in der DAPI- Farbung hohen Zelldichte, aber in der HE- Farbung nur sehr
vereinzelt ortstandige apoptotische Zellen. Es findet also Apoptose statt, welche
zum einen Teil in intradiskalen, zum anderen Teil offensichtlich in migrierenden
Zellen stattzufinden scheint. In der Traumgruppe zeigt sich bei einer hohen
Zelldichte in der DAPI-Farbung eine hohe Apoptoserate in der TUNEL-Farbung. Hier
kann die Apoptose migrierender Zellen ebenfalls nicht ausgeschlossen werden. Die
HE- Farbungen belegen jedoch in den Trauma- Bandscheiben konsistent die

Apoptose ortstandiger intradiskaler Zellen.
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8.3.2 Analyse der Caspase 3/7, Caspase 8 und Caspase 9
Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitdt der Caspase 3/7 als zentralen Caspasen der

Apoptosekaskade erfolgte flourometrisch. Dabei wurde die Aktivitat der Caspase 3/7
zwischen den drei Untersuchungsgruppen verglichen. Der Durchschnittswert in der
Kontrollgruppe betragt 560,0 RLU (SE:91,57952828, SD:204,7780506), der
Durchschnittswert in der Traumagruppe betragt 3119,90625 RLU (SE:404,8857176,
SD:1619,54287) und der Durchschnittswert der degenerativen Gruppe 5840 RLU
(SE:854,0892225, SD:1909,80156) (Diagramm 8). Die Vergleiche zwischen der
Traumagruppe und der Kontrollgruppe und zwischen der degenerativen Gruppe und

der Kontrollgruppe zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

8000 -
Caspase-3/7
3 T+
L 6000 -
c
o)
©
2
&’ 4000 - *
N~
?
[}]
g Kontrolle
o 2000 -
:
(&]
- Degenerativ
0 T T 1

Diagramm 8: Vergleich der Caspase 3/7 Aktivitdt (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Die Aktivitat in der Traumagruppe und in der degenerativen Gruppe ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhoht (p< 0,05). Der Unterschied zwischen der

Traumagruppe und der degenerativen Gruppe ist ebenfalls signifikant (p< 0.05).
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Die Bestimmung der Aktivitat der Caspase 8 als Bestandteil des extrinsischen
Aktivierungsweges und der Caspase 9 als Bestandteil des intrinsischen
Aktivierungsweges der Apoptosekaskade erfolgte flourometrisch. Dabei wurden die
Aktivitat der Caspase 8 und der Caspase 9 zwischen den verschiedenen
Untersuchungsgruppen verglichen.

Der Durchschnittswert fur Caspase 8 betragt in der Kontrollgruppe 40 RLU (SE:20,
SD:28,28427), in der Traumagruppe 460,65789 RLU (SE:53,77196178, SD:234,39526) und
in der degenerativen Gruppe 327 RLU (SE:53,01179114, SD:91,81911)) (Diagramm 9).
Die Vergleiche zwischen der Traumagruppe und der Kontrollgruppe und zwischen
der degenerativen Gruppe und der Kontrollgruppe zeigen signifikante Unterschiede
(p<0.05).

Der Durchschnittswert fir Caspase 9 betragt in der Kontrollgruppe 186 RLU
(SE:125,5, SD:177,483802) in der Traumagruppe 1726,55882 RLU (SE:220,9288833,
SDD:910,91312) und in der degenerativen Gruppe 1204 RLU (SE:187,3609484,
SD:374,7218969) (Diagramm 10). Die Vergleiche zwischen der Traumagruppe und der
Kontrollgruppe und zwischen der degenerativen Gruppe und der Kontrollgruppe

zeigen signifikante Unterschiede (p<0.05).

Caspase 8

800 1 P

§ 600 -
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Diagramm__9: Vergleich der Caspase 8 Aktivitdt (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Die Aktivitat in der Traumagruppe und in der degenerativen Gruppe ist im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (p<0.05). Der Unterschied zwischen der degenerativen
Gruppe und der Traumagruppe ist nicht signifikant.
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Diagramm__10: Vergleich der Caspase 9 Aktivitat (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Die Aktivitat ist sowohl in der Traumagruppe als auch in der degenerativen
Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (p< 0.05). Der Unterschied zwischen der

degenerativen Gruppe und der Traumagruppe ist nicht signifikant.
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8.3.3 Genexpression von pro- apoptotischen Mediatoren

Die Expression von pro- apoptotischen Komponenten des extrinsischen und des
intrinsischen Weges der Apoptoseaktivierung wurde in allen enthommenen Proben
aller Untersuchungsgruppen mittels Bestimmung der mRNA analysiert. Dazu

wurden die Expression des TNF- Rezeptors1 und des Fas- Rezeptors sowie ihrer

Liganden TNFa und FasL gemessen. Die Expression des pro- apoptotischen Bax

und des anti- apoptotischen Bcl-2 als Vermittler der intrinsischen

Apoptoseaktivierung wurde in allen drei Gruppen ebenfalls vergleichend gemessen.
Die Messung der Expression erfolgte mittels des relativen Expressionsniveaus
Jrelative expression level” (REL) im Vergleich zum R-Aktin housekeeping Gen als

Referenz.

TNF- Rezeptor1:

Die Resultate der Messungen fur den TNF-Rezeptor1 sind in Diagramm 11
dargestellt.

0.003 - TNF Rezeptor1 [

0.002 - [

0.001 - Kontrolle

Trauma

TNFR | mRNA Expression (REL)

Degenerativ

0.000 . .

Diagramm 11: Vergleich der Expression des TNF-Rezeptors1 (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Die Expression ist in der Traumagruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
moderat erhdht. Der Unterschied zwischen der degenerativen Gruppe und der Traumagruppe ist

nicht signifikant, ebenso nicht zwischen der degenerativen Gruppe und der Kontrollgruppe.

93



Christoph-E. Heyde Inflammation und Apoptose der Bandscheibe

Der Durchschnittswert fur den TNF-Rezeptor1 betragt in der Kontrollgruppe
0,00165531 REL (SE:0,00047981, SD:0,00083105), in der Traumagruppe 0,002246081
REL (SE:0,00020014, SD:0,00084914) und in der degenerativen Gruppe 0,0024626 REL
(SE:0,0005264, SD:0,0010526).

Der Vergleich zwischen den Gruppen zeigt keine signifikanten Unterschiede.

TNFa:

Die Resultate der Messungen fur TNFa sind in Diagramm 12 dargestellt.

TNF a

0.004 -
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Diagramm__12: Vergleich der Expression von TNFa (Mittelwert+SD) zwischen den drei

Untersuchungsgruppen. Die Expression ist in der Traumagruppe im Vergleich zu den beiden anderen

Gruppen signifikant erhéht (p<0.05).

