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Einleitung

1. Einleitung

Rickenschmerzen sind eines der bedeutendsten Gesundheitsprobleme der Bevolkerung
(Andersson 1998). Studien geben eine Ubereinstimmend hohe Pravalenz von
Rickenschmerzen in der Bevolkerung an (Andersson 1998; Schmidt CO 2007). Die Pravalenz
der Teilnehmer, die am Tag der Befragung angaben an Rickenschmerzen zu leiden, lag
weltweit bei verschiedenen Studien bei 12-33% (Walker 2000) und in Regionen Deutschlands
bei bis zu 37,1% (Schmidt CO 2007). Diese Studien zeigten, dass bis zu 85% aller Befragten
angaben, mindestens einmal in ihrem Leben an Ruckenschmerzen gelitten zu haben
(Andersson 1998; Walker 2000; Schmidt CO 2007; Raspe 2012).

Einen Anteil dieser Riickenschmerzen bildet der sogenannte “Low back pain“ (LBP). Dieser
beschreibt die Schmerzen, welche unterhalb des zwdélften Rippenpaares bis zur Glutealfalte
(Sulcus glutealis) auftreten, mit oder ohne Schmerzen in einer oder beiden unteren
Extremitaten assoziiert sind und mindestens fir einen Tag andauern (Koes et al. 2006;
Mcintosh und Hall 2011). Haufig lassen sich Rickenschmerzen und auch speziell der
sogenannte LBP auf degenerative Veranderungen der Bandscheibe zurickfiihren (Luoma et
al. 2000; Urban und Roberts 2003; Raspe 2012; Kramer et al. 2014). Durch die degenerative
Veranderung der Bandscheibe kommt es bei Druckbelastung zur Lageveranderung von
Nucleus pulposus Gewebe (Kramer et al. 2014). Sind die auferen Schichten des Anulus
fibrosus noch intakt, kommt es zur Vorwdlbung (Protrusion) des Bandscheibengewebes.
ReilRen auch die auleren Schichten des Anulus fibrosus, kommt es zum Prolaps, dem
Austreten des Nucleus pulposus Materials (Kramer et al. 2014).

Als Folge der Herniation der Bandscheibe kann neben auftretenden Riickenschmerzen, das
prolabierte Material in den Wirbelkanal eintreten und zu einer Kompression der benachbarten
Nervenwurzeln fihren (Guterl et al. 2013).

Die degenerative Veranderung der Bandscheibe steht dabei im engen Zusammenhang mit
dem Verlust an Proteoglykanen und der dadurch verringerten Wasserbindungskapazitat des
Nucleus pulposus, der Dehydration und dem Verlust der Bandscheibenhéhe (Lyons et al.
1981; Urban und Roberts 2003). Dies flhrt zur Abnahme der Elastizitat wodurch der Nucleus
pulposus die entstehenden Driicke nicht mehr gleichmafig an seine Umgebung abgeben kann
und es zu einer vermehrten Belastung des Anulus fibrosus und der Facettengelenke kommt
(Bérm 2009). Kann der Anulus fibrosus dieser vermehrten Belastung nicht standhalten, kommt
es zur Veranderung in der Organisation seiner Lamellenstruktur und zu Rissbildungen (Lyons
et al. 1981; Guterl et al. 2013; Kramer et al. 2014).

Abhangig von der Dauer und der Auspragung der Symptome wird der betroffene Patient

konservativ oder operativ therapiert (Koller 2010). Ist die konservative Therapie eines
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Bandscheibenvorfalls nicht erfolgreich, wird haufig eine der chirurgischen Therapiemethoden
gewahlt, um eine Besserung der Symptomatik zu erhalten (Rothoerl et al. 2002).

Die operative Versorgung von Bandscheibenvorfallen geht meist mit der Entfernung des
prolabierten Gewebes und dem anschliefienden Ersatz des Nucleus pulposus einher (Kramer
et al. 2014). Mit tGber 300.000 Operationen pro Jahr in den USA, ist die lumbale Diskektomie
eine der Standardmethoden zur Entfernung des prolabierten Gewebes (Atlas et al. 1996;
Sharifi et al. 2015; Daly et al. 2017).

Haufig wird durch fir den operativen Zugang ein weiterer Defekt in den schon geschadigten
Anulus fibrosus gesetzt. Der Erfolg dieser operativen Therapiemethoden hangt mafRgeblich
von der funktionellen Wiederherstellung des Anulus fibrosus ab, da nur der intakte Anulus
fibrosus den Druckverhaltnissen innerhalb der Bandscheibe standhalten und damit eine
erneute Herniation verhindert werden kann (Li und Kong 2015).

Reherniationsraten von bis zu 23% werden bei nicht ausreichend stattfindendem Verschluss
des Anulus fibrosus beschrieben (Barth et al. 2008a; Barth et al. 2008b; Lebow et al. 2011).
Diese Zahl unterstreicht den Bedarf von erfolgreichen Verschlusstechniken, da die Therapie
von Anulus fibrosus Defekten ein bis heute nicht geldstes Problem darstellt. Verschiedene
Naht- und Klebetechniken sind bekannt, brachten allerdings meist nur unzureichende Erfolge
(Ahlgren et al. 2000; Suh et al. 2015).

Auch regenerative Ansatze rucken in den Vordergrund bei der Behandlung von Anulus
fibrosus Defekten. Bekannt unter dem Begriff des Tissue Engineering nutzen diese Ansatze
Zellen und Biomaterialen oder eine Kombination beider Komponenten (Stock und Vacanti
2001). Ziel ist es, die Regeneration des Gewebedefektes zu erreichen und damit die Funktion
des Gewebes wiederherzustellen (Stock und Vacanti 2001). So auch das Anulus fibrosus

Tissue Engineering, welches die Grundlage flr die vorliegende Arbeit darstellt.

Fir die vorliegende tierexperimentelle Arbeit werden in vivo am Schaf iatrogen gesetzte
Anulus fibrosus Defekte an der Lendenwirbelsdule mit einem Implantat in Quaderform in
Kombination mit verschiedenen Wirkstoffgruppen gedeckt. Einer dieser Wirkstoffe stellt ein
human rekombinantes Chemokin dar. Dieses soll die Anulus fibrosus Zellen der Tiere zur
Migration anregen, wodurch sie in das Implantat einwandern, Matrix ausbilden und damit den
Defekt verschlielen sollen. Um vorab zu untersuchen, ob ein human rekombinantes
Chemokin die genannte Wirkung auf Anulus fibrosus Zellen der Gattung Schaf (Ovis) hat, wird
vor Beginn des tierexperimentellen Teils eine in vitro Versuchsreihe durchgefihrt.

Die vorliegende Arbeit soll dabei untersuchen, ob das beschriebene Modell geeignet ist,
Implantate auf ihre Eignung zu prifen und damit wissenschaftliche Aspekte zum Verstandnis

der Anulus fibrosus Defektheilung hinzuzufugen.
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Hierzu soll die Wirkung des Chemokins auf das Migrationsverhalten der ovinen Anulus fibrosus
Zellen in vitro im Chemotaxisassay untersucht werden. Im Anschluss soll der Einfluss des
Chemokins und der Einfluss des plattchenreichen Plasmas (englisch: platelet rich plasma;
PRP) auf die Proteoglykanbildung der ovinen Anulus fibrosus Zellen in vitro in 3D-Zellkulturen
untersucht werden.

Durch die Untersuchung des in vivo Verhaltens der Implantate am Groftiermodell hinsichtlich
des initialen Defektverschlusses, der Stabilitdt und Integration des Implantats, soll die
Maoglichkeit einer spateren klinischen Anwendung am Menschen Uberprift werden.

Folgend wird eine kritische Beurteilung des Tiermodells durchgefihrt.



Zielstellung

2. Zielstellung

Die allgemeine Zielsetzung dieser Arbeit ist dem heutigen Wissensstand, Aspekte zum
Verstandnis der Anulus fibrosus Defektheilung hinzuzufligen. Ziel ist dabei die Bewertung des
beschriebenen Modells zur Implantation von Scaffolds zur kérpereigenen Regeneration von
Anulus fibrosus Defekten am Schaf. Die zu verwendenden Prifpraparate und
Wirkstoffkombinationen stellen hierbei Varianten eines Beispiel-lmplantats dar. Dabei soll
anhand einer Leerdefekt Gruppe als Kontrollgruppe und weiteren Versuchstiergruppen gezeigt
werden, dass das beschriebene Modell geeignet ist, Implantate auf ihre Eignung zu prifen.
Es sind folgende Hypothesen zu Gberprifen:
e Das Versuchstier Schaf ist ein geeignetes Tiermodell, um Implantate zur Anulus
fibrosus Defektheilung auf ihre Eignung zu prifen
o Die in diesem Modell genutzten Methoden (der chirurgische Zugang, die
Defektsetzung, die Befestigung des Implantats, die Herstellung und die Auswertung
der Praparate) eignen sich, um Implantate auf ihre Eignung zu prifen
e Das humane Chemokin TECK wirkt auch auf ovine Anulus fibrosus Zellen rekrutierend
und differenzierend und dies kann mit diesem Modell am Schaf gepruft werden
¢ Das humane Chemokin TECK als bekannter Faktor zur Rekrutierung stromaler Zellen
bewirkt eine verbesserte Einheilung eines Beispiel-Implantats (Scaffolds) im ovinen
Anulus fibrosus
o Der in diesem Modell gesetzte Anulus fibrosus Defekt ist geeignet, Unterschiede
zwischen mit dem Implantat behandelten Versuchstiergruppen und den unbehandelten

Gruppen (Leerdefekt) darzustellen
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3. Grundlagen

3.1. Das Schaf als Modell der experimentellen

Wirbelsaulenchirurgie

Mit Hilfe von Tiermodellen werden nicht nur Krankheiten erforscht, sondern auch neue
Therapieansatze und deren Folgen untersucht (Weiss et al. 2014).

Um eine klinische Anwendung zu ermdglichen, wird eine praklinische tierexperimentelle
Versuchsreihe vorausgesetzt (Matz 2010; Andersen und Winter 2017). Die Erkenntnisse aus
Tierversuchen dienen als Grundlage fir die Entwicklung dieser Therapieansatze (Andersen
und Winter 2017).

Die praklinische Etablierung des Therapieansatzes sollte an einem Tiermodell erfolgen,
welches bestimmte Kriterien erfullt, die dem Ziel der Forschung entsprechen und somit eine
gute Ubertragbarkeit der Erkenntnisse auf den Menschen mit sich bringt (Zutphen 1995;
Andersen und Winter 2017). Haufig gibt es jedoch keine nachvollziehbaren Griinde fir die
Auswabhl eines genutzten Tiermodells bei einer bestimmten Studie (Martini et al. 2001). Ist das
Tiermodell ungeeignet, kommt es trotz optimaler Organisation und Ausristung zu
irrefGhrenden Ergebnissen (Martini et al. 2001). Die Auswahl eines geeigneten Tiermodells ist
somit an bestimmte Kriterien gebunden (Martini et al. 2001).

Das Schaf wird auf Grund seines ruhigen Charakters und seines gutmutigen Verhaltens, gerne
als Versuchstier genutzt (Borrie 1960). Neben den Charaktereigenschaften des Tieres ist
auch, wie von Borrie (1960) beschrieben die einfache, kostengiinstige und postoperative
Haltung der Tiere auf der Wiese ein weiterer Vorteil.

Die vergleichbaren anatomischen, biomechanischen und auch statischen Eigenschaften der
Wirbelsaule des Schafes und des Menschen begriinden die haufige Nutzung des Schafes in
der Wirbelsaulenforschung (Wilke et al. 1997a; Wilke et al. 1997b; Kandziora et al. 2002; Smit
2002; Mageed et al. 2013a). In der Problematik, ob die biomechanischen Gegebenheiten eines
VierfiRers auf den aufrecht gehenden Menschen Ubertragbar sind, zeigt sich, dass die
Wirbelsaule des Vierbeiners, wie auch die humane Wirbelsaule, hauptsachlich entlang ihrer
Achse belastet wird (Smit 2002). Die Untersuchungen zeigten allerdings auch, dass die
Schafswirbelsaule einer hdheren axialen Kompressionsspannung ausgesetzt ist, woraus eine
hohere Knochendichte der Wirbelkorper resultiert (Smit 2002). Nach Smit (2002) wird die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse von Versuchen an Schafswirbelkérpern auf den Menschen
hierdurch begrenzt.

Die thorakale und lumbale Schafswirbelsaule zeigt in ihrer Anatomie und ihrer Biomechanik

groRe Ahnlichkeiten mit der humanen Wirbelsaule (Wilke et al. 1997a).
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Gerade die Wirbelendplattenregionen sowie der Spinalkanal der ovinen Lendenwirbelsaule
zeigen viele Gemeinsamkeiten mit der des Menschen (Mageed et al. 2013b). So liegt es nahe,
dass das ovine Versuchstier gerade fur Untersuchungen von Bandscheibenerkrankungen ein
geeignetes Modell darstellt (Mageed et al. 2013b).

Neben den genannten Gemeinsamkeiten sprechen auch die Eigenschaften der ovinen
Bandscheibe fir die Verwendung des Tieres in der Bandscheibenforschung.
Wissenschaftliche Arbeiten zeigten, dass neben der Form, auch der Wassergehalt, der
Kollagengehalt und der Orientierungswinkel der Kollagenfasern der Bandscheibe von Schaf
und Mensch ahnlich sind (Costi et al. 2002; Reid et al. 2002; Schmidt und Reitmaier 2013).
AbschlieRend resultiert daraus, dass ovine Bandscheiben als Modell genutzt werden kdnnen
(Costi et al. 2002; Reid et al. 2002; Schmidt und Reitmaier 2013). Aufgrund dieser
Erkenntnisse wird das Schaf auch in der experimentellen Bandscheibenforschung haufig als
Modell genutzt (Ahlgren et al. 2000; Reid et al. 2002; Schmidt und Reitmaier 2013; Hegewald
et al. 2015). Das Schaf stellt somit ein geeignetes und durch die haufige Nutzung anerkanntes
Tiermodell der Wirbelsaulenchirurgie dar (Wilke et al. 1997b; Baramki et al. 2000; Costi et al.
2002; Assad et al. 2003; Colloca et al. 2009; Guder et al. 2009; Sartoretto et al. 2016; Schwan
et al. 2017).

3.2. Anatomie der Lendenwirbelsaule bei Mensch und Schaf

Im anatomischen Aufbau ist die Wirbelsaule des Schafes mit der des Menschen vergleichbar
(Salomon et al. 2008; Schiinke 2014). Sie besteht aus kndchernen Wirbelkérpern, welche Gber
die dazwischenliegenden Zwischenwirbelscheiben (Disci intervertebrales) miteinander
verbunden sind (Schiinke et al. 2005).
Bei beiden Spezies reicht die Wirbelsdule von der Kopfbasis bis hin zur Steilbeinspitze
beziehungsweise Schwanzspitze und gliedert sich in verschiedene Abschnitte (Salomon et al.
2008; Schinke 2014).
Die Unterteilung der Wirbelsdule erfolgt in die Halswirbelsdule, Brustwirbelsaule,
Lendenwirbelsdule, das Kreuzbein und das SteilRbein (Schinke 2014).
Die Gesamtzahl der Wirbel und somit auch der einzelnen Bereiche, wie zum Beispiel der
Lendenwirbelsaule, variiert jedoch zwischen den Spezies (Boszczyk et al. 2001). Die
Wirbelsdule des Menschen besteht insgesamt aus 24 prasakralen Wirbelkérpern: Sieben
Halswirbeln, zwdlf Brustwirbeln und finf Lendenwirbeln (Paulsen und Waschke 2011). Die
Anzahl der Wirbel des Schafes variiert von Tier zu Tier (Wilke et al. 1997a; Frewein et al. 2003;
Salomon et al. 2008). Die Halswirbelsdule des Schafes besteht aus sieben Wirbeln, der
thorakale Abschnitt kann zwischen 12 bis 14 Wirbel aufweisen (Wilke et al. 1997a; Frewein et
al. 2003; Salomon et al. 2008). Der lumbale Bereich kann ebenfalls variabel sechs bis sieben
4



Grundlagen

Wirbel aufweisen und ist leicht kyphotisch geformt (Wilke et al. 1997a). Im Vergleich weist die
humane Lendenwirbelsaule nur funf anstatt der ovinen sechs bis sieben Wirbel und eine
lordotische Krimmung auf (Wilke et al. 1997a; Bogduk et al. 2000; Paulsen und Waschke
2011).

Jeder Wirbel besteht aus einem Wirbelkdrper (Corpus vertebrae) und einem Wirbelbogen
(Arcus vertebrae) (Paulsen und Waschke 2011). Dieser Wirbelbogen sitzt dorsal auf dem
Wirbelkérper und besteht aus paarigen FufRchen (Pedikeln), die sich nach dorsal zu einer
Bogenplatte (Lamina arcus vertebrae) vereinigen (Paulsen und Waschke 2011). So entsteht
zwischen dem Wirbelkdrper und dem Wirbelbogen das Wirbelloch, auch Foramen vertebralis
genannt (Paulsen und Waschke 2011). Die Wirbelldcher der einzelnen aneinander liegenden
Wirbel bilden gemeinsam den Wirbelkanal (Canalis vertebralis) (Paulsen und Waschke 2011).
Der Wirbelbogen tragt Fortsatze; die zwei nach lateral gerichteten Querfortsatze (Processus
transversi) und den medial sitzenden Dornfortsatz (Processus spinosus) (Paulsen und
Waschke 2011). Vier weitere gelenkige Fortsatze (Processus articulares craniales und
caudales), jeweils paarig kranial und kaudal am Wirbelbogen liegend, bilden mit den jeweiligen
Fortsatzen der angrenzenden Wirbel Gelenke aus (Salomon et al. 2008). Ebene Gelenke, wie
diese sogenannten Zwischenwirbelgelenke (Articulationes zygapophysiales), weisen neben
einem Gelenkspalt mit Gelenkknorpel Uberzogene Gelenkflachen und eine Gelenkhohle auf,
die von einer Gelenkkapsel umgeben ist (Salomon et al. 2008). Die Gelenkkapsel setzt am
Rande der Gelenkknorpel an und umschliet damit die Gelenkfortsatze beider Wirbel
(Salomon et al. 2008). Sie setzt sich aus zwei Schichten zusammen, der duf3eren Schicht
(Stratum fibrosum) und der Synovia produzierenden inneren Schicht (Stratum synoviale)
(Salomon et al. 2008).

Die Zwischenwirbelgelenke bilden gemeinsam mit der Bandscheibe, dem Foramen
vertebralis, den ansetzenden Muskeln und den Bandern ein sogenanntes Bewegungssegment
(Junghanns 1951). Die Bewegungssegmente sind fir die Kraftibertragung zwischen den
Wirbeln zustandig und sorgen fir Stabilitat (Kramer et al. 2014). Gleichzeitig ermdglichen die
Bandscheiben, dass die Wirbelsaule in alle Richtungen beweglich ist (Kramer et al. 2014).
Zwischen den angrenzenden Wirbeln sind mit Ausnahme der Gelenke des ersten Halswirbels
(Atlas) und des zweiten Halswirbels (Axis) meist nur geringe Bewegungen maglich (Kramer et
al. 2014). Die Gesamtbeweglichkeit der Wirbelsaule entsteht erst durch die Summe der
Einzelbewegungen in den Segmenten und nimmt von kranial nach kaudal ab (Schiinke 2014).
Die beschriebenen anatomischen Strukturen der Wirbel zeigen in den einzelnen Bereichen
der Wirbelsaule unterschiedliche Auspragung (Wilkke et al. 1997a). So weist auch der
anatomische Aufbau der Lendenwirbel bei Mensch und Schaf Gemeinsamkeiten und
Unterschiede auf (Wilke et al. 1997a).
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Die Lendenwirbelkérper des Schafes sind langer, jedoch nicht so breit wie die des Menschen
(Mageed et al. 2013b). Die Pedikel sind sowohl beim Schaf als auch beim Menschen héher
als breit (Wilke et al. 1997a). Vergleichbare Werte zeigen sich vor allem in der Pedikelbreite
des zervikalen und lumbalen Bereichs beider Spezies (Wilke et al. 1997a). Der Spinalkanal
des Schafes ist, wie der humane Spinalkanal, breiter als tief und zeigt im lumbalen Bereich
eine ovale Form (Wilke et al. 1997a; Mageed et al. 2013b).

Im Gegensatz zum zervikalen und thorakalen Bereich ist der Dornfortsatz (Processus
spinosus) der Lendenwirbel bei beiden Spezies ungefahr gleichlang ausgepragt (Wilke et al.
1997a). In den genannten, weiter kranial liegenden Bereichen der Wirbelsaule, ist der ovine
Processus spinosus fast zwei bis drei Mal langer als der humane (Wilke et al. 1997a). Beim
Schaf neigen sich die Dornfortsatze im Lendenwirbelbereich nicht wie die humanen nach
kaudal, sondern nach kranial (Mageed et al. 2013b). Die Querfortsatze sind im
Lendenwirbelbereich beim Schaf wie auch die Dornfortsatze nach kranial geneigt und langer
als beim Menschen (Mageed et al. 2013b). Misst man den Abstand vom lateralen linken bis
zum lateralen rechten Ende der beiden Querfortsatze, kann der Abstand beim Schaf bis
doppelt so lang sein (Wilke et al. 1997a; Salomon et al. 2008). Die humanen Querfortsatze
stehen nahezu horizontal und sind leicht nach kaudal geneigt (Bogduk et al. 2000; Schiinke et
al. 2005).

3.3. Aufbau der Bandscheibe bei Mensch und Schaf

Die Bandscheibe (Discus intervertebralis) stellt die Verbindung zwischen den
aufeinanderfolgenden Wirbeln dar (Kramer et al. 2014). Diese flexible Verbindung gehért zur
Gruppe der Synchondrosen (Kramer et al. 2014). Die Bandscheibe besteht aus dem Anulus
fibrosus, einem aufleren, festen Faserknorpelring und einem zentral gelegenen gallertigen

Kern, dem Nucleus pulposus (siehe Abbildung 1) (Kramer et al. 2014).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Bandscheibe

Der Anulus fibrosus besteht hauptsachlich aus Typ-I-Kollagenfasern (Eyre und Muir 1977;
Schiinke 2014). Neben diesen wurden zusatzlich auch Kollagenfasern der Typen II, I, V, VI,
IX, XIl und XIV im Anulus fibrosus nachgewiesen (Eyre und Muir 1976; Eyre und Muir 1977;
Eyre 1979; Roberts et al. 1991). Der Nucleus pulposus weist im Gegensatz zum Anulus
fibrosus einen hohen Gehalt an Typ-Il-Kollagenfasern auf (Eyre und Muir 1977). Er enthalt
auch Kollagenfasern der Typen I, VI und IX (Eyre und Muir 1976; Eyre und Muir 1977).
Insgesamt werden circa 80% des gesamten Kollagengehalts der Bandscheibe durch Typ-l und
Typ-lI-Kollagenfasern gebildet (Eyre und Muir 1977).

Der Anulus fibrosus lasst sich in eine innere und in eine dulRere Zone unterteilen (siehe
Abbildung 1) (Schinke et al. 2005). Die auflere Zone besteht aus einer durch Typ-I-
Kollagenfasern aufgebauten, zugfesten Hiulle (Eyre und Muir 1977; Schiinke et al. 2005).
Diese Typ-I-Kollagenfasern sind in konzentrischen Schichten, sogenannten Lamellen,
angeordnet (Schinke et al. 2005). Die Fasersysteme der Lamellen weisen dabei
unterschiedliche, gegenlaufige Steigungswinkel auf, Gberkreuzen sich und sind mit ihren
Fasern (Sharpeysche Fasern) in der jeweiligen Randleiste (Epiphysis anularis) des
Wirbelkdrpers verankert (Schiinke et al. 2005). Durch diese Verankerung verbinden sie die
Randleisten zweier angrenzender Wirbel miteinander. Die Fasern innerhalb der einzelnen
Lamellen sind parallel zueinander, Fasern aneinandergrenzender Lamellen entgegengesetzt
angeordnet (Urban und Roberts 1995; Reid et al. 2002; Schinke et al. 2005). Der
Orientierungswinkel zwischen den einzelnen Fasern benachbarter Lamellen nimmt von circa
70° zur Wirbelsaulenachse im dueren Anulus fibrosus bis auf circa 50° im inneren Anulus
fibrosus ab (Hickey und Hukins 1980a; Hickey und Hukins 1980b; Cassidy et al. 1989; Reid et
al. 2002).

Die Innenzone des Anulus fibrosus wird durch faserknorpeliges Gewebe gebildet. Die Typ-II-

Kollagenfasern dieser Innenzone strahlen in die zentralen Knorpeldeckplatten der
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angrenzenden Wirbelkdrper ein (Schiinke et al. 2005). Diese Knorpeldeckplatten grenzen den
Anulus fibrosus und den Nucleus pulposus gegen den anliegenden Wirbelkdrper ab (Roberts
et al. 1989). Unter diesen Knorpelplatten liegt die jeweilige Abschlussplatte (Facies
intervertebralis) des Knochens, welche mit Poren durchsetzt ist. Die Poren stellen eine
Verbindung zum Knochenmarksraum der Wirbelkdrper her und damit zu den Gefal3en, welche
auch zur Erndhrung der Bandscheibe dienen (Schiinke et al. 2005).

Die Bandscheibe zahlt, wie beispielweise die Hornhaut (Cornea), zu den avaskularen
Geweben des Korpers (Urban et al. 1977; Urban und Roberts 2003). Bis zum Sauglings-
beziehungsweise Kindesalter ist die Bandscheibe vaskularisiert (Hassler 1969; Taylor et al.
1992). Mit zunehmendem Alter bilden sich diese Gefalde zuruick, wodurch in der erwachsenen,
gesunden Bandscheibe keine Gefalle mehr zu finden sind (Brettschneider 1952; Rudert und
Tilmann 1993). Die Ernahrung erfolgt aufgrund der Abwesenheit der GefalRe durch
Flissigkeitsaustausch hauptsachlich in Form von Diffusion (Urban et al. 1977; Urban et al.
1978; Holm et al. 1981).