Der Durchschnittswert fur den TNFa betragt in der Kontrollgruppe 0,0004736 REL
(SE:6,2105E-05, SD:0,00010757), in der Traumagruppe 0,000265376 REL (SE:0,00062502,
SD:0,00139759) und in der degenerativen Gruppe 0,00059615 REL (SE:9,7085E-05,
SD:0,00016816). Der TNFa-Wert in der Traumagruppe ist signifikant erhdht (p<0.05).
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Fas-Rezeptor:

Die Resultate der Messungen fur den Fas-Rezeptor sind in Diagramm 13 dargestellt.

Fas- Rezeptor
0,0030 -

0,0025 - *
0,0020 -

0,0015 -

-I Kontrolle

Trauma

0,0010 -

Deaenerativ

FasR mRNA Expression (REL)

0,0005 -

0,0000

Diagramm_13: Vergleich der Expression des Fas- Rezeptors (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Die Expression ist in der Traumagruppe und in der degenerativen Gruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht (p< 0.05).

Der Durchschnittswert fur den Fas-Rezeptor betragt in der Kontrollgruppe
0,00023035 REL (SE:0,00022359, SD:0,0003162), in der Traumagruppe 0,00238615
REL (SE:0,00043333, SD:0,00122565) und in der degenerativen Gruppe 0,00126312
REL (SE:0,00014994, SD:0,0002597).

Die Vergleiche zwischen der Traumagruppe und der Kontrollgruppe und zwischen
der degenerativen Gruppe und der Kontrollgruppe zeigen signifikante Unterschiede
(p<0.05).
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Fas-L:

Die Resultate der Messungen fur Fas-L sind in Diagramm 14 dargestellt.
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Diagramm 14: Vergleich der Expression des Fas- Liganden (Mittelwert+SD) zwischen den drei
Untersuchungsgruppen. Zwischen der Traumagruppe und der degenerativen Gruppe zeigen sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. Der Unterschied zwischen der

Traumagruppe und der degenerativen Gruppe ist signifikant (p<0.05).

Der Durchschnittswert fur den Fas-Liganden betragt in der Kontrollgruppe
0,00011573 REL (SE:6,2078E-05, SD:0,0001075), in der Traumagruppe 7,6258E-05 REL
(SE:1,3395E-05, SD:4,6403E-05) und in der degenerativen Gruppe 0,00023896 REL
(SE:0,00015163, SD:0,00026263).

Bezuglich der Traumagruppe und der degenerativen Gruppe zeigen sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede. Der Unterschied

zwischen der Traumagruppe und der degenerativen Gruppe ist signifikant (p<0.05).
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Bax:

Die Resultate der Messungen fur den pro-apoptotischen Mediator Bax sind in

Diagramm 15 dargestellt.
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Diagramm 15: Vergleich der Expression des pro- apoptotischen Bax (Mittelwert+SD) zwischen den
drei Untersuchungsgruppen. Die Expression zeigt in allen drei Gruppen keine signifikanten

Unterschiede.

Der Durchschnittswert flir den pro- apoptotischen Mediator Bax betragt in der
Kontrollgruppe 0,00074707 REL (SE:0,00018226, SD:0,00036453), in der Traumagruppe
0,00082809 REL (SE:0,00013662, SD:0,00043202) und in der degenerativen Gruppe
0,00092057 REL (SE:0,00011581, SD:0,00028368).

Zwischen den einzelnen Gruppen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede.
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Bcl-2:

Die Resultate der Messungen fur den anti-apoptotischen Mediator BCL-2 sind in

Diagramm 16 dargestellt.

Bcl- 2
0,006 -

0,005 -~ -|' -‘V

0,004 -

0,003 - * Kontrolle

Trauma
0,002 -

Degenerativ

0,001 -

Bcl-2 mRNA Expression (REL)

0,000

Diagramm 16: Vergleich der Expression des anti- apoptotischen Bcl-2 (Mittelwert+SD) zwischen den
drei Untersuchungsgruppen. Die Expression zeigt sich in der Traumagruppe im Vergleich zur
Kontroll- und degenerativen Gruppe signifikant erniedrigt (p<0.05).

Der Durchschnittswert fur den anit- apoptotischen Mediators Bcl-2 betragt in der
Kontrollgruppe 0,00396837 REL (SE:0,00071633, SD:0,00143267), in der Traumagruppe
0,00200358 REL (SE:0,0002855, SD:0,00075537) und in der degenerativen Gruppe
0,00425761 REL (SE:0,00108768, SD:0,00108768).

Es zeigte sich eine signifikante Herabregulation in der Traumagruppe im Vergleich

zur Kontroll- und zur degenerativen Gruppe (p<0.05).
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8.34 Immunhistochemische Farbung apoptoserelevanter Proteine

BCL-2:

Das anti-apoptoischen Bcl-2 als Mediator der intrinsischen Apoptosekaskade wurde
immunhistochemisch auf Paraffinschnitten mittels des spezifischen Antikorpers
gefarbt und nachfolgend exemplarisch fur alle drei Untersuchungsgruppen in den

Abbildungen 25a bis 25¢ gezeigt.

Abbildung 25a:
A Immunhistochemische Farbung

einer Bandscheibe aus der

" Kontrollgruppe in  40-facher
s . VergréRerung auf Bcl-2. Es lasst
sich eine konstante Bcl-2-
a Expression in den Chondrozyten
nachweisen.

J Abbildung 25b1:

. ' K Immunhistochemische Farbung
= . einer Bandscheibe aus der
o S & . degenerativen Gruppe in 40-
’ , facher VergroRerung auf Bcl-2.
v, Es lasst sich eine Bcl-2-
ot g Expression konstant in den

X Chondrozyten nachweisen.
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Abbildung 25b2:
Immunhistochemische Farbung
¥ einer Bandscheibe auf Bcl-2aus
der degenerativen Gruppe in 100

facher AusschnittsvergroRerung.
‘ Es kann hier exemplarisch
deutlich die intrazellulare
Anfarbung des anti-
apoptotischen  Bcl-2 gezeigt
werden.

o?

"

b2

Abbildung 25c:
Immunhistochemische Farbung

einer Bandscheibe aus der
Traumagruppe in  40-facher
- VergréfRerung auf Bcl-2. Es Iasst
sich keine Bcl-2- Expression
nachweisen. Die morphologische
Interpretation  zeigt  deutlich
abgestorbene Chondrozyten.