Dieser Austausch wird vor allem durch die Bewegung der Wirbelsdule und die somit
erfolgende Belastung und Entlastung erméglicht (Urban et al. 1977; Schinke et al. 2005).
Dabei kann der Austausch tGber zwei Wege stattfinden: Einerseits tber die Blutgefalte, welche
in der Peripherie den Anulus fibrosus umgeben und andererseits Uber die Endplatten der
angrenzenden Wirbelkdrper (Urban et al. 1977; Urban et al. 1978; Holm et al. 1981). Der Weg
Uber die Endplatte ist hierbei laut Ogata und Whiteside (1981) der Weg mit der gréReren
Bedeutung. Durch die Blockade dieses Weges Uber die Endplatte kommt es zu einer deutlich
grofleren Einschrankung des Austauschs von Nahrstoffen und Stoffwechselprodukten (Ogata
und Whiteside 1981). Die beiden unterschiedlichen Moglichkeiten der begrenzenden
Gewebsschichten der Bandscheibe weisen Eigenschaften einer semipermeablen Membran
auf, also Unterschiede in der Durchlassigkeit fiir geldste Stoffe und Flissigkeiten (Kramer et
al. 2014). So diffundiert Glucose hauptsachlich Uber die Endplatten und negativ geladene
Stoffe vorwiegend Uber die Peripherie des Anulus fibrosus in die Bandscheibe (Urban et al.
1977; Holm et al. 1981).

Annlich wie der Nucleus pulposus besteht auch der Anulus fibrosus gréBtenteils aus Wasser,
Proteoglykanen und Kollagen (Eyre und Muir 1977; Eyre 1979). Der Wassergehalt im Anulus
fibrosus betragt 50 bis 82% und nimmt von auf3en nach innen zu; in der AuRenzone des Anulus
fibrosus liegt er zwischen 50 bis 74%, in der Innenzone um 80 bis 82% (Eyre und Muir 1977;
Eyre 1979; Lyons et al. 1981; Kolditz et al. 1985; Weidenbaum et al. 1992; Meakin und Hukins
2000; Costi et al. 2002; Reid et al. 2002; latridis et al. 2007; Zhu et al. 2017).

Der Proteoglykangehalt des Anulus fibrosus liegt bei 10% der Trockenmasse, der

Kollagengehalt liegt zwischen 50 bis 80% der Trockenmasse, wobei sich der Gehalt in der
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Aufdenzone im Bereich zwischen 70 bis 80% und in der Innenzone zwischen 50 bis 60%
bewegt (Blumenkrantz et al. 1977; Eyre und Muir 1977; Eyre 1979; Reid et al. 2002).

Der Nucleus pulposus wird aufgrund seiner Eigenschaften auch oft als Wasserkissen
zwischen zwei benachbarten Wirbelkdrpern bezeichnet (Schiinke et al. 2005). Er ist der Kern
der Bandscheibe und seine Matrix besteht aus einer gallertartigen Masse, welche zu 70 bis
90% aus Wasser zusammengesetzt ist (Eyre und Muir 1977; Kolditz et al. 1985; Weidenbaum
et al. 1992; Reid et al. 2002). Der Gehalt an Proteoglykanen im Nucleus pulposus betragt 30
bis 50% der Trockenmasse und der an Typ-II-Kollagenen bis zu 20% der Trockenmasse (Eyre
und Muir 1976; Eyre 1979; Lyons et al. 1981; Weidenbaum et al. 1992; Meakin und Hukins
2000; Costi et al. 2002).

Der Nucleus pulposus stellt somit den Bereich der Bandscheibe mit der hdchsten
Konzentration an Proteoglykanen und Wasser dar, wahrend der Anulus fibrosus den héchsten
Gehalt an Kollagen aufweist (Kolditz et al. 1985; Inkinen et al. 1998; Reid et al. 2002; Mwale
et al. 2004). Der Proteoglykangehalt der Nuclei pulposi weist in den einzelnen Bereichen der
Wirbelsaule Unterschiede auf. So ist der Proteoglykangehalt der Nuclei pulposi am hdchsten
im Bereich der Lendenwirbelsdule und am niedrigsten bei Bandscheibenkernen der
Halswirbelsaule (Scott et al. 1994). Der Kollagengehalt verhalt sich gegensatzlich, er ist in den
Nuclei pulposi der Halswirbelsdule héher als in denen der Lendenwirbelsaule (Scott et al.
1994).

Der hohe Wassergehalt im Innern des Nucleus pulposus wird durch osmotische Eigenschaften
der Teilchen ermdglicht (Melrose et al. 2001a). Sie sind fir die Erzeugung und die
Aufrechterhaltung des hydrostatischen Drucks im Inneren verantwortlich und tragen damit zu
der Beschaffenheit des Nucleus pulposus bei (Melrose et al. 2001a).

Eins dieser osmotischen wirksamen Molekille ist das Proteoglykan Aggrecan, welches
reichlich im Nucleus pulposus vorhanden ist. Es liegt meist in multimolekularen Aggregaten
vor, in denen die Aggrecan Molekile untereinander durch Hyaluronsauren verbunden sind
(Kiani et al. 2002; Angele et al. 2016). Aggrecan besteht aus einer Kernprotein-Kette mit drei
globularen Bereichen (Domanen) (Kiani et al. 2002). Zwischen der zweiten und dritten
Domane liegen die Bindungsstellen fur die osmotisch wirksamen Glycosaminoglykane (Kiani
et al. 2002). Die erste Domane interagiert mit der Hyaluronsadure und sogenannten Link-
Proteinen, wodurch stabile Komplexe entstehen (Kiani et al. 2002).

Durch seine Fahigkeit Hyaluronsaure zu binden, spielt Aggrecan eine wichtige Rolle in der
Vermittlung von  Knorpelzell-Knorpelzell-Wechselwirkungen und  Knorpelzell-Matrix-
Wechselwirkungen und damit zur Erhaltung der mechanischen Eigenschaften der
Bandscheibe (Kiani et al. 2002; Roughley et al. 2006).

Auch das Proteoglykan Versican ist eines der groen Proteoglykane der Bandscheibe von

Mensch und Schaf (Johnstone und Bayliss 1995; Melrose et al. 2001a). Arbeiten belegen,
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dass die Konzentration von Versican vor allem in ovinen Bandscheiben von Foéten hoch ist,
jedoch mit zunehmendem Alter deutlich abnimmt (Melrose et al. 2001a).

Ebenso verhalt sich das Proteoglykan Perlecan, welches vergleichbar zum Versican vor allem
in den Bandscheiben oviner und humaner Foten detektiert wurde (Melrose et al. 2002; Melrose
etal. 2003). Perlecan zahlt neben Decorin, Lumican, Fibromodulin und Biglycan zu den kleinen
Proteoglykanen der Zwischenwirbelscheibe (Gotz et al. 1997; Melrose et al. 2001a; Melrose
et al. 2003; Brown et al. 2012). Neben den genannten Kollagenen und kleinen und grof3en
Proteoglykanen wurden auch Glykoproteine in der Bandscheibe detektiert (Bywaters und
Dorling 1970; Ladefoged 1985; Hayes et al. 2001; Melrose et al. 2001a).

Bei Belastungen wird die gallertige Masse im Nucleus pulposus durch Koérpergewicht und
Muskelkrafte einem groflen Druck ausgesetzt (Schinke et al. 2005). Dieser Druck auf die
Bandscheibe variiert je nach Haltung und Aktivitdt stdndig. Da der Nucleus pulposus nicht
komprimierbar ist, wird der Druck bei Belastung auf die umliegenden Strukturen, wie den
Anulus fibrosus und die Knorpelplatten der angrenzenden Wirbelkérper, verteilt (Schinke et
al. 2005). Gemeinsam mit dem Anulus fibrosus bildet der Nucleus pulposus somit eine Art
“Stolddampfer”, da der entstehende Druck gleichmaRig abgefangen und auf die Deck- und
Bodenplatten der angrenzenden Wirbel umverteilt wird (Schiinke et al. 2005).

Auch die Hydration der Bandscheiben von Schaf und Mensch Uber eine bestimmte Zeit ist
vergleichbar (Costi et al. 2002). Betrachtet man also die Form, die Hydration, den
Wassergehalt, den Kollagengehalt, sowie die Ausrichtung der Kollagenfasern der
Bandscheibe beider Spezies, so sind diese vergleichbar und die ovine Bandscheibe kann
somit als Modell der humanen dienen (Costi et al. 2002; Reid et al. 2002; Schmidt und
Reitmaier 2013).

3.4. Pathologie der Bandscheibe

Im folgenden Absatz bezieht sich die Arbeit im Wesentlichen auf die Erkenntnisse von Kramer
et al. (2014). Erkrankungen, unabhangig ob diese indirekt oder direkt, von den
Zwischenwirbelscheiben des Menschen ausgehen, werden als bandscheibenbedingte
(diskogene) Erkrankungen bezeichnet. Diese diskogenen Erkrankungen lassen sich in zwei
Gruppen unterteilen: Einerseits in die nicht-degenerativen Bandscheibenerkrankungen,
andererseits in die degenerativen Bandscheibenerkrankungen. Circa 62% aller
bandscheibenbedingten Erkrankungen des Menschen betreffen dabei die Lendenwirbelsaule.
Im Folgenden werden Bandscheibenveranderungen des Menschen naher beschrieben und

auf mdgliche Therapiemalihahmen eingegangen.
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3.4.1. Nicht-degenerative Bandscheibenveranderungen

Zu den nicht-degenerativen  Erkrankungen zahlen Veranderungen die auf
Entwicklungsstorungen, kongenitale Fehlbildungen und Entziindungen zuriickzufiihren sind
(Kramer et al. 2014). Ein Teil der Entwicklungsstérungen sind selten auftretende
Ruckbildungsstérungen der Chorda dorsalis, welche in der Entwicklung bei Wirbeltieren den
Vorlaufer der Wirbelsaule darstellt (Schmorl und Junghanns 1968). Die Chorda dorsalis wird
frihzeitig in der Entwicklung der befruchteten Eizelle (Keimentwicklung) durch die Wirbelsaule
ersetzt (Kramer et al. 2014). Schliel3en sich die Durchtrittsstellen der Chordakanales nicht,
entstehen bogenférmige Eindellungen im dorsalen Drittel der Deck- und Bodenplatten der
Wirbelkorper (Kramer et al. 2014). Im Bereich dieser Eindellungen weist der Wirbelkorper eine
dinnere Kortikalis und eine dinnere Knorpelendplatte auf, wodurch an diesen Stellen
Bandscheibenmaterial in den Wirbelkorper vortreten und sogenannte Schmorl-Knoétchen
(Schmorl-Knorpelknétchen) bilden kann (Schmorl und Junghanns 1968; Kramer et al. 2014).
Weitere nicht-degenerative  Erkrankungen stellen juvenile Aufbaustérungen wie
Ossifikationsverzégerungen, Ossifikationslliicken und Knorpelverknécherungsstérungen dar
(Rathke 1954; Schmorl und Junghanns 1968; Kramer et al. 2014). Sie haben Auswirkungen
auf das Wachstum des Wirbelkdrpers und der Bandscheibe (Rathke 1954; Schmorl und
Junghanns 1968; Kramer et al. 2014). Das Vorhandensein von juvenilen Aufbaustérungen
fuhrt haufig zu vermehrtem Auftreten von bandscheibenbedingten Beschwerden (Idelberger
1984).

Auch kongenitale Fehlbildungen zahlen zZu den nicht-degenerativen
Bandscheibenveranderungen (Winter et al. 1983). Fehlt der Bandscheibenraum zum Beispiel
vollstandig oder teilweise, nennt man die betroffenen, angrenzenden Wirbel Blockwirbel oder
inkomplette Blockwirbel (Hefti 2002). Kongenitale Fehlbildungen der Wirbelsdule entstehen
meist durch toxische Schadigungen wahrend der Schwangerschaft (Winter et al. 1983; Connor
et al. 1987; Kramer et al. 2014). Nur circa 1% der kongenitalen Fehlbildungen sind dabei

hereditaren, also erblichen Ursprungs (Winter et al. 1983; Connor et al. 1987).

Auch Entziindungen zahlen zu den nicht-degenerativen Veranderungen und kénnen die
Wirbelsaule betreffen. Sie kdnnen als Spondylodiszitis, als Spondylitis oder als Diszitis
vorliegen (Kramer et al. 2014). Die Spondylodiszitis beschreibt die Entzlindung des gesamten
Bewegungssegmentes, also zweier benachbarter Wirbelkdrper und der eingerahmten
Bandscheibe (Niethard et al. 2014). In diesem Fall geht die Entziindung von den
Abschlussplatten zweier aneinander angrenzender Wirbel auf die Bandscheibe tber (Niethard
et al. 2014). Geht die Entziindung nicht auf die angrenzende Bandscheibe tber und es bleibt
bei einer isolierten Entziindung der Wirbelkdrper, nennt man dies Spondylitis (Forsting et al.
2009; Niethard et al. 2014). Die Spondylitis und die Spondylodiszitis breiten sich meist
11
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hamatogen aus (Niethard et al. 2014). In Uber 90% der Falle liegt bei Diagnosestellung eine
Spondylodiszitis vor (Forsting et al. 2009).

Die Diszitis ist die isolierte Entziindung der Bandscheibe (Kramer et al. 2014). Sie kann
spontanem oder iatrogenem Ursprung sein und durch gram-positive, durch gram-negative
Erreger, durch Pilzinfektionen oder durch Mykobakterien hervorgerufen werden (Holmes et al.
1988; Honan et al. 1996; Kramer et al. 2014). latrogen erfolgt eine Infektion mit Erregern meist
durch direkte Keimeinbringung durch die Manipulation des Zwischenwirbelraumes,
beispielsweise bei einer Punktion der Bandscheibe (Diskuspunktion) oder bei einer Entfernung
von geschadigtem Bandscheibenmaterial (Diskotomie) (Guyer et al. 1988; Kramer et al. 2014).
Bei entzindlichen, rheumatischen Erkrankungen konnten auch abakterielle Entzindungen der

Zwischenwirbelscheiben detektiert werden (Langlois et al. 2005).

3.4.2. Degenerative Bandscheibenveranderungen

Fardon (2001) definierte die degenerative Bandscheibenerkrankung als ein klinisches
Syndrom, welches fur die Manifestation einer degenerativen Bandscheibenveranderung,
sowie die damit einhergehenden klinischen Symptome, steht. Im Allgemeinen ist es jedoch
schwierig den Alterungsprozess der Bandscheibe und die damit einhergehende
physiologische Degeneration von der pathologischen Veranderung abzugrenzen, da die
Ubergange meist flieRend sind (Osterholt 2011; Kramer et al. 2014).

Nach Adams und Roughley (2006) ist die Degeneration ein komplexer Ablauf aus
zellmodulierten Reaktionen auf die auftretenden, strukturellen Veranderungen. Einerseits
muss die, durch die Aufnahme des aufrechten Ganges zunehmende axiale Belastung als
Ursache angesehen werden. Andererseits sind auch genetische Faktoren, mechanische,
zellulare und biochemische Komponenten, Teil des Prozesses (Adams und Roughley 2006).
Der Prozess geht mit Veranderungen der biomechanischen und histologischen Eigenschaften
der Bandscheibe einher (Forsting et al. 2009). Histologisch lassen sich erste Veranderungen
in den Endplatten, im Anulus fibrosus und im Nucleus pulposus schon im Alter von 10 bis 16
Jahren erkennen (Boos et al. 2002). 85 bis 95% aller 50-Jahrigen haben bei Obduktionen
Anzeichen einer degenerativen Bandscheibenveranderung (Boos et al. 2002; Bérm 2009).
Nach Miller et al. (1988) steigt die Pravalenz von Bandscheibendegenerationen von 16% bei
Menschen im Alter von 20 Jahren auf bis zu 98% bei Menschen im Alter von 70 Jahren an.
Genetische Faktoren spielen in der Bandscheibendegeneration ebenfalls eine Rolle. Die
Erblichkeit flir degenerative Bandscheibenveranderungen im Bereich der Lendenwirbelsaule
wird mit bis zu 74% angegeben (Sambrook et al. 1999; Battie et al. 2004).
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3.4.21. Verlauf der degenerativen Bandscheibenveranderung

Die Anfange der Veranderungen lassen sich, wie zuvor erwahnt, schon mit Erlernen des
aufrechten Ganges und dem damit verbundenen Rickgang der Gefaldversorgung feststellen
(Brettschneider 1952; Rudert und Tillmann 1993; Adams und Roughley 2006). Mit Aufnahme
des aufrechten Ganges Ubertragen sich die entstehenden Drlicke direkt auf die Knochen und
das Bandscheibengewebe (Brettschneider 1952; Rudert und Tillmann 1993; Adams und
Roughley 2006; Kramer et al. 2014). Die in der Bandscheibe liegenden Blutgefalie sind gegen
die veranderten Druckverhaltnisse nicht geschitzt; sie kollabieren, atrophieren und
verschwinden letztlich (Rudert und Tillmann 1993; Kramer et al. 2014).

Es kommt zu einer Mangelversorgung der Bandscheibenzellen, welche durch die Diffusion
anstatt der vorher stattfindenden Blutversorgung nicht behoben werden kann (Urban et al.
1977; Urban et al. 1978; Holm et al. 1981). Durch die Hypoxie entstehen Zellenschaden, die
zu oxidativem Stress fuhren (Nerlich et al. 1997). Bestimmte Marker des oxidativen Stresses,
wie zum Beispiel Carboxy-Methyllisin, konnten gehauft in degenerierten Bandscheiben
nachgewiesen werden (Nerlich et al. 1997). Mit der Gewichtszunahme, wahrend des
Wachstums, steigt die axiale Belastung auf die Wirbelsdule an. In Abschnitten der Wirbelsaule
in denen die axiale Belastung deutlich hoher ist, wie der Lendenwirbelsdule und der
Halswirbelsaule, zeigt sich haufig eine friihzeitige Veranderung des Bandscheibengewebes
(Kréamer et al. 2014).

Bei physiologischer Versorgung der Bandscheibe gleichen sich der Aufbau und der Abbau der
Matrixmolekule stetig aus (Urban und Roberts 2003; Urban et al. 2004). Die
Bandscheibenzellen besitzen jedoch eine schlechte Anpassungsfahigkeit, was zu einer
verminderten Produktion von Molekilen fihrt (Urban und Roberts 2003; Kramer et al. 2014).
Proteinasen, wie die Aggrecanasen und die Matrixmetalloproteinasen (MMPs), bauen jedoch
stetig ihre Substrate weiter ab, wodurch es zu einer Absenkung des pH-Wertes und damit
einer weiter sinkenden Syntheserate von Proteoglykanen und elastischen Fasern kommt
(Sztrolovics et al. 1997; Roberts et al. 2000; Urban und Roberts 2003; Urban et al. 2004).
Matrixmetalloproteinasen (MMPs) kénnen natives Kollagen enzymatisch spalten, wodurch die
Bandscheibenstruktur weiter zerstort wird (Sztrolovics et al. 1997; Roberts et al. 2000; Urban
und Roberts 2003; Urban et al. 2004). Eine erhéhte Expression verschiedener MMPs wurde
in degenerativ veranderten Bereichen der Bandscheibe nachgewiesen (Roberts et al. 2000;
Bdrm 2009).

Durch den Verlust an osmotisch wirksamen Molekulen, wie den Proteoglykanen, kommt es
zum Quelldruckverlust und zur Héhenabnahme der Bandscheibe (Roughley et al. 2002;
Roughley 2004; Roughley et al. 2006). Es wird vermehrt minderwertiges Gewebe gebildet und
die Bandscheibe verliert weiter an Elastizitat (Lyons et al. 1981; Urban und Roberts 2003).
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Neben der Ausbildung von minderwertigem Gewebe konnte in degenerierten Bandscheiben
auch die Einsprossung von Gefalten aus der Umgebung und von Nervenfasern detektiert

werden (Coppes et al. 1997; Freemont 2009).

3.4.2.2. Phasen der degenerativen Bandscheibenveranderung

Kirkaldy-Willis und Farfan (1982) teilen die Manifestation der degenerativen Veranderung in
drei Phasen, wobei die Dauer der einzelnen Phasen und ihre Symptome nicht klar voneinander
abgrenzbar sind. Die Dysfunktionale Phase beschreibt die Degeneration des Nucleus
pulposus, die Rissbildung im Anulus fibrosus und friih in Erscheinung tretende
osteoarthritische Veranderungen. Die zweite Phase, die instabile Phase, fasst die
Begebenheiten zusammen, die zur unphysiologischen und vergréfierten Beweglichkeit des
Segmentes flhren (Kirkaldy-Willis und Farfan 1982). Die dritte Phase bezeichnet die Phase
der erneuten Stabilisierung des betroffenen Bewegungssegmentes, unter anderem durch
vermehrte Bildung von Kollagen in der Bandscheibe und der Bildung von osteophytaren
Anbauten der Wirbelkérper (Kirkaldy-Willis und Farfan 1982; Osterholt 2011; Vogl et al. 2011).

3.4.2.2.1. Dysfunktionale Phase

In Folge des Degenerationsprozesses kommt es zur Reduktion der Dichte an Zellen im
Nucleus pulposus und zur Abnahme des Gehaltes an Kollagen und an Proteoglykanen (Bérm
2009). Als Folge des Verlustes an osmotisch wirksamen Molekilen kommt es zu einem
verminderten Wasserbindungsvermdégen und damit im Verlauf des Alterungsprozesses und
der Bandscheibendegeneration (Diskose) zu einer Abnahme des Wassergehaltes der
Bandscheibe (Forsting et al. 2009).

Durch den verringerten Quelldruck vermindert sich die stutzende Funktion des Nucleus
pulposus gegenuber dem Faserring (Raj 2008). Die Belastung auf den Faserring nimmt zu
und es kommt zu Rissbildung im Gewebe des Anulus fibrosus (Guterl et al. 2013; Kramer et
al. 2014). Konzentrische Risse verandern die Struktur des Anulus fibrosus und werden im
Prozess des Alterns beschrieben, wahrend radidre Risse die Ausgangspunkte fiir die
Lageveranderungen von Nucleus pulposus Material darstellen (Osterholt 2011; Kramer et al.
2014). Bei der Protrusion sind die aufderen Schichten des Anulus fibrosus noch intakt (Kramer
et al. 2014). Werden die aufderen Schichten durchbrochen, kommt es zum sogenannten
Prolaps (Kramer et al. 2014). Das Material des Nucleus pulposus wird hierbei in den
Wirbelkanal gepresst und kann zu einer Kompression des Ruckenmarks oder der

Spinalnervenwurzel fihren (Kramer et al. 2014).
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3.4.2.2.2. Phase der Instabilitdt und der erneuten Stabilisierung

Ein Faktor, welcher die schlechte Versorgungslage weiter verstarkt, ist die durch
unphysiologische Bewegungen entstehende und mit dem Alter zunehmende Kalzifizierung der
Wirbelkérperendplatten (Bernick und Cailliet 1982; Roberts et al. 1996; Urban und Roberts
2003). Haufig kalzifizieren die Knorpelzellen der Endplatten zuerst, die nahe des Wirbelkérpers
liegen und werden abgebaut (Forsting et al. 2009). Die knorpeligen Endplatten werden dinner
und kénnen die Bandscheibe nur noch unzureichend vom Wirbelkdrper abgrenzen (Forsting
et al. 2009). Durch Rissbildung der knorpeligen Endplatten, in welche Nucleus pulposus
Material vortreten kann, kommt es zu sogenannten intervertebrale Hernien. Die Bandscheibe
verliert weiter an Hohe, wenn dieses in den Wirbelkdrper hervorgetretene Gewebe, abgebaut
wird (Forsting et al. 2009). Der Verlust der Bandscheibenhohe wirkt sich auch auf weitere
anliegende Strukturen aus. Durch Abnahme der Elastizitat und des intradiskalen Drucks der
Zwischenwirbelscheibe, kommt es zu einer vermehrter Belastung des Anulus fibrosus und der
Facettengelenke (B6rm 2009).

Kirkaldy-Willis et al. (1978) fanden heraus, dass eine degenerative Veranderung der
Bandscheibe meist in Kombination mit einer Veranderung der Facettengelenke einhergehtund
diese Beziehung auch umgekehrt besteht. Dies fuhrt zum Zustand der Segmentinstabilitat;
durch Abnahme der Bandscheibenhdhe und durch den Wasserverlust kommt zu einem
verminderten Zusammenhang der WirbelkOrper untereinander und damit zur
Bandscheibenlockerung (Kirkaldy-Willis et al. 1978; Kirkaldy-Willis und Farfan 1982).
Unphysiologische Bewegungen werden moglich, wodurch es zu Reaktionen der
angrenzenden Wirbelkérper kommt. Als Folgen der Instabilitdt treten zum Beispiel
Verschiebungen der Wirbel gegeneinander, Defekte an den Endplatten und Spondylose auf
(Kirkaldy-Willis et al. 1978; Kirkaldy-Willis und Farfan 1982).

3.5. Therapie der Bandscheibenerkrankungen

3.5.1. Therapieformen

Ob konservativ oder operativ therapiert wird, ist abhangig von der Auspragung und Dauer der
klinischen Symptome (Koller 2010). Kramer et al. (2014) unterscheiden die lokalen
Lumbalsyndrome, die lumbalen Wurzelsyndrome und die Kaudasyndrome voneinander. Unter
dem Begriff Lumbalsyndrom werden alle Symptome, die durch degenerative Veranderungen
oder Funktionsstérungen im lumbalen Abschnitt der Wirbelsaule entstehen, zusammengefasst
(Kramer et al. 2014). Das lokale Lumbalsyndrom beschrankt sich in seiner Symptomatik auf
die Lumbalregion (Kramer et al. 2014). Lumbale Wurzelsyndrome gehen zusatzlich mit

Schmerzen die in ein Bein ausstrahlen einher und bei den Kaudasyndromen kommt es zu
15



Grundlagen

tiefen Querschnittssymptomen (Kramer et al. 2014). 62% aller bandscheibenbedingten

Erkrankungen betreffen die Lendenwirbelsaule (Kramer et al. 2014).

3.5.2. Konservative Therapie

Jedes Bewegungssegment ist ein dreigelenkiger Komplex der aus zwei Wirbelkérpern, der
dazwischenliegenden Bandscheibe, den Facettengelenken und einer Vielzahl von Band- und
Muskelstrukturen besteht (Junghanns 1951). Die neben der Wirbelsaule liegende Muskulatur
und der umliegende Bandapparat ermdglichen die physiologische Bewegung und spielen eine
bedeutende Rolle in der Stabilisierung der Wirbelsaule (Quint et al. 1998; Osterholt 2011).
Ziele der konservativen Therapie sind Schmerzreduktion, Pravention von Rezidiven und die
Kuration und die Rehabilitation (Bérm 2009; Gollnast 2012). Es sind verschiedene
Therapieverfahren bekannt, die der konservativen Therapie zugeordnet werden kdnnen (Bérm
2009). Die konservative Therapie basiert dabei auf einem Einsatz von zum Beispiel
Krankengymnastik, medikamentéser Therapie und physikalischer Therapie in Form von
thermischen, elektrischen, mechanischen, kinetischen und physikochemischen Anwendungen
(Malanga und Nadler 1999; Borm 2009).

Mittlerweile wird die aktive Therapie in Form von Bewegung den passiven MalRnahmen
vorgezogen, um eine schnellere Rehabilitation zu erreichen (Bérm 2009). Die Physiotherapie
nimmt eine bedeutende Rolle im Rahmen der konservativen Therapie ein. Ubungen im
Rahmen der Physiotherapie sollen zu einer Reduktion der Schmerzen fuhren, die
Facettengelenke entlasten und die umliegende Muskulatur zur Stabilisierung des Segmentes
starken (Borm 2009; Osterholt 2011; Kramer et al. 2014).

Neben einer oral verabreichten medikamentésen Therapie zahlt auch der Einsatz
schmerztherapeutischer Injektionen mit Lokalanasthetika, Steroiden oder Kombinationen
beider Mittel zur konservativen Therapieform (Shapiro und Risbud 2013). Die reine
Physiotherapie wurde mittlerweile von den multimodalen Behandlungsprogrammen abgeldst,
also der Kombination mehrerer verschiedener, konservativer Therapien (Bérm 2009).
Patienten die mit einem multimodalen Therapieansatz behandelt werden, zeigen eine
reduzierte Chronifizierungstendenz und kénnen schneller in ihr Arbeitsleben zuriickkehren
(Bromme et al. 2015).

Nicht nur somatische Faktoren fihren zu Einschrankungen des Betroffenen, auch
psychologische und psychosoziale Faktoren spielen eine Rolle (Gatchel et al. 1995). Deshalb
wird haufig eine Verhaltenstherapie erganzend zu den anderen Methoden eingesetzt, um so

auch diese Komponente des Schmerzgeschehens zu reduzieren (Bérm 2009).
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3.5.3. Operative Therapie

Ist die konservative Therapie bei der Behandlung eines Bandscheibenvorfalls nicht erfolgreich
und eine gravierende Besserung der Symptomatik tritt auch nach sechs bis acht Wochen nicht
ein, wird eine Umstellung der Behandlungsmethode oder eine chirurgische Therapie
empfohlen (Rothoerl et al. 2002).

Die chirurgischen Therapiemaoglichkeiten lassen sich in minimalinvasive oder offen operative
Methoden unterteilen (Kramer et al. 2014). Die jeweilige chirurgische Therapiemethode sollte
in Abhangigkeit von der Indikationsstellung und der Kenntnisse des Chirurgen gewahlt werden
(Guder 2008). Die minimalinvasive Therapie, auch als invasive, nichtoperative Therapie
bezeichnet, bildet einen weiteren Behandlungszweig zwischen der konservativen und der
offenen operativen Therapie (Kramer et al. 2014).

Die chirurgischen Therapiemethoden kénnen je nach dem jeweiligen Ziel in verschiedene
Kategorien eingeteilt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wird nur auf einige Vertreter der beiden

Therapieformen eingegangen.

3.5.3.1. Nukleotomie

Bei der chirurgischen Therapiemethode Nukleotomie beziehungsweise Diskektomie wird das
prolabierte Gewebe der Bandscheibe entfernt, mit dem Ziel die Dekompression der nervalen
Strukturen zu erreichen (Kramer et al. 2014). Neben der Méglichkeit eines offenen operativen
Zugangs, kann bei den minimalinvasiven perkutanen Verfahren die betroffene Bandscheibe
auch Uber einen posterolateralen, perkutanen Zugang mittels, einer Sonde erreicht werden
(Kramer et al. 2014). Dieser Zugang wurde aus der Diagnostik Ubernommen, wo er
beispielsweise zur Punktion genutzt wird.

Die Mikrodiskektomie gehort zu den offenen chirurgischen Standardtherapieverfahren
(Krugluger und Knahr 2001). Auch bei den offenen, chirurgischen Verfahren geht die Tendenz
zu den mikrochirurgischen Eingriffen, um eine maoglichst geringe Schadigung der umliegenden
Strukturen zu erreichen (Kramer et al. 2014). Haufig fuhrt die Durchfuhrung einer Nukleotomie
zu einer weiteren iatrogenen Schadigung der Bandscheibe, wodurch eine Degeneration des
betroffenen Bewegungssegmentes gefordert wird (Hanley und Shapiro 1989; Ogon et al. 1997;
Singh et al. 2009). Der operative Zugang fiuhrt zusatzlich zu einer funktionellen
Beeintrachtigung der umliegenden Strukturen (Leu 1990).

Ein weiteres minimalinvasives Verfahren stellt die Chemonukleolyse dar. Bei diesem
Verfahren werden chondrolytische Enzyme, wie Chymopapain, Chondroitinase ABC oder
Kollagenasen, in die Bandscheibe injiziert und I6sen dort das Gewebe des Nucleus pulposus

auf (Krugluger und Knahr 2001). Auch ein Gemisch aus Sauerstoff und Ozon wird genutzt
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(Magalhaes et al. 2012; Streitparth und Disch 2015). Bei der Chemonukleolyse konnten in der
Literatur unterschiedliche Nebenwirkungen dokumentiert werden, wie zum Beispiel allergische
Reaktionen, fortschreitender Stabilitatsverlust oder der postinjektionelle Kreuzschmerz
(McCulloch 1980; Olmarker et al. 1990; Nordby et al. 1993).

Die Erfolgsrate der perkutanen lumbalen Diskektomie liegt nach Chatterjee et al. (1995) bei
nur 29%. Im Vergleich dazu liegt die Erfolgsrate der Mikrodiskektomie bei 80% (Chatterjee et
al. 1995).

Uber ein Viertel der Patienten geben nach der Nukleotomie noch Schmerzen an (Hanley und
Shapiro 1989; Loupasis et al. 1999; Vik et al. 2001). Neben anhaltenden oder erneut
auftretenden Schmerz sind auch ein Instabilitatsgefihl und erneute neurologische Symptome
mdglich (Hanley und Shapiro 1989; Loupasis et al. 1999; Vik et al. 2001). Diese Symptome
treten bei circa 37% der Patienten nach der Operation auf und werden dem sogenannten
Postdiskotomiesyndrom oder auch Postdiskektomiesyndrom (englisch: Failed back surgery
syndrome (FBSS)) zugeordnet (Rodrigues et al. 2006). In den zahlreichen Literaturangaben
wird die Reoperationsrate nach der Durchfihrung einer Nukleotomie mit 7,3-18,4%
angegeben (Dvorak et al. 1988; Hoffman et al. 1993; Loupasis et al. 1999; Vik et al. 2001).
Diese Zahlen machen deutlich, weshalb mittlerweile die Indikation flir eine Operation kritischer

hinterfragt wird.

3.5.3.2. Fusionsoperationen

Bei der Entfernung von prolabiertem Bandscheibenmaterial wird zwar eine Dekompression
der nervalen Strukturen erreicht, jedoch bleibt die Segmentinstabilitdt oder wird durch die
durchgefiihrte Entfernung des Materials sogar noch erhéht (Kramer et al. 2014).
Fusionsoperationen, auch Spondylodesen genannt, werden haufig bei Patienten zur
Behebung der Instabilitat eines Postdiskotomiesyndroms angewendet (Leu 1990). Ziel der
Fusionsoperation ist die Stabilisierung des instabilen Segmentes durch eine knécherne
Uberbriickung (Kramer et al. 2011; Kramer et al. 2014). Es lassen sich die implantathaltigen
von den implantatfreien Fusionsoperationen unterscheiden (Kramer et al. 2014).

Ein Nachteil der Spondylodesen ist, dass es durch die Versteifung zu einer vermehrten
Belastung der angrenzenden Segmente kommt (Lee 1988; Aota et al. 1995). Folgend kommt
es in den benachbarten Segmenten zur Degeneration oder zur Verstarkung eines schon
bestehenden Degenerationsprozesses (Lehmann et al. 1987; Lee 1988; Ghiselli et al. 2004;
Soh et al. 2013). Von diesen Veranderungen ist vermehrt das tiber dem fusionierten Segment
liegende Segment betroffen (Aota et al. 1995; Chosa et al. 2004; Ghiselli et al. 2004; Soh et
al. 2013).
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Nach Guigui et al. (2004) betragt die Haufigkeit des Auftretens von Komplikationen nach
Spondylodesen 23%. Die Reoperationsrate wird mit bis zu 14,7% beschrieben (Guigui et al.
2004).

3.5.3.3. Dynamische Systeme

Die dynamischen Systeme haben zum Ziel, wie die Fusionsoperationen eine Stabilisierung
des Segmentes zu erreichen, dies jedoch mit gleichzeitigem Erhalt einer Restbeweglichkeit im
Segment zu kombinieren (Kramer et al. 2014). Durch den Erhalt der Restbeweglichkeit im
Segment soll vor allem die Mehrbelastung der Nachbarsegmente verhindert werden
(Schmoelz et al. 2006).

Es gibt zahlreiche Variationen dieser dynamischen Systeme (Kramer et al. 2014). Ziel des
Systems kann sein, die Bandscheibe mittels einer Totalendoprothese vollstandig zu ersetzten
(Link 2002; Mayer et al. 2002). Teilprothesen (Nucleusersatz) sind Systeme, die darauf
abzielen den Nucleus pulposus zu ersetzen, den Anulus fibrosus jedoch zu erhalten (Edeland
1981; Meakin et al. 2001; Korge et al. 2002).

Diese Systeme stellen Vorrichtungen dar, die durch reduzieren und kontrollieren der
Segmentbewegung die Bandscheibe in Position halten (Freudiger et al. 1999; Stoll et al. 2002).
Die postoperativen Ergebnisse der Totalendoprothesen sind mit denen der
Fusionsoperationen vergleichbar (McAfee et al. 2005; Shedid et al. 2005; Berg et al. 2009; van
den Eerenbeemt et al. 2010; Yajun et al. 2010). Im Gegensatz zu den Fusionsoperationen
bleibt jedoch die Moglichkeit zur Bewegung im operierten Segment erhalten und die Hohe der
Bandscheibe wird wieder hergestellt (Blumenthal et al. 2005; McAfee et al. 2005).

Die postoperativen Studien zeigen jedoch, dass durch die Mehrbelastung der Facettengelenke
es auf lange Sicht zu einer Versteifung in den operierten Segmenten kommt (van Ooij et al.
2003; Putzier et al. 2006; Kim et al. 2010). Bei den Totalendoprothesen und auch bei den
Teilprothesen kann es zu Komplikationen, wie Fusion der Wirbelkérper und Dislokation des

Prothesenmaterials, kommen (Guder 2008).

3.5.3.4. Ersatz des Nucleus pulposus

Bei der operativen Versorgung eines Bandscheibenprolaps wird meist eine Entfernung des
hervorgetretenen Nucleus pulposus Materials vorgenommen, wodurch es zu einer
Reduzierung der physiologischen Bandscheibenhéhe kommt (Brinckmann und Grootenboer
1991). Im Anschluss an die Operation kommt es zu Einschrankungen in der biomechanischen
Funktion des Nucleus pulposus, wodurch es zu weiteren Auswirkungen auf den Anulus
fibrosus und auf die Endplatten kommt (Meakin und Hukins 2000).
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Die Implantate zum reinen Nucleus pulposus Ersatz sollen die Bandscheibenhdhe
wiederherstellen, stabile Bewegung im Segment erméglichen und die umliegenden Strukturen
stabilisieren (Bao et al. 1996). Durch diese Anforderungen sollen die Implantate versuchen,
die Anatomie und die Funktion der Bandscheibe wiederherzustellen und setzten gleichzeitig
voraus, dass die Endplatten der Wirbel und der Anulus fibrosus unversehrt sind (Bao et al.
1996; Bao und Yuan 2002). Das erste Implantat fir den Nucleusersatz stellte 1966 eine
Stahlkugel nach Fernstrom dar (Fernstrom 1966; Kramer et al. 2014). Durch das Implantat
nach Fernstrom kam es zu Komplikationen wie Lockerungen des Implantats und Einbrichen
in die Deck-und Bodenplatten der Wirbel (Bao und Yuan 2002; Di Martino et al. 2005).
Nachfolgend wurden Implantate entwickelt, die die Viskoelastitdt des Nucleus pulposus
nachahmen. Zum Beispiel werden sogenannte Hydrogele eingesetzt, also synthetische
viskdse Materialien, die den natirlichen Nukleus pulposus imitieren sollen (Thomas et al.
2003; Reitmaier et al. 2012). Sie bestehen aus dreidimensionalen Polymernetzwerken, die an-
und abschwellen konnen und somit in der Lage sind, Wasser in Abhangigkeit von der jeweilig
stattfindenden Belastung aufzunehmen und abgeben zu kénnen (Thomas et al. 2003).

Eine dieser Nucleusprothesen stellt die Prothesis Disc Nucleus (PDN®) (Raymedica Inc.
Bloomington) mit einer definierten Wasseraufnahmekapazitat dar (Ray 2002). Das PDN®-
Implantat besteht aus einem Hydrogel, umschlossen von einer Hiille aus Polyethylen (Ray
2002). Die Wasseraufnahmekapazitat des Implantats ermdglicht es, die Bandscheibenhéhe
zu erhalten - beziehungsweise wiederherzustellen - und die groRe Auflageflache der Hiille
verhindert Einbriiche in die Endplatten der angrenzenden Wirbel (Wilke et al. 2001; Ray 2002;
Wilke et al. 2002). Weitere Implantate fur den Ersatz des Nucleus pulposus bestehen aus
flissigen Polymeren wie beispielsweise Silikon oder Polyurethan, die nach Implantation in situ
ausharten kénnen (Bao und Yuan 2002; Di Martino et al. 2005; Boyd und Carter 2006). Vorteil
dieser Implantate ist, dass sie durch ihren flissigen Charakter ohne das Setzen eines groften
Defekts in den Anulus fibrosus injiziert werden kdnnen (Bao und Yuan 2002; Di Martino et al.
2005; Boyd und Carter 2006).

Aktuell im Fokus der Forschung stehende Therapieansatze beschaftigen sich mit dem
Regenerationspotential des Nucleus pulposus. Hierbei werden zum Beispiel Tissue
Engineering-Implantate in Form von Gerlsten (Scaffolds) aus Kollagen verwendet (Wilke et
al. 2006).

Da bei diesen Techniken der Defekt im Anulus fibrosus nicht verschlossen wird, kann es zu
Reherniationsraten an den Defektstellen von bis zu 23% kommen (Barth et al. 2008a; Barth et
al. 2008b; Lebow et al. 2011). Es kénnen zwei verschiedene Typen der erneuten Herniation
unterschieden werden (Ebeling et al. 1989; Laus et al. 1993); Die frihe Herniation, die
innerhalb des ersten Jahres nach der Operation auftritt und hauptsachlich aus weiterem

Bandscheibenmaterial besteht und die spate Herniation, die erst nach mehr als einem Jahr
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nach der Operation auftritt und neben Bandscheibenmaterial auch Reparationsgewebe enthalt
(Laus et al. 1993).

3.5.3.5. Reparatur des Anulus fibrosus

Fir den Erfolg der Methoden zum Ersatz des Nucleus pulposus spielt die funktionelle
Wiederherstellung des Anulus fibrosus in Form von verschiedenen Verschlussmechanismen
somit eine bedeutende Rolle (Bron et al. 2010; Li und Kong 2015; Sharifi et al. 2015). Nur ein
intakter Anulus fibrosus kann den Druckverhaltnissen innerhalb der Bandscheibe standhalten
(Li und Kong 2015). Erste Techniken zum Verschluss des Anulus fibrosus wurden mit
verschiedenen Naht- und Klebetechniken durchgefiihrt. Angewendete Nahttechniken zum
Verschluss des Anulus fibrosus erreichten nicht geniigend mechanische Stabilitat (Ahlgren et
al. 2000; Suh et al. 2015). Nahttechniken in Kombination mit Fibrin brachten zwar bessere
Ergebnisse, erreichten jedoch keinen dauerhaften Verschluss des Anulus fibrosus (Heuer et
al. 2008).

Weitere Verschlussmethoden wurden mit verschiedenen mechanischen Barrieren
durchgeflhrt (Bron et al. 2010; Parker et al. 2016). Haufig wurden sie von Komplikationen in

Form von Destruktion oder Deslokation des Implantats begleitet (Bron et al. 2010).

3.5.4. Regenerative Therapieansatze

Die regenerativen Methoden des Tissue Engineerings nutzen die Verwendung von Zellen oder
Gerusten (Scaffolds) oder eine Kombination (Stock und Vacanti 2001). Das
Selbstheilungspotential des Anulus fibrosus ist gering (Melrose et al. 2007; Guterl et al. 2013).
Jedoch konnten Henriksson et al. (2009) eine kontinuierliche aber geringe
Zellproliferationsrate in der Bandscheibe feststellen.

Somit basieren auch die Methoden des Anulus fibrosus Tissue Engineering auf der Nutzung
von verschiedenen Gerlsten und von Zellen zur Regeneration (Cho et al. 2013; Li und Kong
2015; Tavakoli 2017).

Um der urspriinglichen Matrix zu &hneln, bestehen diese Geriste (Scaffolds) aus nativen oder
synthetischen, biologisch abbaubaren Materialien (Le Visage et al. 2006; Li und Kong 2015).
Die verschiedenen Scaffolds haben eine unterschiedliche Porositat und unterschiedliche
Orientierung der Fasern und kénnen zum Beispiel anhand ihrer Phasen in zwei Kategorien
unterteilt werden (Li und Kong 2015). Sie kénnen in Form einer einzelnen Einheit vorliegen
oder aus zwei Phasen bestehen, die die duflere und innere Schicht des Anulus fibrosus

simulieren (Li und Kong 2015).
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Bowles et al. (2011) entwickelten eine vollstandige Bandscheibe bestehend aus zwei Phasen:
eine Phase aus Kollagen |, um den Anulus fibrosus, und eine zweite Phase aus Alginat, um
den Nucleus pulposus zu simulieren. Am Kleintiermodell zeigt das Tissue Engineering zum
kompletten Ersatz der Bandscheibe positive Ergebnisse (Bowles et al. 2011; Li und Kong
2015).

Mehrere Arbeiten untersuchten diese Scaffolds aus verschiedenen Biomaterialien auch in
Kombination mit Zellen (Tsai et al. 2014; Colombini et al. 2015; Pirvu et al. 2015; Tavakoli
2017; Cruz et al. 2018; Ma et al. 2018). Die benétigten Anulus fibrosus Zellen kénnen bei einer
Operation chirurgisch gewonnen werden (Guterl et al. 2013). Haufig ist natives Gewebe des
Anulus fibrosus jedoch nur als Quelle fur Zellen verfliigbar indem ein neuer Defekt gesetzt wird
(Hondke et al. 2018).

Zellfreie regenerative Ansatze stellen somit ebenfalls einen interessanten Ansatz fir die
Forschung dar. In Form von beispielsweise dreidimensionalen Gertisten sollen Biomaterialen
den Defekt abdecken oder verschlielien und so dem Gewebe Stabilitat verleihen (Hondke et
al. 2018). Gleichzeitig dienen die zellfreien Scaffolds den kérpereigenen Zellen als Gerust fir
die Geweberegeneration (Amaia et al. 2012; Hegewald et al. 2015; Sharifi et al. 2015; Hondke
et al. 2018). Ziel ist, dass die Zellen aus der Umgebung in den Defekt einwandern, sich dort
vermehren und extrazelluldre Matrix produzieren (Hondke et al. 2018).

Zellen lassen sich durch verschiedene Substanzen anlocken, die gewisse chemische
Eigenschaften aufweisen (positive Chemotaxis). Die Wanderung der Zellen findet entlang
eines Konzentrationsgradienten von diesen Lockstoffen, zum Beispiel sogenannten
Chemokinen, statt (Baumgartner und Gruber 2015). Chemokine sind eine Familie der
chemotaktischen Zytokine (Hegewald et al. 2012).

Die Chemokin-vermittelte Migration von Zellen stellt einen weiteren regenerativen Ansatz zur
Geweberegeneration an Defektgewebe dar (Ringe et al. 2007; Hegewald et al. 2012). Auch
Anulus fibrosus Zellen lassen sich durch verschiedene Stoffe wie Chemokine stimulieren
(Hegewald et al. 2012). Hegewald et al. (2012) detektierten Chemokinrezeptoren auf humanen
Anulus fibrosus Zellen. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass die Zellen sich durch Chemokine
anlocken lassen und somit chemotaktische Mechanismen in der Regeneration von
Defektgewebe eine Rolle spielen kénnen (Hegewald et al. 2012).

Weitere Wachstumsfaktoren wie TGF-3 (englisch: TGF-Transforming growth factor beta) und
FGF-2 (englisch: fibroblast growth factor-2) konnten in vitro die Expression von Matrix
Molekdlen in humanen Anulus fibrosus Zellen stimulieren (Hegewald et al. 2013; Guillaume et
al. 2014; Hondke et al. 2018).

Hondke et al. (2018) zeigten, dass unabhangig vom Degenerationsstatus des Gewebes,
Anulus fibrosus Zellen ihr Potential zur Proliferation, zur Migration und fur die Bildung

extrazellularer Matrix beibehalten.
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Diese Arbeit untersucht die Wirkung des Chemokins CCL25 und des plattchenreichen Plasma
auf ovine Anulus fibrosus Zellen. Das Chemokin TECK, auch thymus expressed chemokine
(TECK) genannt, ist Rezeptorligand flir den Chemokinrezeptor CCR9 (Murphy et al. 2000).
Das in dieser Arbeit verwendete Chemokin CCL 25 zeigte im Versuch mit mesenchymalen
Zellen, dass es in der Lage ist, diese dosisabhangig anzulocken (Stich et al. 2008; Binger et
al. 2009; Ullah et al. 2013).

Das ebenfalls in dieser Arbeit verwendete platichenreiche Plasma (englisch: platelet rich
plasma; PRP), auch thrombozytenreiches Plasma genannt, ist eine autologe Thrombozyten-
konzentration in einem kleinen Plasmavolumen, welches aus Vollblut gewonnen wird (Marx
2001).

In 3D-Zellkulturen konnte das plattchenreiche Plasma die Proliferation, die Migration und die
Ausbildung von extrazellularer Matrix von Anulus fibrosus Zellen induzieren (Akeda et al. 2006;
Hondke et al. 2018).

AbschlieRend ist somit die Suche nach einem geeigneten Implantat, ob in Kombination mit
Zellen oder zellfrei, zur Wiederherstellung der Integritdt des Anulus fibrosus nicht
abgeschlossen und bietet viele Mdglichkeiten fir weitere Forschungsansatze. Weitere
Experimente, auch am Tiermodell, werden folgen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich deshalb mit einem dieser weiteren Forschungsansatze
- der Defektschliefung mittels eines zellfreien Implantats in Kombination mit verschiedenen
Wirkstoffgruppen - um exemplarisch die Auswirkungen eines Implantats auf die Anulus
fibrosus Zellen des Schafs und das Schafsegment zu testen.

Da weitere Experimente am ovinen Tiermodell folgen werden, soll die vorliegende Arbeit
zusatzlich untersuchen, ob die ovinen Anulus fibrosus Zellen sich durch verschiedene
Stoffgruppen in vitro zur Migration induzieren lassen, aus der Umgebung in das Implantat

einzuwandern, sich zu reproduzieren und extrazellulare Matrix auszubilden.
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4. Material und Methoden

4.1. invitro Versuche: Chemotaxisassay und 3D-Zellkulturen

Fur den in vitro Versuchsanteil wurden von funf ovinen Spendertieren (unbekannter Herkunft)
nach erfolgter Euthanasie aus Bandscheiben der Lendenwirbelregion Anulus fibrosus Zellen
isoliert. Diese Anulus fibrosus Zellen wurden vermehrt und in Bezug auf ihr
Migrationsverhalten bei Induzierung mit TECK sowie der Fahigkeit zur Bildung einer

knorpeléahnlichen extrazellularen Matrix in 3D-Zellkulturen untersucht (siehe Abbildung 2).

in vitro Versuche
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Abbildung 2: FlieBschema liber die Planung der in vitro Versuche

Die Arbeiten an den Proben wurden unter einer sterilen Werkbank durchgefiihrt. Die
Inkubation der Zellkulturen fand im Brutschrank bei 37° C und 5% CO: und 95%
Luftfeuchtigkeit statt. Die Zentrifugation erfolgte stets bei 561 g (Schleuderziffer) flr flnf
Minuten. Abweichungen von diesen Angaben zur Zentrifugation werden im Text kenntlich
gemacht. Als Medium wurde fir die Kultivierung 500 ml Medium (DMEM, Dulbecco's Modified
Eagle Medium mit stabilem Glutamin, 3,7 g/l NaHCO3 und 1,0 g/l D-Glukose, FG0415,
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) mit 10% ovinem Serum und mit 1%
Penicillin/Streptomycin (Penicillin/Streptomycin, flissig, 10.000 U/ml / 10.000 pg/ml, A2213,
Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland) versetzt.
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Alle Materialen wurden vor der Nutzung entweder im Autoklaven bei 120° C mit Wasserdampf

sterilisiert oder waren sterile Einwegartikel.