Die Abbildungen 25a bis 25c zeigen, dass sowohl in der Kontroll- als auch in der
degenerativen Gruppe das anti-apoptotische Bcl-2 als Regulator des intrinsischen
Aktivierungsweges der Apoptosekaskade immunhistochemisch intrazellular
nachweisbar ist, wahrend in der Traumagruppe dieser anti-apoptotische Mediator
nicht nachzuweisen ist. Morphologisch zeigen sich in der Gruppe der traumatisch
geschadigten Bandscheiben eindeutig untergehende bzw. abgestorbene
Chondrozyten (Abb. 26c).
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Fas-Rezeptor:

Es erfolgte eine immunhistochemische Farbung auf den Fas-Rezeptor als

Bestandteil des Aktivierungsweges der rezeptorvermittelten Apoptosekaskade mittels

spezifischer Antikorper auf Paraffinschnitten. Nachfolgend werden exemplarisch

Beispiele flr die drei Untersuchungsgruppen in den Abbildungen 26a bis 26¢c gezeigt.

Abbildung 26a:
Immunhistochemische Farbung
einer Bandscheibe aus der
Kontrollgruppe in  40-facher
VergroRerung auf den Fas-
Rezeptor. Es lasst  sich
regelmalig eine Expression
nachweisen.

Abbildung 26b:
Immunhistochemische Farbung

einer Bandscheibe aus der
degenerativen Gruppe in 40-
facher VergrélRerung auf den
Fas- Rezeptor. Es lasst sich
konstant eine Expression
nachweisen
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Abbildung 26c¢:
Immunhistochemische Farbung

einer Bandscheibe aus der
Trauma Gruppe in 40-facher
Vergrofkerung auf den Fas-
Rezeptor. Es lasst sich im
Gewebe selber keine Anfarbung
nachweisen, wahrend in den
infiltrierenden  Zellen in den
Gewebspalten Fas-R anfarbbar
ist.

Die Abbildungen 26a bis 26¢ zeigen, dass sowohl sowohl in den Bandscheiben der

gesunden Kontrollgruppe als auch in degenerativ veranderten Bandscheiben der

Fas- Rezeptor immunhistochemisch nachweisbar ist. Im Gegensatz dazu lasst sich

der Fas- Rezeptor im Gewebe der traumatisch geschadigten Bandscheiben nicht

nachweisen. Es zeigen sich in dieser Gruppe jedoch Signale, die sich Zellen in den

Gewebespalten zuordnen lassen. In dieser Gruppe lasst sich der Fas- Rezeptor

somit nicht im eigentlichen Bandscheibengewebe, sondern nur in eingewanderten

Zellen in den am ehesten traumatisch bedingten Gewebespalten nachweisen.
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0. Diskussion

Sowohl bei konservativ als auch bei operativ behandelten Frakturen der
thorakolumbalen Wirbelsaule kommt es im Langzeitverlauf nicht selten zu einem
Korrekturverlust [52,167,170,171,185,193,194]. Dieser ist nach konservativer Therapie
hdher als nach operativer Therapie und nach operativer Versorgung abhangig von
der Art der gewahlten Vorgehensweise [58,169,182]. Der Korrekturverlust findet in bis
zu zwei Dritteln des Gesamtkorrekturverlustes in den angrenzenden Bandscheiben
statt [52,185,193]. Fuhrt der Korrekturverlust zu einer konsekutiven Kyphosierung von
mehr als 20°, kann dies zu einer Reihe von Langzeitproblemen mit teilweise
erheblichen Auswirkungen auf den Patienten und seine Leistungs- und
Arbeitsfahigkeit fUhren [59,103,141,167,204,206,216]. Durch die in der Regel kurzbogige
Kyphose kommt es zu einer Verlagerung der Korperschwerpunktlinie nach vorn [26],
diese fuhrt zu einer kompensatorischen Beckenkippung [194], und es kommt zu einer
unphysiologischen Uberbelastung der dorsalen Weichteilstrukturen [206]. Haufig
kommt es zu einer kompensatorischen Hyperlordose der LWS [151] und es bilden
sich dadurch und durch die angrenzende Kyphose Inkongruenzen der
angrenzenden Wirbelgelenke mit konsekutiver Arthrose [192]. Eine verfrihte
Degeneration der angrenzenden Bandscheiben mit den bekannten, sich in der
Folgezeit ausbildenden Degenerationen im gesamten Bewegungssegment, sind
eine Folge der initialen Veranderungen und konnen diese im weiteren Verlauf

zusatzlich verstarken [216].

Viele Autoren machen posttraumatische Veranderungen in der Bandscheibe selbst
als Ursache fur die verfrihte Degeneration verantwortlich. Diskutiert wird eine
direkte oder indirekte Schadigung der Bandscheibe durch das zu Grunde liegende
Trauma [44,51,79,132,187]. Aus einer, wenn auch geringen Anzahl von Publikationen
mit sowohl tierexperimentellen, als auch humanen Studien ist bekannt, dass
immunologische Veranderungen fur die degenerativ verursachten Veranderungen
der Bandscheibe eine wichtige Rolle spielen [106,150,211]. Aus ersten

tierexperimentellen Traumamodellen konnte Anhaltspunkte flir eine Rolle der
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posttraumatisch nachweisbaren inflammatorischen Reaktion fur resultierende

intradiskale Veranderungen abgeleitet werden [95,96].

Bei der hinsichtlich des posttraumatischen Korrekturverlustes in den Focus des
Interesses gertickten Bandscheibe handelt es sich um ein viskoelastisches System
[55], dessen Funktion auf molekularer Ebene an die strukturelle Integritat der
extrazellularen Matrix, die regelrechte Funktion der intradiskalen Zellen, das
physiologische Gleichgewicht der verschiedenen Matrixproteine und dem davon
abhangigem Wassergehalt gebunden ist [12]. Veranderungen dieser Homoostase
fuhren zu einem beschleunigten Alterungsprozess mit konsekutiver Degeneration.
Dabei spielen sowohl genetische [11,101,105,178,209] als auch mechanische [4,5,6]
und biochemischen Veranderungen [32,67], die sich wiederum gegenseitig
beeinflussen kdnnen, eine Rolle.

Es konnte gezeigt werden, dass unphysiologische und uber das normale Mafl}
hinausgehende Belastungen einer der Hauptgrinde fur die Degeneration der
Bandscheibe und damit flr die sekundaren degenerativen Prozesse im gesamten
Bewegungssegment nach Junghans sind [6]. Hier konnten unter anderem eine
Reduktion der Zellzahl, eine Verminderung der Syntheserate von Kollagen Typ-ll,
eine Reduktion der Proteoglykansynthese und eine Anstieg Matrix degradierender
Enzyme wie verschiedener MMP's gezeigt werden [2,78,91,123,130,133]. Unter
unphysiologischen mechanischen Bedingungen wurden weiterhin eine erhohte
Apoptoserate und ein Anstieg kataboler Mediatoren, wie NO, nachgewiesen
[123,130,133]. Im Gefolge all dieser Veranderungen kommt es zu einer verminderten
Wasserbindungsfahigkeit, damit zu einer Verschlechterung der Ernahrungssituation
der intradiskalen Zellen und durch die resultierende Veranderung in der Synthese

der extrazellularen Matrix zu einer Storung der mechanischen Integritat [3,55,155].

Auch in Traumamodellen von Bandscheiben konnten inflammatorische Reaktionen
nachgewiesen werden, im weiteren Verlauf ergaben sich in diesen Modellen daraus
resultierend morphologische Veranderungen, wie sie fur degenerative Bandscheiben
typisch sind [10,95,96,159]. Wahrend flur die Bandscheibendegeneration bereits klare

Daten vorhanden sind, die die Infiltration inflammatorischer Zellen in die
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Bandscheibe und eine gestorte Zellbalance beschreiben [88,131,137,155,212], ist die
Datenlage fur posttraumatische Veranderungen unzureichend [74,95,96,98,159]. Ein
besonderes Augenmerk wurde daher in der von uns vorgestellten Studie mit
humanem Gewebe darauf verwendet, nicht nur Untersuchungen an Bandscheiben
von Patienten mit Wirbelkdrperfrakturen allein durchzufiihren, sondern zwei wichtige
Kontrollgruppen (gesunde Bandscheibe, degenerativ veranderte Bandscheibe)
diesen gegenuberzustellen. In den meisten humanen Studien fehlen zumindest eine
oder beide Kontrollgruppen [34,106,160,161]. Es sei an dieser Stelle darauf
hingewiesen, dass naturlich auch die Kontrollgruppe ,gesunde Bandscheibe® von
Patienten mit Wirbelkdrperpathologien stammen, eine Degeneration der
Bandscheibe aber durch das praoperativ durchgefihrte MRT ausgeschlossen
werden konnte. Die gleichzeitige Untersuchung von Patienten mit degenerativ
veranderten Bandscheiben erlaubte zusatzlich einen Vergleich hinsichtlich der
Intensitat immunologischer Veranderungen zwischen Trauma und Degeneration bei

gleichen Laborbedingungen.

In einem ersten Schritt wurden die Bandscheibenpraparate aller drei Gruppen auf
die Infiltration inflammatorischer Zellen hin untersucht. Die Ergebnisse zeigten in
den Bandscheiben von Patienten mit Wirbelsaulentrauma eine Infiltration vor allem
von neutrophilen Granulozyten, aber auch von Monozyten/Makrophagen und CD3
positiven T-Zellen bzw. zytotoxischen T-Lymphozyten. Eine ahnliche, aber weniger
intensive Migration inflammatorischer Zellen konnte in degenerativ veranderten
Bandscheiben gezeigt werden, wohingegen inflammatorische Zellen in den
gesunden Bandscheiben, bis auf vereinzelte neutrophile Granulozyten, nicht

nachweisbar waren.

Die Ergebnisse dieser Studie sind vergleichbar mit den publizierten Daten fruherer
Studien bei degenerativ veranderten Bandscheiben [106,150,211], sowie zwei
tierexperimentellen Studien mit einem Traumamodell [74,98], wobei diese Studien vor
allem die Phanotypisierung von Lymphozytensubpopulationen bzw.
Monozyten/Makrophagen untersuchten. Sowohl in Bandscheibensequestern, als

auch in protrusioniertem Bandscheibengewebe wurden verschiedenste Immunzellen
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nachgewiesen. So konnten CDG68-positive Makrophagen, CD25-positive aktivierte
Lymphozyten, CD22-positive B-Zellen und Mastzellen in degenerativ veranderten
Bandscheiben immunhistochemisch detektiert werden [45,75,143,150,156,211,217]. In
tierexperimentellen Traumamodellen konnten CD3-positive Lymphozyten und CD68-
positive Makrophagen nachgewiesen werden [74,98]. Auf die zentrale Rolle der
angefuhrten Zellen hinsichtlich der Degradation der extrazellularen Matrix unter
anderem uber die Freisetzung verschiedener Entzindungsmediatoren sowie durch
ihre chemotaktischen und phagozytotischen Eigenschaften wird von verschiedenen

Autoren in diesem Zusammenhang hingewiesen [143,150,156,212].

Die vorgestellte Studie zeigt, dass sowohl CD-3 positive als auch Perforin positive T-
Lymphozyten als auch PGM-1 (CD68) und Ber-Mac3 (CD163) positive
Makrophagen in Bandscheibengewebe von degenerativen und auch von
traumatisierten Bandscheiben nachweisbar waren. Beide Gruppen waren bezuglich
der Zellzahl allerdings in deutlich geringerem Ausmal} als CD66 positive neutrophile
Granulozyten nachweibar. Dies ist von Bedeutung, da letztere durch die Freisetzung
von Proteasen und O»>-Radikalen ein hohes autodestruktives Potential aufweisen,
das bei Uberschiel3ender Freisetzung oder verlangerter Lebenszeit der neutrophilen
Granulozyten zu erheblichen lokalen Gewebezerstorungen fuhren kann.
Insbesondere die Matrixsynthese wird gehemmt, wahrend die Matrixdegradation
beschleunigt wird [46,177]. Inwieweit die primar physiologische Infiltration neutrophiler
Granulozyten durch regulatorische Immunzellen Uber die Freisetzung Apoptose
regulierender Zytokine in der verletzten Bandscheibe kontrolliert wird, ist derzeit
unklar. Da sich die inflammatorische Reaktion in der traumatisierten Bandscheibe
aber ahnlich wie eine klassische Entzundungsreaktion verhalt, kann vermutet
werden, dass auch in der verletzten Bandscheibe Proteasen und O»-Radikale zu

einer sekundaren Destruktion der Bandscheibe beitragen kdnnten [18,53,74,98,214].