4.2. Isolation der Anulus fibrosus Zellen

Die fuinf Bandscheibenproben der Spendertiere wurden jeweils zu Beginn dreimalig mit PBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS)-Losung ohne Ca?*, Mg?*, L1825, Biochrom
GmbH, Berlin, Deutschland) gewaschen. Die gewaschene Probe wurde im Anschluss in eine
Petrischale Uberflhrt, mit PBS benetzt, Teile vom Anulus fibrosus abgeschnitten und mit einem
Skalpell in circa 1 mm?3 grolke Fragmente zerkleinert.

Die Enzyme Collagenase CLS Il (Collagenase Typ Il, CLS Il, C 2-28, Biochrom GmbH, Berlin,
Deutschland), Collagenase P (Collagenase P, 11213865001, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Deutschland) und Hyaluronidase (Hyaluronidase, H2126, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) wurden jeweils in Aliquot auf 3 ml Gesamtmenge gemischt.
Diese 3 ml Enzym-Verdau-Lésung wurde mit 7 ml Medium in eine 10 ml Spritze aufgezogen
und steril in eine Spinnerflasche (Spinnerflasche, 50 ml, WHEATON®, New Jersey, USA)
gefiltert (Spritzenvorsatzfilter 0,22 um, Whatman™ Maidstone, England). Dann wurden die
Anulus fibrosus Fragmente mit Medium (20ml) aufgenommen und hinzugegeben (30 ml
Gesamtvolumen).

Die bestlickte Spinnerflasche wurde flir den anschlielienden Verdau auf einen Magnetrihrer
in den Brutschrank gestellt und zwdlf Stunden inkubiert.

Nach Inkubation wurde die Zellsuspension mittels Zellsieb in ein Reaktionsgefall tberfihrt und
zentrifugiert. Das nach dem Zentrifugieren vorliegende Zellpellet mit den korpuskularen
Bestandteilen wurde in Medium resuspendiert und die Zellzahl mit Trypanblau-Methode in

einer Neubauer Zahlkammer bestimmit.

Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer- Zahlkammer

Mit der Trypanblau-Methode kann neben der Differenzierung von lebenden gegeniber toten
Zellen, auch die Anzahl der Zellen bestimmt werden.

20 pl der Zellsuspension wurden mit 20 pl Trypanblau Lésung (Trypanblau, C.I. 23850, Merck
KGaA, Darmstadt, Deutschland) versetzt und gemischt. 10 ul dieser Zell-Trypanblau-Lésung
wurden anschlieRend auf den Injektionsbereich der Zahlkammer aufpipettiert. Die Suspension
zog sich durch die Kapillarkraft in den Kammerbereich. Mit dem Mikroskop konnten die Zellen
im Messbereich gezahlt werden. Dieser Messbereich besteht aus vier GrolRquadraten mit je

vier mal vier Kleinquadraten.
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Um Zellen nicht doppelt zu zahlen, wurden in jedem der GroRquadrate nur Zellen gezahlt, die
mit vollem Umfang innerhalb der Begrenzung lagen oder auf einem senkrechten (linken) und
einem waagerechten Rand lagen. Die Zellzahl der vier Quadrate wurde notiert und ein

Mittelwert aus den vier Werten gebildet.
Zellzahl = A -2 -V - 10*

A = Mittelwert der Zellen
V = Volumen der Zellsuspension
2 = Verdinnungsfaktor

10% = Neubauer — Faktor

Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der GroRquadrate) - 2 - 10* - m[™*

Tote Zellen konnten von lebenden Zellen durch die Farbung unterschieden werden, wobei tote
Zellen den Farbstoff Trypanblau durch ihre permeable Membran aufnehmen und unter dem
Mikroskop tiefblau gefarbt erscheinen. Die intakte Membran vitaler Zellen kann nicht
durchdrungen werden, weshalb diese ungefarbt bleiben.

Die Zellen wurden im Anschluss in einer Zelldichte von 10.000 Zellen/cm? in Kulturflaschen
ausgesat (Kulturflaschen, T75, Falcon™, Corning Intercorporated, New York, USA), Medium

hinzugegeben und inkubiert.

Wechsel des Nahrmediums
Um eine Versorgung der Zellen Uber den gesamten Versuchsablauf zu gewahrleisten, erfolgte

alle zwei bis drei Tage ein Mediumwechsel.

4.3. Passagieren der Zellen

Die proliferierenden Zellen wurden bei einer Konfluenz von 80 bis 90% in neue Kulturgefalle
passagiert. Zum Passagieren wurde aus den einzelnen Kulturgefallen zuerst das Medium
abgenommen, dann der entstandene Zellrasen einmalig mit PBS gewaschen und dieses
wieder abgenommen. Um die Zellen abzulésen, wurde eine Trypsin-EDTA-L&sung (Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure, L 2143, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben
und anschlielend bei 37° C fir ca. finf Minuten im Brutschrank inkubiert.

Die Kontrolle der hierdurch stattfindenden Ablésung der Zellen fand im Anschluss unter dem
Mikroskop statt. Durch leichtes Klopfen mit der flachen Hand auf den Rand des

Zellkulturgefales konnten noch adharent vorliegende Zellen ebenfalls losgeldst werden. Die
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Enzymreaktion wurde im Anschluss mit dem doppelten Volumen an Medium gestoppt und die
entstandene Zellsuspension zur vollstandigen Entfernung der Trypsin-EDTA Lésung
zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieend abgenommen und das vorliegende Zellpellet
in neuem Medium resuspendiert.

Nach Zellzahlung mittels Trypanblau wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 5.000
Zellen/cm? in neue KulturgefalRe ausgesat. Die gewlinschte Zelldichte wurde durch Zugabe

von Medium eingestellt. Die Zellen wurden bis zur Passage zwei im Monolayer kultiviert.

4.4. Chemotaxisassay

4.4.1. Vorbereitung des Chemotaxisassays

Um eine Wirkung des humanen Chemokins CCL25 auf die ovinen Anulus fibrosus Zellen
nachzuweisen, wurde ein Chemotaxisassay durchgefihrt. Das Chemokin CCL25 (CC-
Akronym fur Cystein-Cystein chemokine ligand 25), auch TECK oder Thymus-Expressed
Chemokine genannt, wurde in drei verschiedenen Konzentrationen mit den Anulus fibrosus
Zellen dreier Spendertiere untersucht.

Chemotaxisplatten bestehen aus drei Teilen, einem unteren Kompartiment, einer aufliegenden
permeablen Membran und einem darauf liegenden oberen Kompartiment.

Die gewulnschten Konzentrationen des Chemokins TECK, die Positivkontrolle und die
Negativkontrolle wurden in das untere Kompartiment aufgetragen. Nach Auflegen der
Membran wurde die Zellsuspension im oberen Kompartiment aufgetragen. Hierdurch entstand
uber die Membran ein Konzentrationsgradient. Die auf die Membran gegebenen Zellen sollen
entlang des Konzentrationsgefalles durch die Membran migrieren und im Anschluss dort

nachgewiesen werden kdnnen.

Vorbereitung der verwendeten Medien

Neben den drei verschiedenen Konzentrationen des Chemokins mussten vorab auch zwei
Diatmedien vorbereitet werden. Fir das erste Didtmedium, im Weiteren Diatmedium 1
genannt, wurde DMEM Medium mit 0,5% BSA (Bovine Serum Albumin, Albumin aus
Rinderserum, A4919, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) und 1%
Penicillin/Streptomycin versetzt. Das zweite Didtmedium enthielt anstatt 0,5%, einen Anteil
von 2,5% BSA. Um eine mdgliche Wirkung chemotaktischer Bestandteile von ovinen Serum
auszuschlieBen, wurde der Chemotaxisassay mit einem serumfreien Medium (Didtmedium)
durchgefihrt (Ringe et al. 2007).
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Vorbereitung der Chemokinkonzentrationen

Hierzu wurde das Chemokin TECK zuerst in Aqua destillata (Aqua dest.) geldst, dann mit PBS
auf 1250nM verdlinnt. Fir die Einstellung der drei Konzentrationen 500nM, 750nM und
1000nM, wurde TECK mit Diatmedium 2 auf 1000nM und dann weiter mit Diatmedium 1

verdunnt.

Vorbereitung der Zellen

Fir den Chemotaxisassay wurden die Zellen der einzelnen Spender am Ende der Passage
zwei verwendet. Die Zellen wurden hierzu weiter passagiert (Durchflihrung siehe Abschnitt
Passagieren der Zellen 7.3.).

Anschlie3end fand eine Bestimmung der Zellzahl mit Hilfe der Trypanblau-Methode statt und
die gewilnschte Zelldichte von 30.000 Zellen pro 40 pl wurde durch Zugabe von Medium

eingestellt.

4.4.2. Ansatz des Chemotaxisassays

Fir die isolierten Zellen jedes der drei ovinen Spendertiere (Donor 1 bis 3) erfolgte die
Auftragung der Chemokine im Triplikat auf einer 96-Well Chemotaxisplatte (ChemoTx®
Disposable Chemotaxis System, ChemoTx®106-8 Porengrofe 8um, Neuro Probe, Inc.,
Gaithersburg, USA). Diese 96-Well Chemotaxisplatte besteht aus einem unteren, einem
oberen Kompartiment und einer zwischen den beiden Kompartimenten liegenden Membran.

Far den jeweiligen Ansatz fur die drei ovinen Spendertiere, wurden die drei Konzentrationen
des verdiunnten Chemokins TECK, serumhaltiges Kulturmedium (Positivkontrolle) und
Diatmedium 1 (Negativkontrolle) je mit einem Volumen von 37,5ul, untereinander in die
einzelnen Spalten des unteren Kompartiments der 96-Well Chemotaxisplatte aufgetragen.
AnschlieRend wurde die Membran aufgelegt. Die Zellsuspension wurde im Anschluss im
oberen Kompartiment in die jeweiligen Vertiefungen auf der Membran in einem Volumen von
40 pl aufgetragen, der Deckel aufgelegt und das System fiir 20 Stunden im Brutschrank
inkubiert.

4.4.3. Fixierung und Hemacolor-Farbung der adharenten Zellen

Zum Nachweise der migrierten Zellen wurde nach 20 Stunden eine Farbung mittels
Hemacolor® (Hemacolor® Schnellfarbung von Blutausstrichen, Farbeset flr die Mikroskopie,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) durchgefuhrt.

28



Material und Methoden

Hierzu wurde das obere Kompartiment abgenommen, die Membran enthommen und die

verbliebenen Reste der Zellsuspension abgenommen (siehe Abbildung 3).

Abbildung 3: Permeable Polycarbonatmembran (Porendurchmesser 8 pm) des 96-Well Chemotaxisassay

Die Membran wurde zuerst fiir drei Minuten in Aceton (Acetone J.T.Baker®, Artikelnummer
8002, Avantor Performance Materials B.V., Deventer, Niederlande) fixiert.

Die Farbung der Membran fand fiir 1,5 Minuten im roten Hemacolor-Farbreagenz® und
folgend fir eine Minute im blauen Hemacolor-Farbreagenz® statt. In dieser Farbung stellte
sich das Cytoplasma blau und die Zellkerne rotviolett dar. Vor der folgenden
Fotodokumentation fand ein dreimaliger Waschvorgang mittels Pufferldsung (Puffer pH 7,2,
1.09468, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) statt. Unter dem Fluoreszenzmikroskop
(Olympus CK41, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) wurden mittels
Hellfeldfotografie zwei reprasentative Felder pro Well bei 40facher VergréRerung fotografiert.
Zur Auswertung wurden im Anschluss die rotviolett gefarbten Zellkerne der Zellen mit dem
Programm “Image J“ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda,
Maryland, USA) ausgezahlt und die Zahl gewanderter Zellen (n2Bilder) auf die Gesamtflache
des Wells (Feldflache) hochgerechnet.

Die gesamte Flache des Wells (AWell) betragt 25,0 mm?, die Flache von 2 Bildern (A;Bilder)
4,7mm?. Gleichung zur Berechnung der gewanderten Zellen pro Well:

"2 Bilder
"Well = 25 Biider © AWell
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nWell ‘ gewanderte Zellen pro Well

Ny Bilder : gewanderte Zellen pro 2 Bildern
Aen : Flache des Wells(25mm?)

A Bilder © Flache von 2 Bildern (4,7mm?)

4.5. Ovine Anulus fibrosus 3D-Zellkulturen

4.5.1. Vorbereitung der Zellen

Fur die 3D-Zellkulturen wurden die ovinen Anulus fibrosus Zellen jedes Spenders nach
Passage 2 im gemeinsamen Zellpool mit einer Zelldichte von 5.000 Zellen/cm? in frische
Kulturgefalle ausgesat und weiter kultiviert. Die Implantate (resorbierbares Biopolymer,
BioTissue AG, Zurich, Schweiz) wurden vorab auf eine GréfRe von jeweils 1,0 cm x 1,0 cm x
0,1 cm zugeschnitten.

Die Zellen des Zellpools wurden am Ende der Passage 3 verwendet. Die Zellzahl wurde mit
der Trypanblau Methode bestimmt. Der Ansatz fiir die 3D-Zellkulturen wurde mit 20 Mio. Zellen
fir 10 Implantate durchgeflhrt. Pro Implantat wurden 1,86 x 10° Zellen genutzt (18,88 x 10°
Zellen fur 10 Implantate) und in ein entsprechendes Volumen Medium aufgenommen und
zentrifugiert. Das Pellet in DMEM-Medium und Fibrinogen (1 ml Kleberprotein-Lésung aus
TISSEEL 2 ml, Lésung fur Fibrinkleber, Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim,

Deutschland) resuspendiert.

4.5.2. Anlegen der 3D-Zellkulturen

Jedes der 10 Implantate wurde mit 110 pl Zell-Medium-Fibrin-Suspension beimpft (1,88 x 10°
Zellen). Es wurden vier verschiedene Ansatze erstellt (siehe Tabelle 1). Fir Gruppe 1 (reines
Biopolymer) wurde die Zellsuspension auf ein Implantat gegeben. Fir die Gruppe 2 wurde
ebenfalls die Zellsuspension auf ein Implantat gegeben, bei den wahrend der anschlielenden
Kultivierung durchgefiihrten Medienwechseln wurde jedoch ein mit PRP (Pool aus 8-12
Spendern, Institut flr Transfusionsmedizin, Deutsches Rotes Kreuz Blutspendedienst Nord-
Ost gemeinnutzige GmbH, Berlin, Deutschland) versetztes Medium verwendet. Die Implantate
der Gruppen 3 und 4 wurden mit den Zellen beimpft, im Anschluss das partikulare
Freisetzungssystem flr Arzneimittel in Form von Chitosan-Aligant Kugeln (CA-Kugeln) auf das
Implantat gegeben und durch leichte Berihrungen mit der Pipettenspitze gleichmafig auf dem

gesamten Implantat verteilt. Das partikulare Freisetzungssystem fiir Arzneimittel wurde von
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der Dr. Lerche KG, Berlin, Deutschland bereitgestellt. Das partikulare Freisetzungssystem fir
Arzneimittel der Gruppe 3 (0 ng TECK) wurde hierbei nicht mit dem Chemokin TECK beladen.
Das partikulare Freisetzungssystem fir Arzneimittel der Gruppe 4 (400ng TECK) wurde bei
der Produktion vorab mit 400ng des Chemokins TECK beladen.

Gruppe Ansatz

1 0AF-Zellen + Implantat (reines Biopolymer)

2 0AF-Zellen + Implantat + PRP im Kultivierungsmedium

3 0AF-Zellen + Implantat + partikulares Freisetzungssystem flr Arzneimittel
(Ong TECK)

4 0AF-Zellen + Implantat + partikularen Freisetzungssystem fiir Arzneimittel
mit verkapseltem Faktor (400ng TECK)

Tabelle 1: Anlegen verschiedener Ansétze der 3D-Zellkultur

Auf die Oberflache der Implantate wurde jeweils ein im Verhaltnis 1 zu 10 mit PBS verdinnter
Thrombin-Tropfen aufgebracht. Ein zweiter Tropfen Thrombin wurde neben die Implantate
gegeben und diese im Anschluss hineingelegt, sodass die Implantate vollstandig mit Thrombin
bedeckt waren. Die Implantate wurden im Anschluss flir 30 Minuten im Brutschrank inkubiert.
In die Vertiefungen zweier 6-Well-Platten (Falcon™ Platten fir Gewebekulturen,
Zellkulturplatte, 6 Vertiefungen, Falcon REF 353046, Corning Intercorporated, New York,
USA) wurde je ein Implantat gelegt und diese mit 4 ml Medium vollstandig bedeckt.

Bis auf die Implantate der Gruppe 2 wurde Medium 1 verwendet, welches mit 10% ovinem
Serum und mit 1% Penicillin/Streptomycin versetzt war. Fur die Implantate der Gruppe 2 wurde
Medium wie oben angefertigt, anstatt des ovinem Serums jedoch mit 5% PRP versetzt und fir
jeden Mediumwechsel frisch angesetzt. Ein Medienwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage.
Die Implantate wurden bei jedem Medienwechsel einmal auf die andere Seite gedreht.

Nach Ansatz der Implantate wurden am Tag 7, 14 und 19 Untersuchungen der einzelnen

Ansatze durchgefihrt (siehe Tabelle 2).
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Tag der Untersuchungsmethode

Kultivierung

do Anlegen der 3D-Kultur mit 10 Implantaten

d7 Y2 Implantat pro Gruppe fur PCR-Analyse, 1 Teil des Implantates von
der PCR-Probe fiir eine PI/FDA-Farbung

d14 Y2 Implantat pro Gruppe fir PCR-Analyse, 1 Stick Implantat davon fir
PI/FDA-Farbung (Gruppe 3 & 4 fur PI/FDA-Farbung ein 72 Implantat)

d19 Y2 Implantat pro Gruppe fir PCR-Analyse, 4 Implantat pro Gruppe fir

histologische Untersuchungen, %4 Implantat pro Gruppe fur PI/FDA-
Farbung (Gruppe 3 & 4 fiur PI/FDA-Farbung und die histologischen

Untersuchungen je ein %2 Implantat)

Tabelle 2: Ablaufplan der Implantat-Kultivierung

Am Tag 7 und Tag 14 der Kultivierung wurde je ein %2 Implantat pro Gruppe fiur eine PCR-
Analyse entnommen. Ein Teil des 7z Implantates von der PCR-Probe wurde hierbei fur eine
PI/FDA-Farbung verwendet. Fur Gruppe 3 und 4 wurde am Tag 14 fir die PI/FDA-Farbung
kein Teil von der PCR-Probe verwendet, sondern ein zusatzliches 72 Implantat entnommen.
Am 19. Untersuchungstag wurde je 2 Implantat pro Gruppe fur die PCR-Analyse, ein weiteres
Ya Implantat pro Gruppe fur die histologischen Untersuchungen und ein weiteres %4 Implantat
pro Gruppe fir PI/FDA-Farbung entnommen. Hier wurde fiir die Gruppe 3 und die Gruppe 4
fur die PI/FDA-Farbung und die histologischen Untersuchungen je ein %2 Implantat genutzt.
Die Proben fir eine PCR-Analyse wurden zwar im Rahmen dieser Arbeit gewonnen, die
Durchfiihrung und Auswertung war jedoch Teil einer anderen Studie unserer Arbeitsgruppe.

Die an den einzelnen Untersuchungstagen entnommene Menge Implantat pro Gruppe kann

der Tabelle 3 enthommen werden.

Untersuchungstag | Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 Gruppe 4
Tag 7 V2 VZ V2 V2

Tag 14 V2 V2 1 1

Tag 19 1 1 1% 1%

Tabelle 3: Implantatenthahme am jeweiligen Untersuchungstag

4.5.3. PI-FDA-Farbung

Die PI-FDA-Farbung dient der Bestimmung der Zellviabilitat und somit der Unterscheidung

zwischen lebenden und toten Zellen. Sie wird auch Tod/ Lebend-Fluoreszenz—Doppelfarbung
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genannt und unter dem Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. Die Darstellung der Viabilitat wird
mit Propidiumjodid (PI) und Fluoreszeindiacetat (FDA) durchgefihrt.

Hierbei durchdringt FDA (Flourescindiacetat, Fluorescein diacetate, MERCK, F7378, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) die intakte Zellmembran der Anulus fibrosus
Zellen und reichert sich aktiv in der vitalen Zelle an, wird dann von den in den Zellen
vorhandenen Esterasen hydrolytisch gespalten und 2zu einem grinen Farbstoff
verstoffwechselt. Der Fluroreszenzfarbstoff Pl (Propidium iodide, MERCK, P4170, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) durchdringt hingegen passiv nur avitale
Membranen und reagiert hier mit den vorhandenen Nukleinsauren und zeigt dadurch ein rot
fluoreszierendes Erscheinungsbild. Fur die PI-FDA- Farbung fand an Tag 7, 14 und 19 eine
Implantatentnahme pro Gruppe statt (siehe Tabelle 2,3). Die weiteren Arbeiten fanden soweit

mdglich im Dunkeln statt.

Arbeitsléosungen

Zuerst mussten die zwei Farbeldsungen hergestellt werden. Hierzu wurde flr die
Stammldsung Pl mit einer Konzentration von 1 mg/ml in Aqua destillata (Aqua dest.) geldst.
Diese Stammlésung wurde bis zur Verwendung in der Farbung bei 4° C gekuhlt und
lichtgeschitzt aufbewahrt. Fiur die Farbung wurde die Stammlésung Pl in einer verdinnten
Konzentration von 0,1 mg/ml Arbeitslésung Pl verwendet, hierflir wurden 1ml Stammlésung Pl
in 9 ml PBS verdunnt.

Die Arbeitslésung mit einer Konzentration von 0,1 mg/ml Pl wurde fiir die Farbung verwendet.
Fir die Herstellung der Stammldsung FDA wurde diese vorerst mit einer Konzentration von 1
mg/ml in Aceton geldst und bei 4° C gekunhlt und lichtgeschitzt bis zur Verwendung gelagert.
Flr die Arbeitsldsung mit einer verdiinnten Endkonzentration von 3 ug/ml wurden 30 pl der
Stammlésung FDA in 10 ml PBS diluiert (verdlinnt).

Im ersten Schritt wurden die Proben dreimalig bei Raumtemperatur mit PBS gewaschen, um
verbliebene Rickstdnde des Mediums zu entfernen.

Die Proben wurden anschliefend mit 1,5 ml Arbeitslosung FDA bedeckt. Es folgte eine
Inkubation im Dunkeln bei 37° C fir 15 Minuten. Nach der Inkubation wurden die Proben
erneut dreimalig mit PBS gewaschen.

Die Proben wurden dann mit 1,5 ml der Arbeitslésung Pl bedeckt und bei Raumtemperatur fur
zwei Minuten inkubiert. Es folgte die Wiederholung des dreimaligen Waschvorganges mit PBS.
Die gefarbten Proben wurden im Anschluss direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop (Olympus
CK41, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) mikroskopiert und fotografiert.
PI stellt sich mit einem Absorptionsmaximum von 488 nm und einem Emissionsmaximum von
590 nm dar. Die PI Darstellung erfolgte deshalb mit dem Blaufilter (460-490 nm). FDA stellt
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sich mit einem Absorptionsmaximum von 485 nm, einem Emissionsmaximum von 514 nm dar

und wurde deshalb mit dem Grunfilter (480-550 nm) mikroskopiert.

4.5.4. Histologische Untersuchung der 3D-Zellkulturen

4.541. Aufarbeitung der Proben

Einbetten der Proben

Die Proben der 3D-Zellkulturen wurden fir die histologische und immunhistologische Farbung
an Tag 19 in Einbettmedium (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound, Sakura Finetek Europe B.V.,
2408 AV Alphen aan den Rijn, Niederlande) als kleine Blocke eingebettet und bis zur weiteren
Verwendung in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bei -80° C gelagert. Das genutzte
Einbettmedium besteht aus wasserléslichen Harzen und Glykolen und dient als
Einbettmedium beim Gefrierschneiden bei Temperaturen von -10° C oder tiefer. Beim
Farbeprozess werden bei diesem Medium keine Rickstande auf den Objekttragern sichtbar,

wodurch eine unerwilinschte Hintergrundfarbung ausgeschlossen ist.

Schneiden der Proben

Zwei Stunden bevor die jeweilige Probe geschnitten wurde, wurde sie aus der -80° C Lagerung
in -20° C Gefrierschrank umgelagert. Dadurch war gewahrleistet, dass die Probe zum
Zeitpunkt des Schneidens auf -20°C erwarmt ist.