Die Bedeutung infiltrierender T-Lymphozyten und Makrophagen fiur die
Bandscheibendegeneration ist schwer zu interpretieren und nicht komplett klar. Ob
aktivierte Makrophagen an der Resorption von zerstortem Bandscheibengewebe

beteiligt sind und gegebenenfalls von lokalen T-Lymphozyten-Subpopulationen
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reguliert werden, erfordert weitere Untersuchungen. Das bei degenerative
Prozessen inflammatorische Zellen nachgewiesen werden konnten, wurde schon
gezeigt [88,131,137,155,212]. Sie spielen sowohl bei der Beeinflussung der
Matrixsynthese im Sinne einer Reduktion und Veranderung der Zusammensetzung
als auch bei der durch Proteasen vermittelten Matrixdegeneration durch die aus den
Entzindungszellen freigesetzten Zytokinen eine Rolle [46,177]. Die aufgezeigte
Infiltration mit Perforin positiven zytotoxischen T- Zellen ist insofern von besonderem
Interesse, da bekannt ist, dass diese Zellen an der Ausldésung von Apoptose der

antigentragenden Zielzellen beteiligt sind [74,98,176].

Eine SchlUsselrolle fur das korpereigene Abwehrsystem hat das Komplementsystem
inne, das nicht nur der Elimination von eindringenden Bakterien, sondern auch an
L<Abraumprozessen“ von Zelldebris beteiligt ist. Das Komplementsystem ist als Teil
der korpereigenen Abwehr an der Chemotaxis, der Expression von
Adhasionsmolekilen und an der Phagozytose sowie Zelllyse direkt oder indirekt
beteiligt [142,146]. Um zu untersuchen, ob die Traumatisierung von
Bandscheibengewebe zu einer Aktivierung der Komplementkaskade fuhrt, wurden
die zentralen Komplementfaktoren C3c (als stabiles C3- Fragment) und C5b
untersucht. Es handelt sich hierbei um gewebestandige Faktoren, die im Gegensatz
zu den Anaphylatoxinen C3a und Cb5a bei stattgefundener Aktivierung im Gewebe
sicher nachweisbar sind. Weiterhin wurden alle Schnitte auf den MAC/C5b-9 als

Endprodukt der Komplementkaskade hin untersucht.

Erwartungsgemall waren weder C3c und C5b, noch MAC/C5b-9 in gesunden
Bandscheiben nachweisbar. In degenerativ veranderten Bandscheiben liel3en sich
sowohl C3c, C5b als auch MAC/C5b-9 detektieren. In der Traumagruppe konnte
sowohl fir die Mediatoren C3c und C5b als auch fur das Endprodukt der
Komplementkaskade, den MAC/C5b-9, eine regelmalige und zum Teil intensive
Deposition nachgewiesen werden. Hieraus wird deutlich, dass parallel zur
spezifischen und unspezifischen zellularen Immunitat auch die Komplementkaskade
aktiviert wird. Die Intensitat der untersuchten Faktoren war ahnlich wie bei der

Infiltration von Immunzellen in der Gruppe der traumatisierten Bandscheiben hoher
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als bei degenerativ veranderten Bandscheiben.

Eine Analyse hinsichtlich der Bedeutung dieser Ergebnisse ist schwierig, da bis zum
heutigen Tag lediglich eine Publikation zu diesem Thema existiert. Gronblad et. al
[63] konnten den MAC/C5b-9 in degenerierten Bandscheiben und in hernierten
Bandscheibenanteilen im Vergleich zu gesundem Bandscheibengewebe
nachweisen. Die Autoren heben dabei die direkt die Zellwand schadigende Wirkung
des MAC/C5b-9 hervor, der damit zum Gewebeuntergang in dem geschadigten
Bereich beitragen koénnte. Daten und Publikationen fir die traumatisierte
Bandscheibe sind ansonsten nicht einmal fur tierexperimentelle Studien existent.

Es kann allerdings vermutet werden, dass auch die Aktivierung der
Komplementkaskade, ahnlich der massiven Infiltration von neutrophilen
Granulozyten, einen negativen Einfluss auf die Reparationsvorgange unter
Beteiligung der Chondrozyten aufweist und die Matrixdegradation férdert. Wegen
der in anderen Publikationen nachgewiesenen Prasenz von Antigen-
Antikdrperkomplexen in degenerativ verandertem Bandscheibengewebe ist eine
Aktivierung der Komplementkaskade Uber den klassischen Weg wahrscheinlich
[73,179,188].

Neben der Aktivierung der Komplementkaskade mit ihrem autodestruktiven Potential
erschienen in den letzten zehn Jahren Publikationen, die einen weiteren
autodestruktiven Pathway, den programmierten Zelltod (Apoptose), als Ursache fir
die Bandscheibendegeneration verantwortlich machten [15,64,67,115,168]. Die
Apoptose stellt einen physiologischen Prozess dar, der dazu fuhrt, senile Zellen aus
dem Korper zu entfernen, ohne dass dabei toxische Metabolite aus den
apoptotischen Zellen freigesetzt werden. Hierbei existiert fir alle Zellen eine
Homoostase, die auf einem Gleichgewicht zwischen der Bereitstellung von juvenilen
Zellen und der Beseitigung seniler Zellen besteht. Wird dieses Gleichgewicht
zugunsten der Apoptose verschoben, fuhrt dies insbesondere fir Organzellen zu
einer massiven Funktionseinschrankung des betroffenen Organs. Im Fall der
Bandscheibe wirde dies bedeuten, dass eine erhdhte Rate von apoptotischen
Chondrozyten die Regenerationsfahigkeit der Bandscheibe empfindlich storen

wurde. Dies ist fur degenerativ veranderte Bandscheiben wegen der durch die
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Apoptose bedingten Reduktion der Zellzahl und der daraus resultierenden Stérung
der Gewebehomoostase beschrieben [15,64,115,168]. Es bleibt noch anzumerken,
dass die Apoptose von Zellen ein sehr kurzlebiger Prozess ist, der innerhalb weniger
Stunden ablauft. Gelingt der Nachweis von apoptotischen Zellen in einem Gewebe,
bedeutet dies fir die in vivo Situation eine hohe Rate [160]. Deshalb sind in
gesundem Bandscheibengewebe keine apoptotischen Zellen nachweisbar. Hier sind

die Ergebnisse dieser Studie identisch mit friheren Studien [168].

Es gibt, wie schon oben erwahnt, eine Reihe von Studien, die zeigen, dass
apoptotische Prozesse im Rahmen der Bandscheibendegeneration eine wichtige
Rolle spielen [13,15,34,160,168]. So konnten verschiedenen Arbeitsgruppen zeigen,
dass eine nachweisbare Apoptose durch mechanischen Stress induziert werden
kann [15,123,130,133]. Daher lag die Annahme nahe, dass ein massives einmaliges
mechanisches Trauma ebenfalls zu einer Aktivierung apoptotischer Prozesse fluhren
musste. Um eine optimale Vergleichbarkeit der Daten zu erhalten und unsere Daten
mit Ergebnissen aus der Literatur vergleichen zu kénnen, wurden in diesem
Teilprojekt ebenfalls degenerativ veranderte Bandscheiben mit Bandscheiben von

Patienten mit Wirbelkorperfrakturen verglichen.

Die Wirbelkorperfraktur fuhrte zu einem massiven Anstieg apoptotischer
intradiskaler Zellen. Wahrend auch in degenerativ veranderten Bandscheiben
apoptotische Zellen, wenn auch deutlich seltener, nachweisbar waren, konnte keine
Apoptose in gesunden Bandscheiben gefunden werden. Die Ergebnisse dieser
Studie stimmen somit mit frlheren Studien [13,15,34,160,168] Uberein, was die
degenerativ veranderte Bandscheibe betrifft. Hingegen ist es uns zum ersten Mal
gelungen, Apoptose in traumatisch  destruiertem Bandscheibengewebe
nachzuweisen. Wie fur die anderen Untersuchungen (Infiltration von Immunzellen,
Aktivierung der Komplementkaskade) zeigt sich die hdchste Apoptoserate in
traumatisierten Bandscheiben, wahrend die Apoptose in degenerativ veranderten

Bandscheiben deutlich geringer ausfallt.

Bei genauer Betrachtung der Daten fallt auf, dass die Anzahl apoptotischer Zellen,
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vor allem in der traumatisierten Bandscheibe, deutlich hoher liegt als die Anzahl von
Chondrozyten. Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass nicht nur
Chondrozyten, sondern auch infiltrierende Immunzellen durch apoptotische
Prozesse eliminiert werden. Eine exakte Analyse, welche Zellen besonders von der
Apoptose betroffen sind, ist schwierig, da Doppelfarbungen flr apoptotische Zellen
technisch kaum durchfuhrbar sind. Es konnte in dieser Studie jedoch anhand von
HE- Farbungen des zu untersuchenden Bandscheibengewebes unter Nutzung
deskriptiver morphologischer Kriterien (fehlende Kernanfarbbarkeit, Eosinophilie) der
eindeutige Nachweis flr die Apoptose von Chondrozyten in den Bandscheiben der

Traumagruppe erbracht werden.

Der Nachweis apoptotischer Zellen im Bandscheibengewebe mittels der TUNEL-
Farbung als Ubersichtsfarbung ist Standard [64,67,115]. Allerdings muss darauf
hingewiesen werden, dass die TUNEL-Farbung auch nekrotische Zellen im
Spatstadium anfarbt [15]. Deshalb wurden neben den oben genannten
histomorphologischen Farbungen in weiteren Schritten die Aktivierungswege der
Apoptose sowohl flir eine detaillierte Untersuchung derselben als auch flr einen
weiteren Nachweis fur die Aktivierung der Apoptose selbst analysiert. Die
Aktivierung der Apoptose kann bekanntlich Uber verschiedene Wege erfolgen.
Hierbei spielen die Caspasen sowohl im Aktivierungsprozess (,inducer/initiator
caspases”) als auch im finalen Schritt der Apoptose (,executioner caspases®) die

entscheidende Rolle.

Die Analyse der ,executioner caspases“ 3 und 7 (3/7) zeigte sowohl in der
degenerativen Gruppe als auch in der Traumagruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine signifikante Erhohung der Aktivitat. Die Aktivitat der Caspasen
3/7 war in traumatisch veranderten Bandscheiben niedriger als in degenerativ
veranderten Bandscheiben, ohne dass hier eine statistische Signifikanz

nachzuweisen war.

Um die intrazellularen Aktivierungswege weiter zu spezifizieren, wurde anschlie3end

die Aktivitat der Initiator-Caspasen 8 und 9 gemessen. Es war das Ziel, eine
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Aussage daruber zu erhalten, welcher der beiden Pathways, der extrinsische
Rezeptor vermittelte Weg (Caspase 8) oder der intrinsische mitochondrial vermittelte
Weg (Caspase 9), aktiviert werden. Die Messung der Caspase 8 ergab eine in der
degenerativen Gruppe und in der Traumagruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhdhte Aktivitat. Der Unterschied zwischen der degenerativen Gruppe
und der Traumagruppe war nicht signifikant. Ein vergleichbares Ergebnis ergaben
die Messungen fur Caspase 9. Sowohl in der degenerativen als auch in der
Traumagruppe zeigte sich eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhdhte
Aktivitat.

Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass das Wirbelsaulen-
/Bandscheibentrauma beide Pathways aktiviert. Im Gegensatz zu anderen
untersuchten Parametern ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im
Vergleich mit degenerativ veranderten Bandscheiben. Unsere Ergebnisse bezlglich
der degenerativ veranderten Bandscheibe sind im Konsens mit friheren
Untersuchungen, in denen die Hochregulierung der Effektor-Caspase 3 ebenso wie
die Hochregulierung und vermehrte Synthese der Initiator-Caspase 9 als Bestandteil
des intrinsischen mitochondrial vermittelten Aktivierungsweges gezeigt werden
konnten [8,160,161,162,168]. Hingegen zeigen unsere Ergebnisse auch eine vermehrte
Aktivitat der Initiator-Caspase 8 als Bestandteil des extrinsischen
Aktivierungsweges, die bisher noch nicht in der Literatur beschrieben wurde. In der
Literatur finden sich vor allem Hinweise auf eine Aktivierung Uber den intrinsischen

mitochondrial vermittelten Weg [160,161,162,168].

Die extrinsisch vermittelte Aktivierung der Apoptose verlauft Gber die Bindung von
I6slichen Proteinen an die entsprechenden Rezeptoren (,death receptors®). Deshalb
wurde in einem nachsten Arbeitsschritt die Genexpression der wichtigsten
Rezeptoren Fas und TNF-R1 untersucht. Beide Rezeptoren waren sowohl in der
Traumagruppe, als auch in der degenerativen Gruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhoht. Die Messung der mRNA-Expression von TNF-a zeigte eine
signifikante Hochregulation in der Traumagruppe ohne Veranderung in der

degenerativen Gruppe, wahrend die Ergebnisse bezlglich des Fas-Liganden ein
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genau umgekehrtes Ergebnis erbrachten.