Die Proben wurden mit Hilfe eines Kryostaten (Leica CM1900 Cryostat, Leica Microsystems
Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland) zugeschnitten. Ein Kryostat ist ein Kiihigerat, in dem
die schnelle, zuverlassige und sichere Erstellung exakter Gefrierschnitte moglich ist. Die
Temperatur im Kryostat kann individuell gesteuert werden und wurde auf ca. -22° C eingestellt.
Die Schnitte wurden in einer Dicke von 10 um angefertigt und mit Hilfe einer Folie (Cryofilm
type 2C, Dr. Tadafumi Kawamoto, Kanagawa, Japan) auf Objekttrager (Objekttrager, Kanten
geschliffen, Langenbrinck GmbH, Emmendingen, Deutschland) gezogen. Von jeder der vier

Proben der vier Gruppen wurden je 9 Schnitte erzeugt.
Lagerung

Nachdem die Schnitte getrocknet waren, wurden sie bis zur weiteren Verwendung

(histologische Farbung) bei -20° C aufbewahrt.
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4.5.5. Histologische Farbung der 3D-Zellkulturen

Es wurden zwei Farbungen zur Darstellung einzelner Strukturen in den Schnitten verwendet.
Fur die Farbungen wurden die Schnitte der 3D-Zellkulturen circa 30 Minuten vor Beginn aus
dem Gefrierschrank entnommen und auf Raumtemperatur aufgewarmt. Jede dieser
Farbungen wurde unter einem Abzug durchgefiihrt. Die verwendeten Farbelésungen wurden

vor und nach der jeweiligen Nutzung filtriert.

4.5.6. Alcianblau 8GS-Farbung

Die Alcianblau 8GS-Farbung erlaubt den histochemischen Nachweis von knorpeltypischen,
sauren, sulfatierten Proteoglykanen der Knorpelgrundsubstanz bei einem pH-Wert von 2,5.
Alcianblau bindet sich hierbei elektrostatisch an die Sauregruppen der Glykosaminoglykane.
Durch die Kernechtrot-Gegenfarbung erfolgte die Darstellung der Zellkerne rot (Mulisch und
Welsch 1990; Oertel 1990).

Farbelésungen

200 ml Methanol (Methanol, 82762, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland)
wurden im Verhaltnis 1 zu 1 mit 200 ml Aceton (Acetone J.T.Baker®, Artikelnummer 8002,
Avantor Performance Materials B.V., Deventer, Niederlande) gemischt und bei -20° C bis zur
Verwendung (Fixierung) aufbewahrt. Um eine 3%ige Essigsaure herzustellen, wurden zuerst
30 ml 99-100%ige Essigsaure mit 970 ml Aqua dest. gemischt. Fir die Alcianblau 8GS
Stammlésung wurden anschlieend 5 g Alcianblau 8GS (Alcianblau 8GS, Katalognummer
3082.2, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) unter Rihren in 500 ml dieser
3%ige Essigsaure gelost und dann filtriert. Flr die bendtigte Arbeitslésung wurde diese
Stammlésung im Verhaltnis 1:20 mit Essigsaure (3%ige) verdinnt.

Fir die Kernechtrot Farbelésung wurden 5 g Aluminiumsulfat in 100 ml Aqua dest. gelést und
erhitzt, anschlieBend 0,1 g Kernechtrot (Nuclear Fast Red, N-8002, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) zugegeben und gertihrt bis sich der Farbstoff geldst hat. Die

Lésung wurde im Anschluss abgekuhlt und filtriert.

Fixierung
Die Schnitte der 3D-Zellkulturen wurden zuerst in 4% Formaldehyd-Lésung, die
Bandscheibenschnitte (tierexperimenteller Versuchsteil) in Methanol/Aceton- Fixierungsmittel

(im Verhaltnis 1:1) fur funf Minuten fixiert.
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Durchfiihrung

Die bendtigten Reagenzien wurden in verschiedene Farbekulvetten eingefiillt und die Farbung
durchgeflhrt. Als erstes wurden die Schnitte auf den Objekttragern fir drei Minuten in 3%
Essigsaure gestellt und anschlieRend fir 30 Minuten mit der Alcianblau Farbel6sung gefarbt.
Danach wurden die Objekttrager in 3% Essigsaure fur funf Minuten gewaschen und zur
Entfernung des Uberschissigen Farbstoffes in Aqua dest. gesplilt.

Zur Rotfarbung der Zellkerne (Gegenfarbung) wurden die Objekttrager in Kernechtrot flr vier
Minuten weiter gefarbt. Im Anschluss wurde der Objekttrager mit Aqua dest. erneut gesplilt,
Uber funf Minuten in 96% Ethanol entwassert, (iber weitere fliinf Minuten in absolutem Ethanol
(100%). Letztlich wurde das Ethanol in Roti®-Histol (Roti®-Histol fiir die Histologie,
Artikelnummer: 6640, Carl Roth GmbH + Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fiir zwei Minuten

entfernt.

Eindecken

Da die hergestellten Schnitte beim Schneiden am Kryostaten mit Hilfe einer Folie auf die
Objekttrager gezogen wurden, mussten diese Folien vor dem Eindecken mit einem Skalpell
vom Objekttrager geschnitten werden. Die Schnitte auf den jeweiligen Folien wurden im
Anschluss mit Hilfe von zwei Tropfen klarem Eindeckmedium (Vitro-Clud®, R. Langenbrinck
GmbH, Emmendingen, Deutschland) auf einen neuen Objekttrager gegeben. Die Folie zeigte
dabei mit dem Schnitt nach oben, also vom Objekttrager weg. Es wurden zwei weitere Tropfen

Eindeckmedium aufgetragen und ein luftblasenfreies Eindecken mit einem Deckglaschen.

4.5.7. Safranin-O-Farbung

Die Safranin-O-Lichtgrin-Farbung ist eine zur Knorpeldarstellung verwendete Farbung. Die
Farbstoffe Safranin-O und Lichtgrin erstellen in Kombination ein gut differenziertes Bild des
Knorpelmechanismus. Hierbei zeigt die Farbung den Proteoglykangehalt rot an. Ist der
Proteoglykangehalt leicht reduziert, erscheint die Farbung hell-orange. Bei einem stark
reduzierten Gehalt ist sie weily und bei fehlenden Proteglykanen blau/blaugriin (Mulisch und
Welsch 1990).

Farbelésungen

Fir die 0,7% Safranin O-Farbelésung (Safranin O, S8884, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland) wurde zuerst 1 g Safranin O unter dem Abzug abgewogen,
anschlieRend in 100 ml 100% Ethanol und 50 ml Aqua dest. geldst.
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Fir die Fastgreen-Farbelésung wurden 0,4 g Fastgreen (Fast Green FCF, F7258, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) unter dem Abzug abgewogen, in 200 ml Aqua
dest. und 600 pl reiner Essigsaure (100%ige Essigsaure, 71251, Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) gelost.

Fixierung

Bei der Safranin-O-Farbeldsung fand vorab keine Fixierung statt.

Durchfiihrung

Nachdem die Schnitte 30 Minuten bei Raumtemperatur aufgetaut wurden, fand eine erste
Spulung mittels 92% Ethanol fur funf Minuten statt. Anschlielend wurde die Farbung der
Proteoglykane mit der 0,7% Safranin O-Farbel6sung durchgefuhrt. Hierzu wurden die Schnitte
fur 30 Minuten in der Lésung gefarbt und anschliel3end vier bis finf Mal mit Leitungswasser,
um Farbreste zu entfernen, gesplilt. Zur griinen Farbung der weiteren Zellsubstanzen wurden
die Objekttrager fur eine Minute in 0,2% Fastgreen gestellt und dann wieder vier bis finf Mal
mit Leitungswasser gespult. Auf das Entwassern uber funf Minuten in 96% Isopropanol und
uber weitere funf Minuten in absolutem Isopropanol (100%) folgte letztlich ein Entfernen des
Ethanols mit Orangenterpene. Das Eindecken erfolgt analog dem der Alcianblau 8GS -
Farbung (siehe 7.5.6. Abschnitt Durchflihrung der Alcianblau 8 GS- Farbung).

Eindecken

(siehe 4.5.6 Abschnitt Durchflihrung der Alcianblau 8 GS- Farbung).
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4.6. invivo Versuch

Nach dem Abschluss des Vorversuchs fand der in vivo Anteil des Versuchs in der
tierexperimentellen Einrichtung der Charité am Campus Virchow-Klinikum statt.

in vivo Versuch

Gruppeneinteilung

el {:“‘ S Gruppe &: Leerdelesl
U'I';'I.r,} I l“n""'nluf Gruppe B: bmplantal
Gruppe C:irmgalantal = partiki@Sres Fralsetzungiopstem
’M""_r;b J‘“J'_P ik Aremeimittel D TECK]
ILI_IM'- N:BD ILLI.D_.MJJ Gruppe O: Implantat + parliolEnes Frejsetoungssystam
- I Arengimittel mit verkapseftam Faklaor (400ng TECK)
Gruppe E- Implantat mit PrfZesate

-
e Chirurgischer Eingriff
Postoperative Haltung
fir 3 Monate
=
Euthanasie
=

Entnahme der lumbalen Wirbelsaulen-
zegmente, makroskopische Auswertung

i —) @ und Demineralisierung

Herstellung von Préparaten

Histologische Farbung

Abbildung 4: Ablaufschema liber die Planung des Tierversuchs
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4.6.1. Versuchstiere

Es wurden dreilig reinrassige, mindestens 5-jahrige, weibliche Merinofleischschafe aus dem
gleichen Herkunftsbetrieb aus einer Freilandhaltung verwendet, um Unruhen und
Rangordnungskampfe innerhalb der Versuchsgruppen zu vermeiden.

Im Herkunftsbetrieb fand eine Untersuchung der Tiere auf ihren Gesundheitsstatus und eine
Ausschlussuntersuchung auf eine eventuelle Trachtigkeit statt, um sicher zu stellen, dass nur
gesunde und nicht trachtige Tiere den Transport antraten. Die Tiere wurden zum Ausschluss
einer Trachtigkeit neben dieser Untersuchung die letzten drei Monate ohne mannliche Tiere
gehalten.

Die Tiere hatten ein durchschnittliches Kérpergewicht von 71,43 kg (63,00 kg bis 83,00 kg)
und wurden mindestens eine Woche vor dem jeweiligen Operationstermin zur
tierexperimentellen Einrichtung der Charité am Campus Virchow-Klinikum transportiert und
dort eingestallt. Der Transport fand in Gruppen von je sechs Tieren statt.

Die Versuchstiere wurden vor der Operation weiter in ihren Kleingruppen von sechs Tieren auf
Einstreu aus Stroh und Spanen gehalten. Die Einstreu wurde zweimal pro Woche wahrend
des Aufenthalts in der tierexperimentellen Einrichtung gewechselt. Die Tiere erhielten ad
libitum Zugang zu Heu und Wasser und zusatzlich Saftfutter wie Apfel und Mohrriiben und
geringe Mengen pelletiertes Kraftfutter.

Wahrend des Aufenthalts in der tierexperimentellen Abteilung der Charité fand eine tagliche
Kontrolle und Dokumentation des Kot- und Harnabsatzes statt. Die Kérpertemperatur wurde
wochentlich gemessen und das Kérpergewicht erfasst, um friihzeitig einen Hinweis auf eine
Allgemeinerkrankung zu bekommen.

Zwei Wochen nach der Operation kamen die Tiere fir drei Monate in eine Freilandhaltung.
Hier erhielten die Tiere auf der Weide zusatzlich ad libitum Zugang zu Heu und hatten jederzeit
freien Zugang zu Frischwasser.

Das Versuchsvorhaben wurde beim Landesamt fir Gesundheit und Soziales unter der
Nummer G 0093/16 genehmigt und registriert. Das Vorhaben wurde mit Mitteln des
Bundesministerium fur Bildung und Forschung unter dem Foérderkennzeichen 13N13437

gefordert.

4.6.2. Gruppeneinteilung

Die Versuchstiere wurden in funf Gruppen a sechs Tiere unterteilt. Die Auswahl in welche
dieser flinf Gruppen ein Tier eingeteilt wurde, fand randomisiert statt. Die Gruppen wurden mit
den Grof3buchstaben A-E bezeichnet.
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Bei der jeweiligen Versuchstiergruppe wurde unterschieden, ob nur ein Defekt in den Anulus
fibrosus der Bandscheibe zwischen Lendenwirbel 4 und Lendenwirbel 5 (L4/L5) gesetzt wurde
(Leerdefekt) oder ein Verschluss mittels eines Implantats (resorbierbares Biopolymer,

BioTissue AG, Zurich, Schweiz) und eines weiteren Zusatzes stattfand.

Gruppenname | Angewandte Methode Anzahl der
Tiere
A Leerdefekt (Kontrollgruppe), ohne Substitution 6
B Implantat ohne Zusatz 6
C Implantat + partikulares Freisetzungssystem flr Arzneimittel 6
D Implantat + partikulares Freisetzungssystem fir Arzneimittel 6
mit verkapseltem Faktor TECK (CCL25)
E Implantat + plattchenreichem Plasma (PRP) - Zusatz 6

Tabelle 4: Einteilung der Versuchstiergruppen (A-E)

4.6.3. Versuchstiergruppen

4.6.3.1. Gruppe A: Leerdefekt

Bei der Gruppe A wurde operativ ein Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt. Dieser wurde
nicht mit einem Implantat verschlossen. Diese Gruppe wird im Folgenden als “Leerdefekt*
bezeichnet.

Die Leerdefektgruppe diente der Uberpriifung der korpereigenen Reaktions- und

Regenerationsmechanismen auf die Manipulation an der Bandscheibe.

4.6.3.2. Gruppe B: Implantat ohne Zusatz

Bei der Gruppe B wurde der Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt und im Anschluss mit dem
reinen Implantat gedeckt, um eine Wirkung des Implantats ohne Zusatze bestimmen zu
kénnen.

4.6.3.3. Gruppe C: Implantat mit partikularem Freisetzungssystem fiir
Arzneimittel

Bei Gruppe C wurde ein Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt, der mit einem Implantat mit
einem partikularen Freisetzungssystem flr Arzneimittel gedeckt wurde. Hierdurch sollte ein
Einfluss des partikularen Freisetzungssystems flr Arzneimittel auf die Regeneration des

Anulus fibrosus ausgeschlossen werden. Die Seite des Implantates, die nicht das partikulare
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Freisetzungssystem flir Arzneimittel trug, wurde mit einem schwarzen Permanentmarker
(edding® Permanentmarker 3000, Farbe schwarz, edding Vertrieb GmbH,
Waunstorf, Deutschland) in einer der Ecken markiert. Durch diese Markierung war es fur den
Chirurgen bei der Operation ersichtlich wie die Befestigung vorgenommen werden muss.

Hierdurch wurde gewahrleistet, dass bei der Befestigung des Implantats die beladene
Oberflache des Implantats in Richtung des Defekts befestigt wurde und so das partikulare

Freisetzungssystem fur Arzneimittel auf der Defektoberflache auflag.

4.6.3.4. Gruppe D: Implantat mit partikuldrem Freisetzungssystem fiir
Arzneimittel mit verkapseltem Faktor TECK

In Gruppe D wurde ein Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt und anschlieRend mit dem
Implantat mit dem partikularen Freisetzungssystem gedeckt. Vorab wurde dieses partikulare
Freisetzungssystem fur Arzneimittel mit dem Faktor TECK (CCL25) beladen. Die Seite des
Implantates die nicht das partikulare Freisetzungssystem fir Arzneimittel trug, wurde vorab
ebenfalls markiert (siehe 4.6.3.3 Gruppe C: Implantat mit partikularem Freisetzungssystem fir

Arzneimittel).

4.6.3.5. Gruppe E: Implantat mit PRP- Zusatz

In der Gruppe E wurde den Tieren ein Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt und mit dem
Implantat mit einem Plasmakonzentrat gedeckt. Dieses Plasmakonzentrat, auch
plattchenreiches Plasma genannt, ist eine korpereigene Quelle fir Wachstums- und

Differenzierungsfaktoren.

4.7. Chirurgischer Eingriff

4.7.1. Vorbereitung der Tiere und Narkoseeinleitung

In Vorbereitung auf die Operation fand zwélf Stunden pra operationem keine Fitterung mehr
statt. Dies diente hauptséchlich dem Zweck, dass wahrend der Operation ein Ubertritt von
Mageninhalt in den Rachen und damit die Gefahr einer Aspirationspneumonie verringert
wurde. Frischwasser stand den Tieren bis zum Beginn der Operation weiterhin Gber eine
Selbsttranke zur Verfigung.

Die Tiere wurden vor der Operation in der “Sitzstellung* fixiert.

Eine circa 4 cm x 3 cm grolie Stelle an der Oberseite eines Ohres wurde geschoren und

desinfiziert. Nach Stauung am Grund des Ohres mittels umschlieRenden Handgriff wurde ein
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vendser Zugang in eine sichtbar hervortretende Ohrvene gelegt. Hierfur wurde eine
Venenverweilkantile (Vasofix® Safety Braunile®, 1.1 x 33mm, G20, rosa, B. Braun Petzold,
Melsungen, Deutschland) verwendet, die bei korrekter Lage mittels Klebeband am Ohr fixiert
und gesichert wurde. Der korrekte Sitz der Venenverweilkanile wurde mittels 5 ml NaCl-
Loésung (Isotonische Kochsalzlésung 0,9%, B. Braun Melsungen AG, Deutschland) getestet.
Die Narkose wurde mit 10-15 mg/kg Thiopental (THIOPENTAL®, 500 mg Pulver zur
Herstellung einer Injektionsldsung, Wirkstoff: Thiopental-Natrium und Natriumkarbonat,
Rotexmedica GmbH, Trittau, Deutschland) intravends tber den Zugang eingeleitet.
Anschliellend wurden die Reflexe des Tieres Uberprift und bei ausreichender Narkosetiefe
eine Intubation mit einem neun Millimeter & Tubus (Hi-Contour Oral/Nasal Tracheal Tube
Cuffed Murphy Eye, 9.0 mm [.D., 12.1 mm O.D. 33.0 mm, Mallinckrodt™, Covidien™ llc,
Mansfield, USA) vorgenommen. Die Intubation erfolgt mit Hilfe eines Fliihrungsstabs und eines
Laryngoskops. Der Tubus wurde im Anschluss auf seine korrekte Lage Uberprtft, mit Hilfe
einer mit Luft geflllten Spritze geblockt und dann am Maul des Tieres befestigt.

Den Tieren wurde auf3erdem eine Magen-Schlund-Sonde geschoben, um ein Aufgasen des
Vormagensystems zu verhindern. Die Magen-Schlund-Sonde wurde ebenfalls auf ihren
korrekten Sitz Gberprift und das Ende zum Ablauf in einen leeren Eimer gelegt.

Die Tiere wurden dann mit Hilfe einer Transportliege in den Operationssaal gebracht.

4.7.2. Narkose und Lagerung

Nach Ankunft im Operationssaal erfolgte auf der Transportliege der Anschluss an das
Inhalationsnarkosegerat (Drager Cato, Type M32040, Variante 230/7A/50Hz, Drager
Medizintechnik GmbH, Liibeck, Deutschland) tiber den Trachealtubus. Uber das Narkosegerét
wurde ein Inhalationsnarkotikum (Forene®, 100%(V/V) Flissigkeit zur Herstellung eines
Dampfes zur Inhalation, Wirkstoff: Isofluran, 250 ml, Inhaber der Zulassung: AbbVie
Deutschland GmbH & Co. KG, Ludwigshafen, Deutschland, Hersteller: Aesica Queenborough
Limited, Queenborough, England) unter Zugabe von Sauerstoff zugefuhrt. Die Konzentration
des Inhalationsnarkotikums wurde wahrend der Anflutung auf 5 Vol.% eingestellt und in der
Erhaltung wahrend der OP mit 1,5 Vol.% fortgefuhrt. Als Analgetikum wurde den Tieren 2
mg/kg Rimadyl (RIMADYL®, Carprofen, Rind 50 mg/ml, Injektionslosung fir Rinder, Zoetis
Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) s.c. injiziert. Wahrend der Operation erhielten die
Tiere aullerdem alle 30 Minuten Fentanyl 0,02 mg/kg (FENTANYL 0.5MG ROTEXMEDICA,
0,5 mg/10ml, Fentanylicitrat, Rotexmedica GmbH Arzneimittelwerk, Trittau, Deutschland)

langsam i.v. injiziert.
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Ein Monitoring-System (Drager Sulla 8000V, Drager Medizintechnik GmbH, Lubeck,
Deutschland) zeigte wahrend des Operationsverlaufes die Vitalparameter des Tieres und die
Konzentration des Isofluranes in der Ausatemluft an. Die Korpertemperatur wurde
halbstindlich mit einem Digitalthermometer (Digitalthermometer PRT1000, Braun GmbH,
Kronberg, Deutschland) rektal gemessen und in einem OP-Protokoll dokumentiert.

Die Anasthesiegase wurden ebenfalls ber ein Monotoringsystem (berwacht (NGM1000®,
Optimales Monotoring von Anasthesiegasen, Fritz Stephan GmbH, Medizintechnik,
Gackenbach, Deutschland).

Die Tiere erhielten wahrend der Operation Uber den intravenésen Zugang eine
Elektrolytinfusionslésung (Sterofundin® ISO Infusionslésung, 500 ml, B. Braun Petzold,
Melsungen, Deutschland).

Die Tiere erhielten ein Antibiotikum (5 g Unacid®, Penicillin-Derivat/ Betalaktamase-Inhibitor;
3 g Pulver zur Herstellung einer Infusionsldsung, Pfizer Pharma, Berlin, Deutschland) und 2,5
mg/kg eines weiteren Antibiotikums (Baytril®, Enrofloxacin, 100mg/ml, Bayer Vital GmbH,

Leverkusen, Deutschland).

4.7.3. Vorbereitung des Operationsfeldes

Die Tiere wurden auf der Transportliege in linker Seitenlage fiir die Operation vorbereitet. In
einem Bereich kaudal vom Beckenkamm bis nach kranial zur kaudalen Rippengrenze und
dorsal von den Processus spinosi bis nach ventral auf einer nach kranial verlangerten Linie
auf Hohe des Knies wurde das Fell geschoren. Im Anschluss wurde von der Wirbelsaule
bauchwarts in einer GroRe von ca. 40 cm x 25 cm mit einem alkoholischen
Hautdesinfektionsmittel (Braunoderm®-Hautdesinfektion mit einer Kombination aus Alkohol
und PVP-lod, B. Braun Petzold, Melsungen, Deutschland) desinfiziert.

An den Vorderbeinen wurde, distal der VorderfulBwurzelgelenke, beidseits an den
Mittelfulknochen geschoren, um eine Kontaktflache fir die analgetischen Pflaster zu erhalten
(palmar, dorsal und beidseits lateral).

Das Tier wurde dann auf den Operationstisch verlagert, in linker Seitenlage fixiert und die
Gliedmalien unterpolstert.

Das vorbereitete Operationsfeld wurde mit einer doppelten Schicht aus sterilen Tichern
abgedeckt und vor der zweiten Schicht steriler, selbsthaftender Ttlicher, nochmals mit Hilfe von

sterilen Tupfern und alkoholischem Hautdesinfektionsmittel desinfiziert.
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4.8. Operation

4.8.1. Chirurgischer Zugang

Als chirurgischer Zugang wurde ein Hautschnitt 2 cm rechts, lateral und parallel zu den
Processus transversi (Querfortsatze) der Wirbelkérper, beginnend von kranial des rechten
Beckenkamms, 10 cm nach kranial in Richtung kaudaler Rippengrenze gewahlt. Die
Durchtrennung der Hautschichten erfolgte mit Hilfe eines Skalpells (Surgical Blade, Feather®,
Chirurgische Klinge, stainless steel, Figur 21, FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Kdin,
Deutschland) (siehe Abbildung 5).

Abbildung 5: Operationssitus: Beginn des Hautschnitts

Die weitere Praparation des subkutanen Gewebes erfolgte mit Hilfe eines monopolaren
Elektrokauters. Hierdurch wurde neben der Schnittflihrung auch die direkte Koagulation der
beim Schneiden durchtrennten Blutgefalle ermdglicht (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Operationssitus: Koagulation eines GefaRes wahrend der Praparation

Die Operationswunde wurde mit Hilfe eines Wundspreizers (Wundspreizer nach Weitlaner,
Lange: 20 cm mit 2 x 4 Zahnen, 20 mm, stumpf) flr die weitere Praparation fixiert.

Es folgte eine stumpfe Praparation der lateralen Anteile der abdominalen Wandmuskulatur,
die in diesem Bereich eine eher fettige Fascialschicht darstellt, mittels Tupfer und
behandschuhter Hand.

Durch die weitere longitudinale Teilung der thoracolumbalen Faszie von ihrer Aufhdngung an
den transversalen Processus, erhielt man Zugang zum retroperitonealen Raum. Durch diese
longitudinale Teilung der Faszie ist es moglich gewesen, nur eine minimale Zerreillung des
Peritoneums zu verursachen. Diese Praparation wurde fortgefuhrt bis der M. quadratus
lumborum und der M. iliopsoas sichtbar wurden. Der M. iliopsoas setzt sich aus dem
Lendenteil, M. psoas major und dem Darmbeinteil, M. iliacus zusammen (Salomon et al. 2008).
Durch Ablésen des Peritoneums von der abdominalen Wandmuskulatur erhielt man eine
ventrolaterale Ansicht auf die Wirbelkérper L4/L5 und die dazwischenliegende Bandscheibe.
Mit Hilfe von einem oder zwei Hohmann-Haken (Hohmann Knochenheber, Lange: 29 cm,
Arbeitsende: 33mm) konnte die Operationsassistenz den abdominalen Inhalt in Richtung
ventraler Bauchwand weghalten und dadurch Arbeitsraum und Sicht fir die folgende

Manipulation an der Bandscheibe schaffen (siehe Abbildung 7).
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Abbildung 7: Operationssitus: Assistenz halt mit Hilfe von zwei Homann-Haken den abdominalen Inhalt in
Richtung Bauchraum weg

4.8.2. Manipulation der Bandscheibe und Entnahme des

Bandscheibenmaterials (Leerdefekt)

Die Manipulation an der Bandscheibe wurden mit einem Skalpell (Surgical Blade, Feather®,
Chirurgische Klinge, stainless steel, Figur 15, FEATHER® Safety Razor Co. Ltd., Koln,
Deutschland) vorgenommen.