Diese Ergebnisse bestatigen die Ergebnisse der TUNEL-Farbungen und des
Nachweises der Apoptose anhand histomorphologischer Parameter dahingehend,
dass ,unphysiologische“ Apoptose in der Tat sowohl in den verletzten, als auch in
den degenerativ veranderten Bandscheiben prasent ist. Allerdings scheinen bei der
Rezeptor-induzierten Apoptose Unterschiede zwischen beiden Gruppen zu
bestehen. Wahrend die Rezeptor-vermittelte Apoptose nach Trauma vor allem Uber
TNF-a induziert wird, spielt dies bei der Degeneration der Bandscheibe keine Rolle.
Hingegen scheint die Apoptose bei letzterer vornehmlich Uber Fas/FasL aktiviert zu
sein. Eine Studie von Seguin et al. [182] zeigte, dass TNF-a bereits in sehr niedrigen
Konzentrationen die Genexpression von Metalloproteinasen, die ihrerseits
Proteoglykane eliminieren kénnen, inhibiert. Da TNF-a nach Gewebetrauma in der
Regel als eines der ersten Zytokine innerhalb von Minuten in hohen Konzentrationen
von Makrophagen synthetisiert und freigesetzt wird, scheint beim
Wirbelsaulentrauma der TNF-R1 vermittelte extrinsische Pathway eine wichtige
Rolle zu spielen. Die Ergebnisse flr die degenerativ veranderte Bandscheibe sind in
Ubereinstimmung mit friheren Studien [34,160,161,162]. Da es sich bei der
Bandscheibendegeneration um einen chronischen Prozess uber viele Jahre handelt,
war nicht zu erwarten, dass ein klassisches proinflammatorisches Zytokin wie TNF-a
eine wesentliche Rolle spielt. Von Park et al. [162] konnte gezeigt werden, dass uber
den Fas- Rezeptor vermittelt auch der intrinsische Weg der Apoptose in degenerativ
veranderten Zellen aktiviert werden kann. Dies erfolgt Uber eine Caspase 8-
Aktivierung, die nicht zu einer Signallbertragung entsprechend der extrinsischen
Kaskade, sondern uber den BID zu einer Deaktivierung von Bcl-2 fihrt und damit
zur Initierung der Apoptose uber den mitochondrial vermittelten Weg. Unsere
Ergebnisse geben ebenfalls eindeutig Hinweise darauf, dass in chronischen
degenerativen Prozessen der Fas/FasL und nicht der TNF-a/TNF-R1 vermittelte

Signalweg von Bedeutung ist.

Ein Uberraschendes Ergebnis zeigten die immunhistochemischen Untersuchungen

des Fas-Rezeptors. Wahrend der Fas-Rezeptor sowohl in der Kontrollgruppe, als
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auch in der Gruppe degenerativ veranderter Bandscheiben nachweisbar war, liel3
sich in der Traumagruppe keine Expression des Rezeptors im Gewebe nachweisen.
Allerdings fanden sich reichlich positive Zellen in den Gewebespalten. Diese Zellen

entsprechen migrierten Zellen, wahrscheinlich Immunzellen.

Um Informationen Uber eine mogliche Beteiligung des intrinsischen Pathway zu
erhalten, wurde die Expression des pro-apoptotischen Bax und des anti-
apoptotischen Bcl-2 untersucht. Das pro-apoptotische Bax zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den drei Gruppen. Hingegen war die Expression des anti-
apoptotischen Bcl-2 in der Traumagruppe im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen signifikant erniedrigt. Um diese Ergebnisse zu bestatigen, wurde das
Protein Bcl-2 zusatzlich immunhistochemisch untersucht. Wahrend Bcl-2 auf
Schnitten der Kontrollgruppe und der degenerativen Gruppe deutlich nachweisbar
war, konnte in traumatisierten Bandscheiben kein Bcl-2 nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse gehen konform mit den Ergebnissen der mRNA-Analysen und
bestatigen, dass der intrinsische mitochondriale Signalweg nach einem

Wirbelsaulentrauma in intradiskalen Zellen aktiviert wird.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass das schwere Wirbelsaulentrauma
massive inflammatorische Reaktionen innerhalb der Bandscheibe auslost. Die
Verletzung aktiviert sowohl die unspezifische, als auch die spezifische Immunitat,
wobei der unspezifischen Immunitat mit ihrem hohen autodestruktiven Potential eine
besondere Bedeutung beikommen konnte. Ein weiterer autodestruktiver
Mechanismus ist die Dysbalance des programmierten Zelltodes (Apoptose), der eine
Vielzahl von Immunzellen, aber auch eindeutig nachweisbar die intradiskalen
Chondrozyten erfasst, sodass vermutet werden kann, dass reparative und
regenerative Prozesse dadurch eingeschrankt sind. Inwieweit Uberschieldende
inflammatorische Reaktionen die Degeneration der Bandscheibe nach Trauma
beschleunigen  oder nach Rekonstruktion  verbleibende  mechanische
Fehlbelastungen chronische Entzindungsprozesse begunstigen, muss Gegenstand

zukunftiger Forschungsprojekte sein.
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10. Zusammenfassung

Ein zentrales Problem nach Frakturen im Bereich der thorakolumbalen Wirbelsaule
ist der sowohl nach konservativer als auch nach operativer Behandlung im Verlauf
auftretende Korrekturverlust, der nicht nur im betroffenen Wirbelkdrper, sondern vor
allem in den angrenzenden Bandscheiben stattfindet. Aus Untersuchungen der
Degeneration von Bandscheiben ist bekannt, dass beim Prozess der Degeneration
sowohl eine lokale Entzindungsreaktion als auch Apoptose eine zentrale Rolle
spielt. Damit stellte sich die Frage, ob auch in einmaliges und schweres Trauma,
welches zu Frakturen der an die Bandscheibe angrenzenden Wirbel fuhrt, in der
Lage ist, zu intradiskalen Veranderungen zu fuhren, wie sie aus degenerativen
Bandscheiben bekannt sind.

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Bandscheiben von Patienten mit
Wirbelkorperfrakturen, welche im Rahmen der operativen Versorgung ohnehin
entnommen werden mussten, auf posttraumatische inflammatorische Reaktionen
(Migration von Entzindungszellen, Aktivierung der Komplementkaskade) und auf
Apoptose und deren Aktivierungswege hin untersucht. Als Vergleichsgruppe wurden
operativ zu versorgende Patienten mit degenerativ bedingten Pathologien der
Wirbelsaule und als Kontroligruppe gesunde Bandscheiben von Patienten, bei denen
der angrenzende Wirbelkdrper entfernt werden musste, verwendet.