Da Bandscheiben eine konvexe Wodlbung aufweisen, konnten sie vom Chirurgen gut
palpatorisch und optisch gegeniber den kranial und kaudal angrenzenden, konkaven
Wirbelkorpern abgegrenzt werden.

Der Defekt wurde in einer Grolie von circa 3,5 mm x 3,5 mm mit Skalpell und Pinzette in den
Anulus fibrosus gesetzt. Je nach Versuchstiergruppe wurde nur ein Defekt (Gruppe A,

Leerdefekt) gesetzt oder anschlieRend der Defekt mittels eines Implantats verschlossen.

4.8.3. Defektdeckung: Einbringen und Befestigen des Implantats

Die Befestigung fand mittels vier Faden an jeder Ecke des viereckigen 8,0 mm x 8,0 mm x 1,0
mm des Implantats statt.

Hierbei wurde ein resorbierbares Nahtgut (Vicryl TM Plus Ethicon®, 3-0 SH plus, 26mm 1/2c,
70cm, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) verwendet.
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Ab dem dritten operierten Tier wurde in der dorsokranialen Ecke des Implantats das
resorbierbare Nahtgut durch ein nicht resorbierbares Nahtgut (Ethilon *Il TM Ethicon®, 3-0,
24mm 3/8c, 75cm, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) ersetzt, um
eine Markierung fir den postoperativen Verlauf zu setzen. In der Gruppe A (Leerdefekt) wurde
in der dorsokranialen Ecke des gesetzten Defektes das nicht resorbierbare Nahtgut befestigt,
um auch bei den Tieren ohne Implantat die Defektstelle wiederzufinden.

Vor dem Einbringen des Implantats wurden die Faden an den vier gewlnschten
Fixationspunkten um den gesetzten Bandscheibendefekt herum eingebracht und bis zur Halfte

der Fadenlange durchgezogen (Abbildung 8).

Abbildung 8: Operationssitus: Durchfiihrung der Befestigung des zweiten Fadens

Die beiden Fadenenden wurden dann mithilfe von Praparierklemmen fixiert. Dies diente
einerseits der jeweiligen Zuordnung von Fadenende zu Nadelende und zusatzlich zur
Verhinderung eines Durchrutschens der Faden bei weiterer Befestigung der anderen drei
Faden. AnschlieRend wurde mit der Befestigung am Implantat mit dem kraniodorsalen Faden
begonnen. Das Nadelende des Fadens wurde an einer der vier Ecken durch das Implantat
gestochen und wieder mit dem anderen Ende des zugehdrigen Fadens mit Hilfe einer
Praparierklemme fixiert.

Dies wurde ebenfalls mit den drei weiteren Faden an den anderen Ecken des Implantats
fortgeflihrt, sodass das Implantat nun an den Ecken auf den Faden “aufgefadelt* auerhalb

der Operationswunde vorlag (siehe Abbildung 9 und Abbildung 10).
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Abbildung 9: Operationssitus: "Auffideln” des Implantats auf den dritten Faden auBerhalb der
Operationswunde

Abbildung 10: Operationssitus: Das Implantat auBerhalb der Operationswunde aufgefadelt auf drei Faden

Anschlieend konnte das Implantat mittels einer langen anatomischen Pinzette entlang der

Faden in Richtung Bandscheibe auf den Defekt hinuntergeschoben werden (siehe Abbildung
11).
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Abbildung 11: Operationssitus: Implantat wird mittels einer langen anatomischen Pinzette entlang der
Faden in Richtung Bandscheibe auf den Defekt hinuntergeschoben

Die Nadeln wurden nun von den Fadenanfangen abgeschnitten. Die einzelnen zueinander
gehodrenden Fadenenden wurden dann nacheinander von den Klemmen gelost und
chirurgische Knoten geknupft, auf das Implantat hinuntergeschoben und festgezogen. Zuletzt
wurden die Fadenenden mit Hilfe einer Schere abgeschnitten

4.8.4. Chirurgischer Verschluss und postoperative Nachsorge

Nach Kontrolle auf eventuelle Blutungen wurde die laterale Bauchwand mittels PDS Il (PDS
TM Ethicon®,1 CT, 40mm 1/2c, 150cm, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland) verschlossen.

Mit Vicryl 2-0 Nahtgut (Vicryl TM Ethicon®, 2-0 SH plus, 26mm 1/2¢, 70cm, Johnson & Johnson
Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) wurde die Haut intrakutan vernaht (siehe Abbildung
12).
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Abbildung 12: Operationswunde - Beginn der Unterhautnaht

An den Vorderbeinen erhielten die Tiere vor Ende der Operation zwei transdermale,
analgetisch wirksame Pflaster (Fentanyl 12,6 mg/Pflaster, 75 pg/h, Durogesic®SMAT,
Janssen-Cilag Pharma GmbH, Deutschland), bevor sie zurlick in den Stall gebracht und
extubiert wurden (Emmerich et al. 2016).

Die Tiere wurden vom Zeitpunkt der Extubation bis zur sicheren Belastung aller vier
Extremitaten (Stand) und der geregelten Futteraufnahme ununterbrochen tierarztlich
Uberwacht.

Fir die weiteren flinf Tage wurden die Tiere medikamentds, neben den beiden analgetischen
Pflastern (die mindestens fir die drei folgenden Tage am Tier verblieben), mit 2,5 mg/kg Baytril
(Baytril®, Enrofloxacin, 100mg/ml, Bayer Vital GmbH, Leverkusen, Deutschland) und 2 mg/kg
Rimadyl (RIMADYL®, Carprofen, Rind 50 mg/ml, Injektionslésung fir Rinder, Zoetis
Deutschland GmbH, Berlin, Deutschland) antibiotisch und analgetisch versorgt (Emmerich et
al. 2016).

Die Tiere wurden fur zwei Wochen post operationem weiter in der tierexperimentellen
Einrichtung gehalten, taglich beobachtet und durch Tierarzte untersucht. Hierzu gehorte die
Messung und Dokumentation der Korpertemperatur, eine Wundkontrolle und die
Untersuchung des Gangbildes der Tiere.
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Abbildung 13: Schaf in tierexperimenteller Haltung nach der Operation.

4.9. Weiterer Verlauf

Nach Ablauf von zwei Wochen post operationem, wurden die Tiere in Gruppen von sechs
Tieren zu einer Weide transportiert. Hier verbrachten die Tiere weitere drei Monate in der
Herde. Nach Ablauf der genannten Dauer erfolgte ein Ricktransport in die tierexperimentelle

Einrichtung.

4.10. Euthanasie der Tiere

Die Euthanasie fand am anasthesierten Tier statt. Die Tiere wurden, wie auch schon zur
Operationsvorbereitung, in der “Sitzstellung* fixiert. Eine ca. 4 cm x 3 cm grol3e Stelle an der
Oberseite eines Ohres wurde geschoren und desinfiziert. Dann wurde mittels eines
umschlieRenden Handgriffs des Assistenten der vendse Abfluss des Ohres gestaut und ein
venodser Zugang in eine sichtbar hervortretende Ohrvene gelegt (Brauniile Vasofix® Safety
Brauniile® 1.1 x 33mm, G20, rosa, B. Braun Petzold, Melsungen, Deutschland). Der korrekte
Sitz der Venenverweilkanile wurde mittels 5 ml NaCl- Lésung getestet und mittels Klebeband
am Ohr gesichert und fixiert.

Die Tiere wurden zuerst mit 10-15 mg/kg Thiopental (THIOPENTAL®,500 mg Pulver zur
Herstellung einer Injektionsldsung, Wirkstoff: Thiopental-Natrium und Natriumkarbonat,

Rotexmedica GmbH, Trittau, Deutschland) in eine tiefe Kurzzeit- Injektionsnarkose abgelegt

51



Material und Methoden

(Emmerich et al. 2016). AnschlieBend wurde erneut mit 5ml NaCl- Ldésung die
Venenverweilkanile gespult. Zur Muskelrelaxierung wurden den Versuchstieren nach der
Injektionsnarkose 8 mg, also 4 ml Pancuronium inresa (Pancuronium Injektionsldsung zur i.v.
Injektion, Pancuroniumbromid 4 mg/2 ml, Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg, Deutschland),
gespritzt.

Dann erfolgte eine weitere Gabe von 5 ml NaCl- L6sung, um die Venenverweilkanile nach der
Gabe des Muskelrelaxanses zu spuilen.

Letztendlich erhielten die Tiere Uber den vendsen Zugang 5 Ampullen a 20 ml Kaliumchlorid
7,45% Braun (Kaliumchlorid 7,45% Braun, Konzentrat zur Herstellung einer Infusionslésung,
B. Braun Melsungen AG, Deutschland) um die Erzeugung des Herzstillstandes durch
Hyperkaliamie hervorzurufen (Emmerich et al. 2016). Da Kaliumchlorid keine
Bewusstseinstribung bewirkt, ist eine Euthanasie mit dem gewahlten Mittel nur am

anasthesierten Tier anwendbar (Emmerich et al. 2016).

4.11. Herstellung der Praparate

411.1. Entnahme der Wirbelsegmente

Far die weiteren Versuchsschritte wurden nach der Euthanasie die Lendenwirbelsegmente
herausprapariert. Hierzu wurde die Lendenwirbelsaule en Bloc im Ubergang zum thorakalen
und zum lumbalen Wirbelkdrperbereich durchtrennt.

Die weitere Bearbeitung der Wirbelsaule fand in Laboratorien der Charité Berlin statt. Bis auf
die ersten beiden Tiere, war anhand des in der Operation angebrachten, nicht resorbierbaren
Fadens, der kraniodorsal zur Befestigung des Implantats an der Bandscheibe verwendet
wurde, eine Wiedererkennung der manipulierten Bandscheibe maoglich. Die an die Wirbelsaule
angrenzenden Gewebe wurden entfernt. Die Zerteilung der Segmente fand mit Hilfe einer
oszillierenden Sage statt, sodass anschlieRend die manipulierte Bandscheibe mit Teilen des
jeweils kranial und kaudal angrenzenden Wirbelkdrpers in einer GréRe bzw. Breite von circa
2,5 cm vorlag (siehe Abbildung 14).
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Abbildung 14: Bandscheibenexplantat mit Teilen des kranial und kaudal angrenzenden Wirbelkorpers.

4.11.2. Demineralisierung

Fir die im weiteren Verlauf geplante lichtmikroskopische Auswertung war es notwendig, dass
eine Entkalkung des Bandscheiben-Knochen-Segmentes erfolgte.

Hierzu wurde das Bandscheiben-Knochen-Segment nach der Entnahme in einen 50 ml
Behalter (Falcon®, 50 ml Polypropylene Conical Tube, 30 x 115 mm Style, Industrial Falcon,
Corning Science Mexico S.A., Reynosa, Mexico) gelegt und fir 7 Tage in 4%igem
Formaldehyd (Formaldehydlésung 4%, gepuffert, pH 6,9, Merck Chemicals GmbH, Darmstadt,
Deutschland) im Brutschrank bei 37° C konserviert.

Nach Ablauf der 7 Tage wurde die Formaldehyd Losung verworfen und stattdessen
OSTEOSOFT®-Lésung (OSTEOSOFT®, Merck Chemicals GmbH, Darmstadt, Deutschland)
bis zur vollstandigen Bedeckung der Probe eingeflit.

OSTEOSOFT® ist ein Entkalker, der auf der Basis von EDTA in der Routine-Histologie flr die
Entkalkung von sensitivem, kalziumhaltigen Material verwendet wird (Merck KGaA 2017).

Dieser Entkalker ist laut der Nutzungsbroschire des Herstellers Merck zu verwenden, wenn
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Antigen-Strukturen des Gewebes erhalten werden sollen, um im Anschluss eine
immunhistochemische Analyse (IHC-Analyse) durchzufihren (Merck KGaA 2017).

Die Bandscheiben verblieben fir jeweils acht Wochen bei 37° C im Brutschrank im
OSTEOSOFT®.

4.12. Herstellung der Bandscheibenpraparate

Vorbereitung

Die zugeschnittenen Bandscheibensegmente wurden innerhalb der acht Wochen im Abstand
von zwei Wochen aus der Lésung enthommen, schneidbare Anteile des Knochens wurden
entfernt und die OSTEOSOFT®-Lésung gewechselt.

Einbetten

Nach acht Wochen wurden die Proben zugeschnitten (siehe Abbildung 15) und analog zu den
Proben der 3D-Zellkulturen in Einbettmedium als Blocke (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound,
Sakura Finetek Europe B.V., Alphen aan den Rijn, Niederlande) eingebettet, in flissigem

Stickstoff tiefgefroren und bei -80° C gelagert.

Abbildung 15: GroBe der Bandscheibenpraparate vor dem Einfrieren.
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Schneiden

Dadurch, dass die Gewebeblécke der Bandscheiben dicker als die 3D-Zellkulturproben waren,
wurden diese 24 Stunden bevor die jeweilige Probe geschnitten wurde aus der -80° C
Lagerung in -20° C Gefrierschrank umgelagert. Dadurch war gewahrleistet, dass die
Bandscheibenprobe zum Zeitpunkt des Schneidens auf -20° C erwarmt ist.

Das Zuschneiden der Bandscheibenproben fand analog zu dem der 3D-Zellkulturen statt. Als
Orientierung diente das nicht resorbierbare Nahtgut und noch vorhandene Knochenanteile der
anliegenden Wirbelkorper. Bis zum Nahtgut wurde das Gewebe geschnitten und verworfen.
Schrag unterhalb des Fadens befand sich bei allen Praparaten eine dunkel rote Verfarbung.
Aus diesem Bereich wurden die ersten 12 Schnitte angefertigt. Im Anschluss wurden 30
Schnitte verworfen und danach 12 weitere Schnitte genommen.

Insgesamt wurde dieses Prozedere circa 4 Mal wiederholt. Die Schnittdicke betrug wahrend
des gesamten Prozesses 6 um. Die Schnitte wurden im Anschluss mit Hilfe einer Folie
(Cryofilm type 2C, Dr. Tadafumi Kawamoto, Kanagawa, Japan) auf die Objekttrager gezogen.
Lagerung

Nachdem die angefertigten Schnitte getrocknet waren, wurden sie bis zur weiteren

Verwendung (Hamatoxylin/Eosin-Farbung) bei -20° C aufbewabhrt.

4.13. Histologische Farbung der Bandscheibenpraparate

4.13.1. Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Die Hamatoxylin/Eosin-Farbung, abgekirzt auch HE-Farbung genannt, dient als
Ubersichtsfarbung. Durch den sauren Farbstoff Eosin werden acidophile bzw. basische
(eosinophile) Strukturen, wie zum Beispiel Zellplasmaproteine, rétlich angefarbt. Durch den
Farbstoff Hamatoxylin farben sich saure bzw. basophile Strukturen, wie Zellkerne mit
Desoxyribonukleinsdure (DNA), blau (Mulisch und Welsch 1990).

Farbelésungen

200 ml Methanol wurden im Verhaltnis 1 zu 1 mit 200 ml Aceton gemischt und bei -20° C bis
zur Verwendung aufbewahrt. Fir die Eosin-Farbelésung wurden wurde 3g Eosin (Eosin,
E4382, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland) in 300 ml Ethanol (70%)
gelést. Das Hamatoxylin wurde in Form einer Hamatoxylin-Fertiglosung (Automation
Hematoxylin, Fertiglésung, S2020, Agilent Technologies Company Dako Denmark A/S,

Glostrup, Danemark) genutzt.
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Fixierung
Siehe Fixierung Alcianblau-Farbung (siehe 4.5.6. Abschnitt Eindecken der Alcianblau 8GS-
Farbung).

Durchfiihrung

Die Objekttrager wurden zuerst in Aqua dest. fiir 5 Minuten befeuchtet und im Anschluss fur
eine Minute in der Hamatoxylin-Farbeldsung gefarbt. Bei anschlieRendem Spuilen unter
flieBendem Leitungswasser fir 30 Minuten erfolgte ein Farbumschlag nach blau. Vor der
anschlie®enden Farbung fir vier Minuten mit der Eosin-Farbelésung erfolgte fr finf Minuten
ein Entfernen der Fremdionen des Leitungswassers mittels Aqua dest. Im Anschluss wurde
ein Entwassern Uber funf Minuten in 96% Ethanol und Gber weitere funf Minuten in absolutem
Ethanol (100%) durchgefuhrt. Das Ethanol wurde in Orangenterpene fiur zwei Minuten entfernt
und die Schnitte mit klarem Eindeckmedium eingedeckt (siehe 4.5.6. Abschnitt Durchflihrung
der Alcianblau 8 GS-Farbung).

Nachdem das Substrat mit Aqua dest. ausgewaschen wurde, wurden die Zellkerne mit einer
Hamatoxylin-Fertiglésung fur drei Minuten bei Raumtemperatur gegengefarbt. Die
Objekttrager wurden folgend mit Aqua dest. gewaschen. Durch zusatzliches Spulen unter
flieRendem Leitungswasser erfolgte der Farbumschlag nach blau.

Nach dem abschlieRenden Trockenwischen folgte ein Eindecken unter einem Deckglas mit
wassrigem Eindeckmedium (Aquatex®, wassriges Eindeckmittel fur die Mikroskopie, 108562,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland).

Die Durchfiuhrung der Hamatoxylin/Eosin-Farbung, sowie das Schneiden der
Bandscheibenproben, wurde zum Uberwiegenden Teil von einer speziell dafiir geschulten

technischen Assistentin durchgefihrt
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5. Ergebnisse
5.1. in vitro Versuchs

5.1.1. Gewinnung der Zellen

Die Zerkleinerung des Anulus fibrosus Gewebes der Spendertiere und die Gewinnung der
Zellen lieRen sich reproduzierbar durchfihren. Mit Hilfe der Trypanblau-Methode konnten
vitale Zellen aus dem ovinen Anulus fibrosus isoliert werden. Bei der Kultivierung im Monolayer
erfolgte eine homogene Verteilung der Zellen in der Zellkultur. Hierbei konnte kein Wachstum
in mehreren Schichten beobachtet werden. Nach der zweiten Passage im Monolayer konnten
die Zellen fur das Chemotaxisassay verwendet werden. Das Bestlicken der Chemotaxisplatte
sowie die im Anschluss durchgefiihrten 3D-Zellkulturen lieRen sich ebenfalls sicher
reproduzierbar durchfiihren.

Fir die 3D-Zellkulturen wurden die ovinen Anulus fibrosus Zellen jedes Spenders nach
Passage 2 im gemeinsamen Zellpool ausgesat, weiter kultiviert und am Ende der Passage 3

verwendet.

5.1.2. Chemotaxis von ovinen Anulus fibrosus Zellen

Der Therapieansatz, korpereigene Zellen in situ zur Regeneration von Anulus fibrosus
Gewebedefekten zu nutzen, stellt eine vielversprechende Alternative zur Verwendung dieser
als Bestandteil von Zelltransplantaten dar. Das Ziel hierbei ist es, dass korpereigene Zellen
durch Chemokine zu einem Gewebedefekt gelockt und vor Ort zur Differenzierung in das
entsprechende Gewebe angeregt werden. Chemokine agieren als Lockstoffe und sind in der
Lage Zellen zur Migration anzuregen (Stich 2012).

Vor dieser Arbeit gab es keine Versuche, die die Wirkung des humanen Chemokins TECK auf
ovine Anulus fibrosus Zellen untersuchten. Bisher wurde nicht untersucht, ob ein human
rekombinantes Chemokin TECK auch bei ovinen Anulus fibrosus Zellen eine
Migrationssteigerung bewirken kann. Die prinzipielle Anwendbarkeit eines human
rekombinanten Chemokins und seine Wirkung am Schaf wurden somit bisher nicht belegt
(Proof of Principle).

Um zu untersuchen ob die ovinen Anulus fibrosus Zellen ebenfalls auf humane Chemokine
reagieren, sollte somit zuerst ein in vitro Chemotaxisassay zur Uberprifung des

chemotaktischen Effekts durchgefiihrt werden.
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5.1.21. Chemotaxisassay

Um eine Wirkung des humanen Chemokins TECK auf die ovinen Anulus fibrosus Zellen
nachzuweisen, wurde ein Chemotaxisassay durchgefuhrt.

Die Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse des Chemotaxisassays mit den ovinen Anulus fibrosus
Zellen von jeweils drei Spendertieren. Fur das untersuchte Chemokin TECK wurde nach
Zugabe ein dosisabhangiger, migratorischer Effekt festgestellt (Abbildung 16). Ab einer
Konzentration von 500 nM zeigte sich, dass bei zunehmender Chemokinkonzentration, die

Anzahl gewanderter Zellen zunahm.
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Abbildung 16 : Wirkung verschiedener Konzentrationen des Chemokins TECK auf die Migration oviner

Anulus fibrosus Zellen

Im Mittel wanderten bei einer Stoffmenge von 500 nM 1,37%, bei 750 nM 2,29% bis hin zu
einem Maximum bei 1.000 nM von 6,56% der eingesetzten Zellen (Abbildung 17).

Fir das Chemokin zeigte sich bei allen drei Spendern die optimale getestete Konzentration,
die in einer maximalen Zahl gewanderter Zellen resultierte, bei 1000 nM (Abbildung 17). Die
maximale Wanderung wurde mit 8,98% der eingesetzten Zellen des Donor 3 (Schaf 59) bei
1000 nM gemessen (siehe Abbildung 17, Schaf 59). Bei einer Stoffmenge von 750 nM lag der
Maximalwert der gewanderten Zellen bei 2,47% des Donor 3 (siehe Abbildung 17, Schaf 59).
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Die maximale Wanderung bei 500 nM wurde von den Zellen des Donor 3 (siehe Abbildung 17,
Schaf 59) mit 1,82% gezeigt.

Ohne Einsatz des Chemokins (Negativkontrolle) zeigten die Zellen des Donor 2 (Schaf 58) die
maximale Wanderung mit 1,15%. In der Negativkontrolle des Donor 1 (Schaf 57) wanderten
0,37% der eingesetzten Zellen und bei Donor 3 (Schaf 59) 0,36% (siehe Abbildung 17).

Die Anzahl der gewanderten Zellen in der Positivkontrolle, dem Kultivierungsmedium mit
Zusatz von 10 % ovinem Serum, ist nicht in der Abbildung dargestellt. Die Werte lagen bei
12,34% bei Donor 1, 18,08% bei Donor 2 und 40,00% bei Donor 3 der eingesetzten Zellen.
Die schwarzen Linien in der Abbildung 16 und Abbildung 17 stellen die Standardabweichungen
dar.

Zur Bestimmung der Signifikanz, wurde fur jede Chemokinkonzentration die Zahl migrierter
Zellen mit der Zahl der in der Negativkontrolle gewanderter Zellen verglichen (p*< 0,05).
Hierflr ergab sich bei einem gepaarten zwei Stichproben t- Test (Signifikanzniveau alpha =
0.05) ein signifikanter Unterschied zur Negativkontrolle bei der Konzentration 750 nM
(p=0,044) und der Konzentration 1000 nM (p=0,049). In einer Konzentration von 750 nM und
1000 nM regte das Chemokin TECK die ovinen Anulus fibrosus somit signifikant zur Migration

an.
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Abbildung 17: Wirkung verschiedener Konzentrationen des Chemokins TECK auf die Migration oviner

Anulus fibrosus Zellen in Prozent
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5.1.2.2. Zusammenfassung der chemokininduzierten Chemotaxis von ovinen
Anulus fibrosus Zellen mit humanem Chemokin

Im durchgeflihrten Versuch wird deutlich, dass das human rekombinante Chemokin TECK die
ovinen Anulus fibrosus Zellen zur Migration anregen kann. Der Rezeptorligand des Chemokins
geht also nicht nur mit dem Chemokinrezeptor humaner Anulus fibrosus Zellen eine Bindung
ein, sondern auch mit dem oviner Anulus fibrosus Zellen.

Die Grundlage fir den tierexperimentellen Versuch an Schafen, also eine vergleichbare
Wirkung des Chemokins auf Anulus fibrosus Zellen der Gattung Schaf, ist somit gegeben und
stellt eine Voraussetzung fiir die anschlieBende Uberpriifung am Schafsmodell dar (Proof of
Principle). Hatte das humane Chemokin die ovinen Anulus fibrosus Zellen nicht zur Migration

angeregt, ware die Voraussetzung fir Gruppe D des Tierversuchs nicht gegeben.
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5.1.3. 3D-Zellkulturen oviner Anulus fibrosus Zellen

5.1.3.1. Darstellung der lebenden und toten Zellen mittels der PI/FDA Farbung
d7 14 d19
] A [ s
wE
O >
S0
25
(11]

K

400ng TECK Ong TECK

Abbildung 18: PI/FDA-Farbung der 3D-Zellkulturen

Gruppe 1 (reines Biopolymer) Implantat mit Anulus fibrosus Zellen; Gruppe 2 (PrP) Implantat mit Anulus
fibrosus Zellen und unter Zusatz von PRP; Gruppe 3 (Ong TECK) Implantat mit Anulus fibrosus Zellen und
partikularem Freisetzungssystem fiir Arzneimittel; Gruppe 4 (400ng TECK) Implantat mit Anulus fibrosus
Zellen und mit dem partikuldren Freisetzungssystem fiir Arzneimittel mit 400ng Konzentration an
verkapseltem TECK; Der weie Messbalken entspricht einer Ladnge von 200 um. Die Pfeile deuten auf vitale

Zellen bzw. Zellcluster hin.

Um die Zellvitalitat bestimmen zu kdnnen, wurde zu jedem der drei Untersuchungszeitpunkte

eine Farbung mittels Pl und FDA durchgefuhrt. Pl kann in tote Zellen eindringen und zeigt bei
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einer Anregung mit UV-Licht eine rote Fluoreszenz. FDA wird in vitalen Zellen verstoffwechselt
und zeigt bei Anregung eine griine Fluoreszenz. Die einzelnen Gruppen sind in Tabelle 1
dargestellt.

In allen Ansatzen konnten lebende Zellen tUber den gesamten Kultivierungszeitraum (19 Tage)
nachgewiesen werden (siehe Abbildung 18).

Es zeigte sich, dass nicht nur tote Zellen, sondern auch die Faserstrukturen der Implantate
sich rot anfarbten. Dies wurde mit zunehmender Kultivierungsdauer immer deutlicher (siehe
Abbildung 18 Ausschnitte K und J). Tote Zellen konnten mit dieser Farbung der Implantate nur
schwer differenziert werden, lassen sich allerdings durch einen schwacheren Farbton in allen

Ansatzen vermuten. Die Pfeile in Abbildung 18 zeigen jeweils auf lebende Zellen.

Zum ersten Untersuchungszeitpunkt, Tag 7 der Kultivierung, stellten sich die Ansatze der
Gruppen 1 und 2 mit vielen vitalen Zellen dar. Rot gefarbte, tote Zellen lieen sich in beiden
Gruppen wenige nachweisen. An Tag 7 zeigten sich die Ansatze der Gruppen 3 und 4
ebenfalls mit vielen vitalen Zellen. Diese waren jedoch nicht so reichlich wie in den Gruppen 1

und 2 vertreten.

Der an Tag 7 beschriebene Zustand lie3 sich zum nachsten Untersuchungszeitpunkt, Tag 14
der Kultivierung, bei allen Gruppen vergleichbar vorfinden. Das Implantat der Gruppe 4 zeigte
schon an Tag 14 die weiter fortschreitende Degradierung. Die Implantate wurden im
Allgemeinen mit fortschreitender Kultivierung instabiler. Dies zeigte sich verstarkt in den
Ansatzen mit dem partikularen Freisetzungssystem flr Arzneimittel, also in denen der

Gruppen 3 und 4.

Die Farbung zeigte diese Beschleunigung des Implantat-Abbaus der Ansatze mit dem
partikularen Freisetzungssystem fiir Arzneimittel deutlich am 19. Tag (siehe Abbildung 18
Ausschnitte | und L). Am 19. Tag sind hier durch die stark fortschreitende Degradierung nur
noch Implantatreste erkennbar. Die Ergebnisse des 19. Tages sollten somit nur unter
Vorbehalt betrachtet werden, da die Implantatreste sich aufgrund des starken Abbaus nur
schlecht farb- und auswertbar darstellten. Am 19. Tag waren die meisten vitalen Zellen im
Ansatz der Gruppe 2 zu sehen. Der Ansatz der Gruppe 1 zeigte ebenfalls vitale Zellen. Die
Implantatreste der Gruppen 3 und 4 wiesen an Tag 19 nur noch vereinzelt lebende Zellen auf
(siehe Abbildung 18).
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5.1.3.2. Zusammenfassung der 3D-Zellkulturen oviner Anulus fibrosus Zellen

Das eingesetzte zellfreie Implantat (Gruppe 1) und dessen Abbauprodukte haben in vitro
keinen Einfluss auf die Vitalitdt von ovinen Anulus fibrosus Zellen in der 3D-Zellkultur gezeigt.
Das partikuldre Freisetzungssystem fur Arzneimittel und dessen Abbauprodukte, das
Chemokin und das eingesetzte PRP (Gruppe 2 bis 4) haben in vitro ebenfalls keinen Einfluss
auf die Vitalitat von ovinen Anulus fibrosus Zellen in den 3D-Zellkulturen gezeigt.

Ob das zellfreie Implantat, das Freisetzungssystem fir Arzneimittel und dessen
Abbauprodukte, das Chemokin TECK beziehungsweise das eingesetzte PRP in vitro einen
Einfluss auf die Proliferation von ovinen Anulus fibrosus Zellen hat, konnte mittels der PI/FDA-
Farbung nicht beurteilt werden. Um dies zu untersuchen, wurde zusatzlich zur PI/FDA-
Farbung eine histologische Untersuchung der 3D-Zellkulturen durchgefihrt (siehe 5.1.4.
Histologische Untersuchungen der 3D-Zellkulturen).

Die Grundlage fur den tierexperimentellen Versuch an Schafen, dass keiner der genutzten
Materialien und Wirkstoffe einen Einfluss auf die Zellvitalitat hat, ist somit gegeben und stellt

eine Voraussetzung fir eine anschlieRende Testung am Schafsmodell dar (Proof of Principle).
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5.1.4. Histologische Untersuchungen der 3D-Zellkulturen

5.1.4.1. Alcianblau 8GS-Farbung und Safranin-O-Farbung
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Abbildung 19: Alcianblau 8GS-Farbung und Safranin-O-Farbung der 3D-Zellkultur Transplantate

Die Alcianblau 8GX-Farbung chondrogen induzierter Transplantate nach 19 Tagen Kultivierung lasst bei
den Gruppen 1 und 2 eine beginnende Bildung saurer Proteoglykane vermuten (Ausschnitt A und B). Eine
intensive Farbung der sauren Proteoglykane lasst sich bei den Gruppen 3 und 4 beobachten (Ausschnitt C
und D). Die Pfeile zeigen auf angefarbte Proteoglykane. Der schwarze Messbalken entspricht einer Lange

von 50 pm.

Die Alcianblau 8GS-Farbung ist eine Nachweismethode fir die knorpeltypischen, sauren
sulfatierten Proteoglykane. Nachdem aus den 3D-Zellkultur Transplantaten Kryoschnitte
angefertigt wurden, wurde die extrazellulare Matrix mittels Alcianblau 8GS angefarbt. Die

einzelnen Gruppen sind in Tabelle 1 dargestellt.
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Die Alcianblau 8GS-Farbung zeigt die Darstellung der knorpeltypischen, sauren sulfatierten
Proteoglykane der Knorpelgrundsubstanz in blau (Abbildung 19). Durch die Gegenfarbung mit
Kernechtrot stellen sich die Zellkerne rot dar. Bei allen Ansatzen zeigte sich, dass sich die
Fasern der Implantate ebenfalls deutlich tiefblau anfarbten. Durch die besondere Struktur und
den tiefen Blauton, konnten die Fasern jedoch gegeniber der Farbung der Matrix gut
abgegrenzt werden.

Im Ansatz der Gruppe 1 liel3 sich nach 19 Tagen der Kultivierung zwischen den einzelnen
Zellen eine beginnende Bildung von sauren Proteoglykanen vermuten (siehe Abbildung 19
Ausschnitt A). Es wurden vereinzelt Zellen sichtbar. Vergleichbar zeigt sich auch bei Gruppe
2 (siehe Abbildung 19 Ausschnitt B) zwischen den Zellen eine beginnende Bildung von sauren
Proteoglykanen, jedoch stellten sich im Vergleich zur Gruppe 1 deutlich mehr Zellen dar.

Im Ansatz der Gruppe 3 zeigten sich ebenfalls viele Zellen und in der Umgebung dieser
sichtbare Anfarbung der Proteoglykane (siehe Abbildung 19 Ausschnitt C). Die Gruppe 4
stellte sich vergleichbar mit Gruppe 3 dar (siehe Abbildung 19 Ausschnitt D). Bei beiden
Ansatzen mit dem partikularen Freisetzungssystem flir Arzneimittel, also bei Gruppe 3 und 4,
lassen sich jeweils Partikel des Systems im Abbau erkennen. Bei allen Transplantaten konnten

nach 19 Tagen der Kultivierung rote Zellkerne nachgewiesen werden.

Neben dem Nachweis der Proteoglykane mittels Alcianblau 8 GS-Farbung wurden auch mit
der Safranin-O-Lichtgriin-Farbung Proteoglykane nachgewiesen (siehe Abbildung 19).

In der Safranin-O-Lichtgrin-Farbung werden Proteoglykane rot dagestellt. Ist der
Proteoglykangehalt leicht reduziert, erscheint er hell-orange. Ist der Gehalt stark reduziert
erscheint er weild. Sind keine Proteoglykane vorhanden, erscheint dies blau/blaugrin. In allen
Ansatzen farbten sich die Fasern der Implantate ebenfalls rot an. Hier zeigten sich bei den

Gruppen 1 und 2 geringfiigige Abweichungen zum Ergebnis der Alcianblau 8 GS-Farbung.

Bei der Gruppe 1 wurden in der Safranin-O-Farbung vereinzelt Zellen, jedoch keine
Proteoglykane sichtbar (siehe Abbildung 19 Ausschnitt E). Das Vorkommen von Zellen und
der fehlende Proteoglykangehalt stellte sich vergleichbar auch bei Gruppe 2 dar (siehe
Abbildung 19 Ausschnitt F).

In der Gruppe 3 liel3 sich ein leichter Proteoglykangehalt detektieren, welcher durch eine rote
Farbung zu erkennen ist (siehe Abbildung 19 Ausschnitt G). Zellen konnten nur vereinzelt
nachgewiesen werden. Bei der Gruppe 4 wurden neben Zellen ebenfalls ein geringer Gehalt
an Proteoglykanen durch leicht rote Farbung sichtbar (siehe Abbildung 19 Ausschnitt H). Bei
beiden Ansatzen mit dem partikularen Freisetzungssystem fir Arzneimittel, also bei Gruppe 3
und 4, lassen sich jeweils die Partikel des Systems im Abbau erkennen (siehe Abbildung 19
Ausschnitt G und H).
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5.1.4.2. Zusammenfassung der histologischen Untersuchung der 3D-Zellkulturen
oviner Anulus fibrosus Zellen

Die Alcianblau 8GS-Farbung und die Safranin-O-Farbung sind Nachweismethoden fir
verschiedene Gruppen von Proteoglykanen.

In der Alcianblau 8GS-Farbung der Ansatze mit reinem Transplantat und dem Transplantat
mit PrP Zusatz im Kultivierungsmedium lasst sich eine Bildung von Proteoglykanen nur
vermuten. In den Ansatzen der Gruppen 3 und 4 konnten proteoglykanhaltige Areale angefarbt
werden.

In der Safranin-O-Farbung stellte sich das Ergebnis der Gruppe 3 vergleichbar dar. Das
Ergebnis der Gruppe 4 zeigt mehr proteoglykanhaltige Areale als in Gruppe 3. In den Gruppen
1 und 2 lieRen sich keine Proteoglykane nachweisen.

Das partikulare Freisetzungssystem fur Arzneimittel war nach 19 Tagen Kultivierung nicht
vollstandig abgebaut und lie® noch vorhandene Partikel des Systems im Abbau erkennen
(siehe Abbildung 19).

Bei allen Transplantaten lief3en sich nach 19 Tagen der Kultivierung Zellkerne nachweisen.
Die Grundlage fur den tierexperimentellen Versuch an Schafen, dass bei Vorhandensein der
genutzten Stoffe eine Bildung von Proteoglykanen stattfinden kann, ist somit gegeben und

stellt eine Voraussetzung fiir eine anschlieBende Testung am Schafsmodell dar.
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5.2. Ergebnisse des in vivo Versuchs

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Versuchstiergruppen dargestellt. Hierbei wurde
zwischen Tieren der Gruppe A (Leerdefekt), also reiner Defektsetzung ohne Deckung mittels
Implantats, und den weiteren Gruppen B, C, D, E, also den Gruppen mit Defektdeckung mittels

Implantats unterschieden. In Tabelle 5 sind die einzelnen Versuchstiergruppen erneut

dargestellt.
Gruppenname | Angewandte Methode Anzahl der
Tiere
A Leerdefekt (Kontrollgruppe), ohne Substitution 6
B Implantat ohne Zusatz 6
C Implantat + partikulares Freisetzungssystem fiir Arzneimittel 6
D Implantat + partikulares Freisetzungssystem fiir Arzneimittel 6
mit verkapseltem Faktor TECK (CCL25)
E Implantat + plattchenreichem Plasma (PRP) - Zusatz 6

Tabelle 5: erneute Darstellung der Versuchstiergruppen (A-E)

5.2.1. Operationszeiten

5.21.1. Dauer aller Operationen im zeitlichen Verlauf

Fur jedes Tier wurde wahrend des Eingriffs ein Operationsprotokoll angefertigt. Neben den
Vitalparametern der Tiere wurde der zeitliche Verlauf des Eingriffs notiert. Hierbei wurde der
Zeitpunkt der Narkoseeinleitung bei Gabe der Pramedikation vermerkt.

Die Gesamtdauer des chirurgischen Eingriffs wurde mit dem Zeitpunkt des ersten Schnitts
(Hautschnitt) und dem Zeitpunkt des Endes der Operation bei Vollendung der Naht und
beginnender Ausleitung der Narkose des Tieres notiert (sieche Abbildung 20). Sichtbar wird,
dass die Dauer der Operationen mit steigender Anzahl der durchgefihrten Operationen

abnimmt.
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Dauer der Operation im zeitlichen Verlauf
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Abbildung 20: Darstellung der Dauer der Operationen im Verlauf der Studie

5.2.1.2. Dauer aller Operationen mit Defektdeckung im zeitlichen Verlauf

Bei Betrachtung der Operationen mit Defektdeckung, somit aller Operationen ausgeschlossen
der Gruppe A (Leerdefekt), wird deutlich, dass es ebenfalls mit zunehmender
Operationsanzahl zu einer verkirzten Operationsdauer kommt (siehe Abbildung 21). Die
maximale Operationsdauer bei den Versuchstieren mit Defekideckung mittels Implantats
betrug circa 2 Stunden. Die minimale Operationsdauer bei Defektdeckung mittels Implantats
betrug circa 40 Minuten. Die spezielle operative Erfahrung des Operateurs in Bezug auf die
Implantatbefestigung stieg mit steigender Anzahl der Operationen und verringerte damit die

Dauer des chirurgischen Eingriffs.
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Dauer der Operation mit Defektdeckung im
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Abbildung 21: Darstellung der Dauer der Operationen mit Defektdeckung im zeitlichen Verlauf der Studie

5.2.2. Defektsetzung

Die invasive Defektsetzung war wenig aufwandig und im Allgemeinen mit einem geringen
Zeitaufwand verbunden. Die maximale Operationsdauer bei den Versuchstieren ohne
Defektdeckung mittels Implantats betrug circa 1 Stunde und 15 Minuten. Die minimale
Operationsdauer bei Defektdeckung betrug circa 25 Minuten. Hieraus folgt, dass die
Operationszeiten der Tiere mit reiner Defektsetzung und somit ohne anschlieRende Deckung
mittels Implantats geringer waren als bei den Versuchstieren mit Defektdeckung. Da der
Defekt mit Hilfe eines Skalpells und einer Pinzette gesetzt wurde, variierte die geplante
DefektgroRe (circa 3,5mm x 3,5mm). Dies wurde in der histologischen Auswertung ebenfalls
ersichtlich (siehe 5.2.7.1.1 Defektgrofle).

5.2.3. Defektdeckung: Einbringen und Befestigen des Implantats

Das Implantationsverfahren verursacht im Vergleich zu der reinen Defektsetzung einen
zusatzlichen Schaden des Anulus fibrosus. Intraoperativ gestaltete sich insbesondere die
Befestigungsnaht und damit die optimale Platzierung der Implantate als schwierig. Vor allem
die vor Einbringen des Implantats durchgefiihrte Befestigung der Faden an den Ecken des
Defektes erfordert jeweils mehrere Versuche zur korrekten Platzierung der Naht. Die

Implantationsmethode ist somit sehr anspruchsvoll.
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Bei einem Versuchstier der Gruppe E, das urspringlich mit einer Defektdeckung mit Zusatz
von PRP behandelt werden sollte, war die Befestigung des Implantats trotz mehrfacher
Versuche nicht méglich, so dass bei diesem Tier wahrend der Operation nur ein Defekt gesetzt
wurde. Es war nicht méglich die Faden an den Ecken des Defektes zu platzieren, da diese
trotz mehrerer Versuche aus dem Gewebe ausrissen. Das Tier wurde somit ab der Operation

in der Gruppe A (Leerdefekt) zugeteilt (siehe Tabelle 7).

5.2.4. Postoperativer Verlauf

Wahrend der Operation kam es bei keinem der Tiere zu einer Komplikation. 29 der 30
Versuchstiere zeigten auch nach dem operativen Eingriff ein ungestortes Allgemeinbefinden.
Ein Tier verstarb aufgrund von Narkosenachwirkungen post operationem (siehe Tabelle 7).
Die restlichen Tiere erholten sich rasch nach der Operation. Sie konnten unmittelbar nach der
Operation aufstehen, alle vier Gliedmale gleichmalig belasteten, Futter aufnehmen und
wieder in die Herde uUberfihrt werden. Bei keinem der 29 Versuchstiere wurde ein
neurologischer Defizit nach der Operation festgestellt. Auch in der postoperativen Kontrolle
konnte bei keinem Tier eine erhdhte Temperatur oder sonstige klinische Anzeichen fir eine
Stérung des Allgemeinbefindens festgestellt werden. Keines der Tiere zeigte nach der
Operation eine Wundheilungsstérung an der Operationswunde. Das Sozialverhalten der Tiere
untereinander war ebenfalls unauffallig. Wahrend des gesamten Zeitraums der Studie zeigten

die Versuchstiere eine unbeeintrachtigte Futter- und Wasseraufnahme.

5.2.4.1. Standzeiten und Gewicht der Tiere

Zwei Wochen nach der jeweiligen Operation wurden die Versuchstiere in Gruppen von sechs
Tieren zu einer Weide transportiert. Die Zeit von der Operation bis zur Euthanasie
(postoperative Zeit) betrug bei den Tieren im Mittel 91 Tage +/- 5 Tage. Die genauen
Standzeiten kénnen der Tabelle 6 enthommen werden.

Nach Ablauf der Standzeit wurden die Tiere zurlck in die tierexperimentelle Einrichtung
transportiert und dort euthanasiert.

Das in der Versuchsplanung vorgesehene Gewicht der Tiere betrug circa 80,00 kg. Die Tiere
wurden vor der Operation gewogen und wiesen hierbei ein durchschnittliches Gewicht von
71,43 kg (63,00 kg bis 83,00 kg) auf (siehe Tabelle 6). Hierdurch stellte sich ein
Gewichtsunterschied von 20,00 kg zwischen dem leichtesten und schwersten Tier ein (Tabelle
6).

70



Ergebnisse

Schaf Nr. Gewicht Standdauer Schaf Nr. Gewicht | Standdauer
kg Tage kg Tage
37 70,4 86,0 59 72,3 89,0
36 69,8 93,0 60 63,0 93,0
38 83,0 93,0 61 73,0 93,0
39 77,0 93,0 63 73,6 88,0
40 72,2 93,0 64 81,0 88,0
41 69,8 91,0 62 73,9 91,0
42 73,6 91,0 65 76,2 91,0
43 74,0 91,0 66 75,0 94,0
44 72,0 92,0 67 65,6 94,0
45 67.4 92,0 68 64 4 93,0
46 69,8 91,0 69 66,2 93,0
47 63,0 91,0 70 68,8 91,0
56 69,4 (Exitus postoperati\g 71 64,4 91,0
57 72,6 96,0 72 76,8 86,0
58 75,0 89,0 73 69,8 86,0

Tabelle 6: interne Versuchsnummer, Kérpergewicht und Standzeit der Versuchstiere

5.2.5. Explantation

Bei der Explantation wurde deutlich, dass die Defektsetzung an unterschiedlichen
Bandscheiben der Lendenwirbelsaule durchgefihrt wurde und nicht, wie im Versuchsaufbau
geplant, nur an der Bandscheibe im Lendenwirbelsegment L4/L5. Da keine Réntgenkontrolle
durchgeflhrt wurde, wurde die Defektsetzung bei manchen Tieren auch an den Bandscheiben
ein Segment oberhalb und unterhalb des geplanten Segmentes durchgefihrt. Dies fuhrte
dazu, dass bei einem Tier bei der en-Bloc-Explantation durch die manipulierte Bandscheibe
gesagt wurde. Auf Grund des Sagefehlers wurde das Praparat der Gruppe B von der
Auswertung ausgeschlossen (siehe Tabelle 7). Da keine Réntgenkontrolle nach der Operation
durchgefiihrt wurde, konnte die genaue Anzahl der Defekte in den Bandscheiben anderer
Segmente nicht bestimmt werden. Es verblieben 28 Praparate zur weiteren Auswertung: 7
Praparate bei denen eine reine Defektsetzung durchgefiihrt wurde und 21 Praparate mit
Defektsetzung und Deckung mittels Implantat (siehe Tabelle 7). Die post mortem
Untersuchung der Segmente umfasste die Beurteilung der makroskopischen Veranderungen
und der histologischen Auswertung der im Anschluss angefertigten Praparate mittels

Hamatoxylin/Eosin-Ubersichtsfarbung.

71



Ergebnisse

Gruppe Angewandte Methode Anzahl Anzahl der Bemerkung
der Tiere | auswertbare

n Préparate

A Leerdefekt (Kontrollgruppe), ohne 6 7 + 1 Tier/Praparat (intraoperativ
Substitution zusatzlich aus Gruppe E
zugeordnet)
B Implantat ohne Zusatz 6 5 - 1 Tier/Préparat (operierte

Bandscheibe bei Sektion

durchsagt)
C Implantat + partikuléres 6 5 -1 Tier/Praparat (Exitus
Freisetzungssystem fiir Arzneimittel postoperativ)
D Implantat + partikulares 6 6
Freisetzungssystem fiir Arzneimittel
mit verkapseltem Faktor TECK
(CCL25)
E Implantat + plattchenreichem 6 5 -1 Tier/Praparat (intraoperativ
Plasma (PRP) - Zusatz keine Befestigung des Implantats

moglich, zusatzlich zur Gruppe A

zugeordnet)

Tabelle 7: Ubersicht der Versuchstiergruppen und auswertbaren Priaparaten mit Bemerkungen

5.2.6. Praparation und makroskopische Beurteilung

Der gesetzte Defekt war bei keinem der Tiere bei der Explantation makroskopisch zu
erkennen. Auch weitere makroskopisch erkennbare Veranderungen an den Segmenten waren
nicht vorzufinden. Zum Zeitpunkt der Explantation waren makroskopisch keine Unterschiede
zwischen den Praparaten mit oder ohne Defektdeckung ersichtlich (siehe Abbildung 22 und
Abbildung 23).

Durch die fehlende Rodntgenkontrolle und der daraus folgenden Ungewissheit, welche
Bandscheibe der Segmente manipuliert wurde, war das Wiederauffinden des nicht resorbieren
Fadens erschwert. Nur durch eine sorgfaltige Praparation war es mdglich das nicht-
resorbierbare Fadenmaterial an der Defektstelle wiederzufinden (siehe Abbildung 22 und
Abbildung 23). Es konnte bei keinem Tier eine Disklokation des Implantats beziehungsweise
des nicht-resorbierbaren Fadenmaterials beobachtet werden. Bei keinem der Praparate
konnte eine Fremdkdrperreaktion oder Granulombildung detektiert werden (siehe Abbildung
22 und Abbildung 23).

Die resorbierbaren Faden und das Implantat waren nach den 3 Monaten bei allen Tieren

makroskopisch nicht mehr zu erkennen (siehe Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Abbildung 22:. en-bloc Entnahme der Lendenwirbelsdule der Gruppe A (Leerdefekt) nach Sektion und
erster Praparation. Die Skalpellspitze zeigt auf die Defektstelle, gekennzeichnet durch das nicht

resorbierbare Nahtgut. Schaf Nr. 47.

Abbildung 23: en-bloc Enthahme der Lendenwirbelsdule der Gruppe E (PRP) nach Sektion und erster
Praparation. Die Skalpellspitze zeigt auf die Defektstelle, gekennzeichnet durch das nicht resorbierbare
Nahtgut. Schaf Nr. 45.
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5.2.7. Histologische Auswertung der Bandscheibenpraparate

5.2.71. Hamatoxylin/Eosin-Farbung

Zur Hamatoxylin/Eosin-Ubersichtsfarbung wurden nach Anfertigung von Kryoschnitten der
Bandscheibenpraparate diese auf den Objekttragern mit Hamatoxylin gefarbt und dann mit
Eosin gegengefarbt.

In der Hamatoxylin/Eosin-Ubersichtsfarbung konnte bei den 28 gefarbten Praparaten die
Defektstelle wiedergefunden werden. Es traten vereinzelt Farbeartefakte und Praparatrisse
auf. Diese konnten jedoch eindeutig von pathologischen Veranderungen abgegrenzt werden.
Bei keinem der Praparate konnten Implantatreste oder Reste des partikularen
Freisetzungssystems flr Arzneimittel gefunden werden. Lediglich das nicht resorbierbare
Fadenmaterial lie® sich in der Farbung wiederfinden und stellte sich hierbei blau dar (siehe
Abbildung 24). Folgend werden histologische Abbildungen der Gruppe A (Leerdefekt) und
stellvertretend flr die Praparate mit Defektdeckung die histologischen Abbildungen der

Gruppe D genutzt um die Ergebnisse zu veranschaulichen.

Abbildung 24: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe D (TECK).

Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach Hamatoxylin/Eosin-Farbung. Pfeil zeigt auf Nahtmaterialreste.
Nucleus pulposus (NP) und Anulus fibrosus (AF). Die Abbildung ist eine Ubersicht und aus 100 einzelnen
Aufnahmen in 50-facher VergroBerung zusammengesetzt.