Dabei konnten in Bandscheiben aus der Traumagruppe regelmassig CD66-positive
neutrophile Granulozyten, T-Lymphozyten (CD3-positive- und Perforin-positive
zytotoxische-T-Lymphozyten) und Makrophagen (CD68-positive und CD163-positive
Makrophagen) ebenso wie zentrale Mediatoren der Komplementkaskade (C3c, C5b
und der MAC/C5b-9) nachgewiesen werden. Ebenso konnte regelhaft die Caspase-
vermittelte Apoptose ortstandiger intradiskaler Zellen in der Traumagruppe
nachgewiesen werden. Die Analyse der Pathways der Apoptose zeigte eine
Aktivierung uber den intrinsischen mitochondrial vermittelten Weg und Hinweise fur
eine Aktivierung Uber den extrinsischen Rezeptor vermittelten Weg.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass in Bandscheiben, die an frakturierte
Wirbelkdrper angrenzen, eine posttraumatischen Entzindungsreaktion ausgeldst und

Apoptose hervorgerufen wird. Es kommt zur Migration einer Reihe verschiedener
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Entzindungszellen und zur Aktivierung von Bestandteilen der Komplementkaskade.
Weiterhin lasst sich Caspase vermittelte Apoptose sowohl Uber den extrinsischen
(Rezeptor vermittelt) als auch Uber den intrinsischen (mitochondrial vermittelt) Weg
aktiviert, nachweisen. Damit konnte erstmalig gezeigt werden, dass ein einmaliges
und schweres Trauma zu intradiskalen inflammatorischen Reaktionen und zur

Apoptose intradiskaler Zellen fuhrt.
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13.

Erklarung entsprechend Anlage 2 der
Habilitationsordnung

Erklarung

4 § Abs. 3 (k) der HabOMed der Charité

Hiermit erklare ich, dass

weder friher noch gleichzeitig ein Habilitationsverfahren durchgefuhrt oder

angemeldet wird bzw. wurde,

welchen Ausgang ein durchgefuhrtes Habilitationsverfahren hatte,

die vorgelegt Habilitationsschrift ohne fremde Hilfe verfasst, die
beschriebenen Ergebnisse selbst gewonnen sowie die verwendeten
Hilfsmittel, die Zusammenarbeit mit anderen Wissenschaftlerinnen und
Wissenschaftlern und mit technischen Hilfskraften sowie die verwendete

Literatur vollstandig in der Habilitationsschrift angegeben wurden.

mir die geltende Habilitationsordnung bekannt ist.

Unterschrift
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14. Anhang

Informationsblatt (Anhang 1) und Einverstandnisserklarung (Anhang 2) fur Patienten
umseitig.
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Zentrum flr spezielle Chirurgie des Stitz — und Bewegungsapparates
Klinik far Unfall — und Wiederherstellungschirurgie

Charite — Universitatsmedizin Berlin

Campus Benjamin Franklin

Direktor: Prof. Dr. med. W. Ertel

Informationsblatt fiir Patienten

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Ziel jeder medizinischen Behandlung ist es, dem Patienten optimal zu helfen und mdglichst den
Langzeiterfolg einer Behandlung zu sichern. Bei verschiedenen Verletzungen und Erkrankungen der
Wirbelsaule sind heute bewahrte Therapien etabliert. Trotzdem ist es das Ziel medizinischer
Forschung, die therapeutischen Mdéglichkeiten zu verbessern. Ziele sind hier z. B. eine Verkleinerung
des operativen Eingriffes bei einer erforderlichen Operation oder die Entwicklung medikamentdser
Therapien, um eine operatives Trauma zu minimieren oder idealer weise zu vermeiden.

Wenig bekannt ist das Verhalten der Bandscheibe an der Wirbelsaule nach Verletzungen (Frakturen)
und bei Erkrankungen (abnutzungsbedingt oder entzindlich) der Wirbelsaule.

Bei dem bei Ihnen vorgesehenen operativen Eingriff an der Wirbelsdule muss die Bandscheibe
entfernt werden. Normalerweise wird eine so entfernte Bandscheibe verworfen.

Die Untersuchung einer solchen Bandscheibe auf entziindliche und immunologische Veranderungen
kann jedoch Hinweise auf den Langzeitverlauf der Veranderungen in einer so geschadigten
Bandscheibe geben. An dem gewonnenen Bandscheibenmaterial, welches sonst verworfen wird,
lassen sich durch die Untersuchung der Entziindungsaktivitat und der immunologischen Reaktion in
der Bandscheibe solche Riickschlliisse gewinnen.

Unsere Arbeitsgruppe untersucht wahrend der Operation entnommenen Bandscheiben auf
abgelaufene entziindliche und immunologische Aktivitaten, in dem die Bandscheiben auf das
Vorhandensein spezifischer Zellen, Eiweil3e und genetischer Informationen (Uber die Produktion
spezifischer Eiweilde) untersucht werden.

Daraus lassen sich Hinweise auf den weiteren Verlauf der Erkrankung und ggf. Ansatzpunkte fir eine
therapeutische Beeinflussung dieser Prozesse ableiten.

Wir méchten auf diesem Weg dazu beitragen, mehr tber den Verlauf dieser Erkrankungen zu

erfahren und die Moglichkeiten einer therapeutischen Beeinflussung dieser Prozesse zu analysieren.

Wir moéchten Sie deshalb bitten, die Bandscheibe, welche wahrend der Operation entnommen
werden muss und normalerweise verworfen wird, fiir unsere Untersuchungen frei zu geben.
Alle bei dieser Untersuchung gewonnen Daten werden verschliisselt behandelt und vertraulich

ausschlieBlich fir die Forschung verwendet.
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Zentrum flr spezielle Chirurgie des Stitz — und Bewegungsapparates
Klinik far Unfall — und Wiederherstellungschirurgie

Charite — Universitatsmedizin Berlin

Campus Benjamin Franklin

Direktor: Prof. Dr. med. W. Ertel

Einverstandniserklarung

Uber die Ziele und die Durchfiihrung der 0.g. Untersuchungen an Institutionen der Charité —
Universitatsmedizin Berlin wurde ich eingehend informiert. Mir wurde ein Exemplar des
Informationsblattes Uberreicht, welches bei der Krankenakte verbleibt. Ich hatte ausreichend

Moglichkeit, Riickfragen zu stellen.
Ich willige in die Teilnahme an dieser Untersuchung ein und erklare mich bereit, das bei mir
entnommene Bandscheibenmaterial, welches sonst verworfen wird, fir weitere Untersuchungen zur

Verfligung zu stellen.

Mir ist bekannt, dass die Teilnahme freiwillig ist und ich jederzeit ohne die Angabe von Grinden meine

Einwilligung widerrufen kann.

Ich bin mit der Erfassung meiner Daten und Speicherung per EDV zur wissenschaftlichen
Auswertung dieser Untersuchung einverstanden. Gegen eine Weitergabe der Daten an
studienbeteiligte Personen und gegen eine Veroffentlichung der aus den Untersuchungen

gewonnenen Ergebnisse in pseudonymisierter Form habe ich keine Einwande.

Berlin, den Unterschrift Patient

Berlin, den Unterschrift des aufklarenden Arztes
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