74



Ergebnisse

5.2.71.1. DefektgroRe
Das Versuchsdesign sah eine definierte DefektgroRe von 3,5mm x 3,5mm vor. Bei der
histologischen Auswertung waren Abweichungen von der gewinschten einheitlichen
DefektgroRe zu beobachten. So wiesen die histologischen Praparate teils kleinere teils
groRere Defekte auf, sowohl in der zur Anulus fibrosus Oberflache waagerechten
Ausdehnung, als auch in der Tiefe des Defektes. Die Abbildung 25 zeigt einen Defekt der
Gruppe A (Leerdefekt) mit geringer Defekttiefe. Im Vergleich dazu stellt sich in der Abbildung
26 ein Defekt mit einer groReren Defekttiefe dar. Begriinden lasst sich die unterschiedliche
Ausdehnung des Defektes damit, dass kein Instrument mit vordefinierter Tiefe, wie zum
Beispiel ein Stanzwerkzeug, zur Defektsetzung verwendet wurde. Eine quantitative Analyse
(Vermessung) der einzelnen Defekte um die Menge des enthaltenen Gewebes zu beurteilen

und unter den Praparaten zu vergleichen, war somit nicht moglich.

Abbildung 25: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe A (Leerdefekt) mit geringer Defekttiefe

Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung. Die Abbildung ist eine Ubersicht

und aus 100 einzelnen Aufnahmen in 50-facher VergroRerung zusammengesetzt.
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5.2.71.2. Defektfillung

Defekte nach 3 Monaten Standzeit

Die Anulus fibrosus Oberflachen der Defektregionen aller Praparate zeigten nach 3 Monaten
eine vollstandige Defektauffillung mit Reparaturgewebe. Die Defektauffillung erfolgte bis auf
das Niveau der urspringlichen Anulus fibrosus Oberflache und teilweise wurde eine
Hypertrophie des Gewebes Uber dieses Niveau hinaus beobachtet (siehe Abbildung 26). Nach
den 3 Monaten zeigte sich in der histologischen Farbung bei allen Praparaten eine homogene
Zellinfiltration. Das entstandene Gewebe zeigte bei allen Praparaten ein dhnliches Aussehen.
Es lasst sich vermuten, dass die Praparate der Gruppe A: Leerdefekt im Vergleich zu den
Praparaten mit Deckung mittels Implantat eine lockerere Fillung der Defekte zeigen. Eine
qualitative  Differenzierung des jeweiligen Defektinhaltes konnte mittels der
Hamatoxylin/Eosin-Ubersichtsfarbung nicht getroffen werden. Hierzu wéaren weitere

Untersuchungen notwendig.

Abbildung 26: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe A (Leerdefekt) mit groBerer Defekttiefe

Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung. Die Abbildung ist eine Ubersicht

und aus 100 einzelnen Aufnahmen in 50-facher VergrofRerung zusammengesetzt.
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Abbildung 27: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe D (TECK).

Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung. Die Abbildung ist eine Ubersicht
und aus 100 einzelnen Aufnahmen in 50-facher VergroRerung zusammengesetzt.

5.2.7.1.3. Auftreten von Herniationen

Bei Betrachtung der histologischen Praparate konnte bei 2 von 7 Versuchstieren, also bei
28,6% der histologischen Praparate der Gruppe A (Leerdefekt) und 2 von 21, also bei 9,5%
der histologischen Praparate mit Defektdeckung mittels Implantats (Gruppe B bis E) ein Vorfall
von Nucleus pulposus Gewebe (Herniation) erfasst werden. Die

Abbildung 28 und die Abbildung 29 stellen zwei Praparate mit einer dieser Herniationen dar.
Bei 90,5% der Praparate, also bei 19 der 21 Versuchstiere, die mit einer Implantatdeckung
behandelt wurden, stellte das Implantat eine wirksame Barriere flir die Herniation von Nucleus
pulposus Gewebe dar. Bei den Praparaten die eine Herniation aufwiesen, ist nicht erkenntlich
ob diese wahrend der Operation iatrogen oder im Anschluss in der postoperativen Phase

entstanden sind.
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Abbildung 28: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe A (Leerdefekt).

Pfeil zeigt auf Vorfall des Nucleus pulposus Gewebe. Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach

Hiamatoxylin/Eosin-Fiarbung. Die Abbildung ist eine Ubersicht und aus 100 einzelnen Aufnahmen in 50-
facher VergroRerung zusammengesetzt.
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Abbildung 29: Anulus fibrosus Defekt der Gruppe A (Leerdefekt)

Pfeil zeigt auf Vorfall des Nucleus pulposus Gewebe. Ausschnitt der ovinen Bandscheibe nach

Hamatoxylin/Eosin-Fiarbung. Die Abbildung ist eine Ubersicht und aus 100 einzelnen Aufnahmen in 50-
facher VergroRerung zusammengesetzt.
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6. Diskussion
6.1. Diskussion der Methodik

6.1.1. Tiermodell

In der Grundlagenforschung sind Tierversuche oft eine Vorstufe in der Entwicklung neuer
Therapieansatze. Die Auswahl eines geeigneten Modells ist unabdingbar, um eine maoglichst
grolRe Vergleichbarkeit der gewonnen Daten auf den Menschen zu ermdglichen (Wilke 2008).
Bei Modellen am Tier handelt sich einerseits um Modelle, mit denen die Degeneration der
Bandscheibe erforscht wird und andererseits um Modelle zur Untersuchung verschiedener
Implantate und neuer Therapieansatze (Osti et al. 1990; Hegewald et al. 2015). Die Modelle
bestehen meist daraus, die bei der Bandscheibendegeneration entstehenden Veranderungen
in einem kirzeren Zeitrahmen zu imitieren (Lotz 2004; Hoogendoorn et al. 2008; Wiesner
2017) und kombinieren dies haufig mit der sich anschlieRenden Untersuchung weiterer
Therapiemethoden.

Um die vorgegebenen Ziele der Bandscheibenforschung zu erreichen, mussen die
Tiermodelle demnach verschiedene Bedingungen erfillen. In der Bandscheibenforschung
muss das Tiermodell eine Ahnlichkeit zur menschlichen Wirbelsdule und menschlichen
Bandscheibe aufweisen, um reproduzierbar zu sein.

Es wurden in der Vergangenheit verschiedene Tiermodelle genutzt, um neue Therapieansatze
der Bandscheibenforschung zu untersuchen. Es wurden bisher Modelle an Klein- und
Grolitieren wie zum Beispiel an Mausen, Hunden, Ratten, Schweinen und Schafen genutzt
(Alini et al. 2008).

Fir die vorliegende Arbeit musste ein Tiermodell gewahlt werden, welches eine vergleichbare
Anatomie der Wirbelsadule und speziell der Bandscheibe des Tieres zu der des Menschen
aufweist. Vergleichbare Gewebeeigenschaften, ein vergleichbarer operativer Zugangsweg
und eine vergleichbare DefektgroRe ermoglichen es, die Eigenschaften des Implantats und
der Wirkstoffe so zu nutzen, wie auch in der spéateren klinischen Anwendung am Menschen.
Das Schaf bietet hierbei gegenliber anderen Tieren als Modell in der Wirbelsdulenforschung
bestimmte Vorteile (Alini et al. 2008). Das Gewicht der Tiere, die vergleichbaren
anatomischen, biomechanischen sowie statischen Eigenschaften der Wirbelsdule, sowie die
Form, der Wassergehalt, der Kollagengehalt, die Hydration und der Orientierungswinkel der
Kollagenfasern der Bandscheibe machen das Schaf zum praktikablen und haufig verwendeten
Modell der Bandscheibenforschung (Wilke et al. 1997a; Wilke et al. 1997b; Costi et al. 2002;
Reid et al. 2002; Smit 2002; Schmidt und Reitmaier 2013; Mageed et al. 2013a; Mageed et al.

2013b). Die Lendenwirbelsaulenbandscheibe des Pavians und der Maus sind in der Anatomie
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mit der des Menschen jedoch eher vergleichbar, als die des Schafs (O’Connell et al. 2006).
Versuche an Primaten sind allerdings aus ethischen Griinden umstritten und im Gegensatz
zum Schaf sehr kostspielig (Borrie 1960; Alini et al. 2008; Nuckley et al. 2008).

Auch Kleintiermodelle wurden in der Vergangenheit haufig genutzt (Lotz 2004; Alini et al.
2008). Durch die unterschiedlichen anatomischen Dimensionen und das lebenslange
Vorhandensein notochordaler Zellen sind Kleintierbandscheiben allerdings nur begrenzt als
Modell der humanen Bandscheibe geeignet (Butler 1988; Alini et al. 2008). Die Nutzung dieser
Tierarten als Modell in der Untersuchung regenerativer Therapieansatze ist deshalb schwierig,
da mit dem Vorhandensein dieser notochordaler Zellen auch ein erhohtes
Regenerationspotential in der Bandscheibe verbleibt (Alini et al. 2008). Im Gegensatz zu den
meisten Kleintieren besitzt der erwachsene Mensch im Nucleus pulposus keine notochordalen
Zellen mehr (Urban und Roberts 1995; Hunter et al. 2004; Alini et al. 2008).

Unsere Arbeitsgruppe konnte die bisher dokumentierten Erfahrungen anderer Arbeitsgruppen
(Guder et al. 2009; Hegewald et al. 2015) in Hinsicht auf die Nutzung des Schafes als
Bandscheibendegenerationsmodell bestatigen. Durch die vergleichbaren anatomischen
GroBenverhaltnisse der Wirbelsdulen von Mensch und Schaf kamen bei der
Operationstechnik einschlieRlich der verwendeten Instrumente und der Implantate dieselben
Techniken zum Einsatz, wie sie auch unter klinischen Gegebenheiten am Menschen genutzt
werden kdnnten.

Abschlieend stellt das Schaf somit wie in vielen Studien bisher beschrieben und der in Punkt
3.1 naher erdrterten Gesichtspunkte, ein akzeptables Modell fiir die in vivo Untersuchung von

Anulus fibrosus Implantaten dar und wurde deshalb fiir diesen Versuch gewahit.

6.1.2. Versuchstiere

Das Ziel bei der Auswahl der Versuchstiere ist es, eine grof3e Homogenitat zu erreichen.
Hierzu wurden in der Versuchsplanung die Eckdaten der Tiere festgelegt. Die Tiere sollten
einer bestimmte Rasse angehdren, ein Alter von mindestens 5 Jahren haben und ein Gewicht
von circa 80,00 kg aufweisen.

Die Versuchstiere gehdrten alle der Rasse Merinofleischschaf an, waren weiblich und alter als
5 Jahre. Der Epiphysenfugenschluss findet bei Schafen bis zu einem Alter von 3,5 Jahren statt
(Viera 1974; Ho et al. 1989). Damit ist Skelettreife bei einem Alter von mindestens 5 Jahren
abgeschlossen. Durch die Auswahl von weiblichen Tieren gelang es, Unruhen und
Rangordnungskampfe in der postoperativen Haltung zu vermeiden.

Das Gewicht der Einzeltiere zeigte innerhalb der Gruppe Unterschiede. So betrug das Gewicht

des leichtesten Tieres 63,00 kg und das Gewicht des schwersten Tieres 83,00 kg. Das mittlere
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Gewicht der Tiere betrug 71,43 kg. Es ergab sich somit eine Differenz des Korpergewichts von
20,00 kg zwischen dem leichtesten und dem schwersten Tier. Trotzdem liegen die Tiere mit
den Korpergewichten zwischen 63,00 kg und 83,00 kg im vergleichbaren Bereich des
durchschnittichen humanen Koérpergewichtes. Nach dem Mikrozensus des Statistischen
Bundesamtes von 2009 betragt dieses 75,60 kg (Bundesamt(Destatis), Mikrozensus 2009 -
Kérpermalle der Bevolkerung, Tabelle 1: Kérpergroflie, Kérpergewicht und Body-Mass-Index
2009 nach Geschlecht und Altersgruppen, 2011).

Der Gewichtsunterschied unter den Versuchstieren ist zu vernachlassigen, da er lediglich fur
das Handling wahrend der Studie von Bedeutung war und keinen direkten Einfluss auf die

Auswertung und die ermittelten Ergebnisse hatte.

6.1.3. Operation

Bei allen 30 Versuchstieren wurden Uber einen minimalinvasiven lateralen, parallel zu den
Processus transversi verlaufendem, retroperitonealen Zugang operiert. Dieser Zugang wurde
wie von Oehme et al. (2012) beschrieben durchgefiihrt. Hegewald et al. (2015) nutzten diesen
Zugang ebenfalls, um ein Implantat zum Verschluss des Anulus fibrosus zu untersuchen.
Beide Arbeitsgruppen (Oehme et al. 2012; Hegewald et al. 2015) konnten keine
Komplikationen, wie zum Beispiel Blutungen und Nervenverletzungen, verzeichnen.
Hegewald et al. (2015) beobachteten postoperativ zwei Félle einer schweren Wundinfektion
und geben an, dass als Folge dieser die betroffenen Tiere euthanasiert wurden.

Auch dorsale oder dorsolaterale Zugadnge wurden als Operationsmethoden ebenfalls
beschrieben. Diese werden unter anderem aufgrund des vom Menschen abweichenden
Verlaufs der ovinen Spinalnerven als zu unginstig beschrieben, um sie am Schaf zu
verwenden (Baramki et al. 2000; Oehme et al. 2012; Hegewald et al. 2015). Bei Hegewald et
al. (2015) kam es nach dorsalem Zugang zu einer hochgradigen Schwache der Hinterhand
zweier weiterer Tiere, wodurch diese euthanasiert werden mussten und auf den
retroperitonealen Zugang umgestiegen wurde.

In den hier durchgefiihrten Operationen kam es bei keinem der 30 Versuchstiere zu einer der
beschriebenen Komplikationen. Dennoch konnten nicht alle 30 Versuchstiere in den weiteren
Verlauf der Untersuchung eingeschlossen werden, da ein Tier aufgrund von

Narkosenachwirkungen postoperativ verstarb.
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6.1.3.1. Operationszeiten

Oehme et al. (2012) gaben die Dauer der reinen Praparation der Wirbelsaule bei Durchfihrung
des minimalinvasiven, lateralen, retroperitonealen Zugangs mit durchschnittlich 60 Minuten
an.

Der zeitliche Ablauf der 30 von uns durchgeflihrten Operationen mit dem gleichen Zugang
wurde ebenfalls dokumentiert. Es wurde je nach Versuchsgruppe entweder nur ein Defekt in
den Anulus fibrosus gesetzt (Gruppe A) oder im Anschluss an die Defektsetzung zusatzlich
mit einem Implantat gedeckt (Gruppe B bis E).

Die mittlere Operationszeit betrug bei reiner Defektsetzung 48 Minuten (25 Minuten bis 75
Minuten). Bei den Gruppen mit Deckung des Defektes mittels Implantats betrug die mittlere
Operationsdauer 65 Minuten (40 Minuten bis 120 Minuten). Es war bei allen Operationen eine
Lernkurve innerhalb des Versuchsverlaufs zu verzeichnen (siehe Abbildung 20 und Abbildung
21). Die Dauer des chirurgischen Eingriffs wurde hierbei mit dem Zeitpunkt des ersten
Hautschnittes bis zum Zeitpunkt des Endes der Operation bei Vollendung der Naht und
beginnender Ausleitung der Narkose des Tieres gemessen.

Im Vergleich zu Oehme et al. (2012) konnten wir im Mittel eine geringere Dauer fur die reine
Praparation und die Defektsetzung verzeichnen. Mit zunehmender operativer Erfahrung des
Chirurgen speziell auf den durchgefihrten Eingriff verklrzte sich zusatzlich die

Operationsdauer.

6.1.3.2. Defektsetzung

Bei der Versuchsplanung zu beachten ist die sogenannte kritische DefektgréRRe. Ist diese
erreicht, kommt es innerhalb des Versuchszeitraums nicht zu einer spontanen Ausheilung
(Ahern et al. 2009). Verschiedene Arbeiten beschaftigten sich in der Vergangenheit mit
Inzisionsarten und Defekttiefen und ihren Auswirkungen auf die manipulierte Bandscheibe
(Ahigren et al. 1994; Ahigren et al. 2000). Beim Schaf wurde die kritische Grofe von

Knorpeldefekten am Knie mit einem Durchmesser von 7,0 mm angegeben (Ahern et al. 2009).

Schon Osti et al. (1990) beschrieben ein Degenerationsmodell durch eine chirurgische
Defektsetzung an der Schafsbandscheibe. Dieses Modell untersuchte die nicht in den Nucleus
pulposus eindringende Defektsetzung per kontrollierter Inzision von 5mm x 5mm GroRe.
Melrose et al. (2012) applizierten einen Defekt mit einer GréRe von 20mm x 6mm, ohne dass
es zu einem Vorfall von Nucleus pulposus Gewebe kam und gaben an, dass die Tiefe des
Defekts mehr Auswirkung auf die Biomechanismen der Bandscheibe hat als die Breite des
Defekts. Ahlgren et al. (2000) untersuchten drei Inzisionsarten in Form von Schlitz-, Kreuz-

und Boxinzisionen am Schafsmodell. Die Defekte, die den Anulus fibrosus komplett
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durchdringen, brachten dabei eine schnellere Degeneration und einen gréReren
Stabilitatsverlust mit sich als Defekte mit geringerer Defekttiefe, die nur die dullere Zone des
Anulus fibrosus durchdringen (Ahlgren et al. 1994; Ahlgren et al. 2000; Melrose et al. 2012).

In der vorliegenden Studie wurde bei 30 ovinen Versuchstieren ein Defekt in den Anulus
fibrosus gesetzt. Das vorliegende Versuchsdesign sah vor, dass der Defekt eine definierte
Groe von 3,5mm x 3,5mm haben sollte. Dies wurde analog zu der Arbeit von Hegewald et
al. (2015) durchgeflihrt, welche in einem vergleichbaren Versuchsaufbau ebenfalls eine
Boxinzision mit einer definierten Gré3e von 3,5mm x 3,5mm nutzte, um ein resorbierbares
Implantat am Schafsmodell zu untersuchen.

Nach Schneider-Wald et al. (2013) sollte zusatzlich bei der Auswahl der DefektgroRe die
Vergleichbarkeit zur humanen Situation hergestellt werden. Aus diesem Grund wahlten
Hegewald et al. (2015) die verwendete Defekigréle. Da es bei humanen
Bandscheibenvorfallen bei vergleichbar grol3en Defekten des Anulus fibrosus zum erneuten
Auftreten von Herniationen (27%) und zur hochsten Reoperationsrate von 21% (Carragee et
al. 2003) kam. Die sogenannte kritische Defektgrofie sollte aber, wie schon erwahnt, bei der
Auswabhl nicht Uberschritten werden, da diese Defekte nicht spontan ausheilen.

Hegewald et al. (2015) stellten bei gleicher DefekigrofRe eine erste deutliche Ausbildung von
Reparaturgewebe nach sechs bis zwolf Wochen fest und gaben an, dass dabei die Bildung
von Reparaturgewebe mit der Zeit anstieg. Deshalb wahlte auch unsere Forschungsgruppe
den Zeitpunkt der Auswertung 3 Monate nach der Operation.

Die Untersuchung nach 3 Monaten zeigte, dass die Defektgrofle unterschiedlich ausfiel.

Im Vergleich zu Hegewald et al. (2015) wird rlickblickend deutlich, dass wahrend der Operation
die gewlinschte Defekttiefe nicht erreicht wurde, da nicht wie bei Hegewald et al. (2015)
beschrieben, Nucleus pulposus Gewebe wahrend der Operation koaguliert werden musste.
Dies bestatigte sich auch in der spateren histologischen Auswertung.

Da kein standardisiertes Instrument mit zuvor definierter Tiefe zur Defektsetzung genutzt
wurde, wiesen die Praparate teils kleinere, teils gréRere Defekte auf.

Um eine quantitative Analyse (Vermessung) der Defektfiillung, also der Menge des
enthaltenen Gewebes, durchzuflihren und unter den Praparaten zu vergleichen, ware eine
standardisierte Defekttiefe notwendig. Matz (2010) verwendete zur Defektsetzung in den
ovinen Kniegelenksknorpeln eine Hohlfrdse mit einer Millimeterskalierung, alternativ ware ein
Stanzwerkzeug mit einer vordefinierten Tiefe denkbar. Lim et al. (2017) nutzten im
Degenerationsmodell zur Defektsetzung an der ovinen Bandscheibe einen Bohrer mit einem
Tiefenbegrenzer (Bohrstopp). Mit diesen Instrumenten lieRe sich eine definierte Defekttiefe

einstellen und im Anschluss eine quantitative Auswertung vornehmen.
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Wahrend der Operation Uberpriften Hegewald et al. (2015) mit einer fluoroskopischen
Echtzeituntersuchung die Lokalisation des gewiinschten Segmentes.

Eine zweifelsfreie ldentifikation der Bandscheibe zwischen den geplanten Wirbelkérpern vier
und fUnf fand bei der hier durchgefihrten Studie nicht statt.

Die bei der spateren Untersuchung durchgefiihrten Praparationen der Wirbelsaulensegmente
bestatigten, dass nicht immer die vorgesehene Bandscheibe manipuliert wurde.

Da die Anzahl der Lendenwirbelkérper des Schafes variiert (Frewein et al. 2003; Salomon et
al. 2008), ware es von Vorteil gewesen, intraoperativ zu réntgen, denn nur so ware die

vorgesehene Bandscheibe zweifelsfrei identifiziert worden.

6.1.3.3. Defektdeckung

Die Defektdeckung gestaltete sich intraoperativ schwierig. Vor allem die vor Einbringen des
Implantats durchgefiihrte Befestigung der Faden an den Ecken des Defektes erforderte jeweils
mehrere Versuche zur korrekten Platzierung der Naht. Hierdurch wurde dem Anulus fibrosus
neben dem Defekt zuséatzlicher Schaden zugefugt.

Bei einem Versuchstier, das urspriinglich mit dem Implantat behandelt werden sollte, war es
nicht méglich, das Implantat zu befestigen. Trotz mehrerer Versuche riss das Fadenmaterial,
sobald Knoten gesetzt wurden, aus dem Gewebe aus. Das Versuchstier wurde nach
wiederholt frustran durchgefiihrten Versuchen intraoperativ der Gruppe A (Leerdefekt)
zugeteilt (siehe Tabelle 7).

Die in der vorliegenden Studie genutzte Technik, zuerst die Faden an den Ecken des Defektes
zu applizieren, im Anschluss das Implantat auf die Faden ,aufzufadeln®, mit Hilfe einer Pinzette
auf den Defekt hinunter zu schieben und die Faden aulerhalb der Wunde zu verknipfen und
hinunter zu schieben, erforderte viel Geschick des Chirurgen.

Der gewahlte Hautschnitt und das tiefliegende, enge Operationsfeld, machten eine
Befestigung des Implantats und ein Verknoten des Fadenmaterials direkt auf dem Implantat
nicht moglich.

Nach der Befestigung des Implantats lagen vier Knoten des Nahtmaterials auf dem Defekt vor.
Einer der Knoten bestand aus nicht resorbierbarem Nahtmaterial um eine spatere
einwandfreie Identifikation der Bandscheibe zu ermdglichen.

Knoten, die in den Spinalkanal hervorragen, kénnen Irritationen hervorrufen und sollten
deshalb mdglichst nicht verwendet werden (Suh et al. 2015).

Schon bei Hegewald et al. (2015) waren bei vergleichbarem Versuchsdesign mehrere
Versuche zur korrekten Platzierung der Naht nétig und die Forschungsgruppe betonte die
Notwendigkeit eines Applikationsinstrumentes. Dies bestatigte unsere Arbeitsgruppe

ebenfalls.
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Alternativ ware zu Uberdenken, ob eine Veranderung der Implantatstruktur, wie zum Beispiel
von Guillaume et al. (2014) in Form eines schwellbaren Scaffolds genutzt, moéglich ist. Das
von Guillaume et al. (2014) schwellbare Scaffold wurde im komprimierten Zustand in einen
Defekt eingebracht und fiillte diesen durch anschlieRendes Aufquellen aus. Das Implantat
wurde bisher nur in vitro untersucht, wodurch sich keine Aussagen Uber eine ausreichende
Stabilitat und Integration in vivo treffen lasst (Guillaume et al. 2014; Guillaume et al. 2015).

In Bezug auf die Befestigung des Implantats lasst sich abschlieRend sagen, dass erst durch
die Befestigungsmethode in Kombination mit einem Applikationsinstrument die zusatzliche
Schadigung des umliegenden Anulus fibrosus vermieden werden kann und das Verfahren
klinisch sicher, reproduzierbar und praktikabel anwendbar wird. Aktuelle Determinante des
verwendeten Befestigungsverfahrens zum Schritt in die klinische Anwendung und damit zur
Akzeptanz in der chirurgischen Gemeinschaft ist die fehlende, sicher reproduzierbare
Anwendung und damit die einfache Integration des Verfahrens in die bestehenden

chirurgischen Operationsmethoden.

6.1.4. Postoperativer Verlauf und Anfertigung der Praparate

Im Anschluss an die Operationen erfolgte die Haltung der Tiere in Weidehaltung.

Nach der 3-monatigen Standzeit wurden die Tiere zuriick in die tierexperimentelle Haltung
transportiert und nach einer Abschlussuntersuchung euthanasiert. Der Euthanasie folgte eine
en-bloc Resektion der Lendenwirbelsdulen der Tiere und die weitere Praparation der
manipulierten Bandscheiben. Bei der Gewinnung und Aufarbeitung der Proben wurde erneut
deutlich, dass eine Lagekontrolle der manipulierten Bandscheibe fehlte. Eine Lagekontrolle
wirde die Orientierung wahrend der Praparation erleichtern. Es lieRen sich keine strukturellen
Veranderungen an den Praparaten durch den Demineralisierungsprozess beobachten. Durch
die fehlende Kontrolle der Lage kam es zu einem Sagefehler und das betroffene Praparat
musste von der Auswertung ausgeschlossen werden. Der Ausfall des Praparats ist somit auf
einen Fehler in der Versuchsplanung zurickzufihren. Weitere Versuche sollten eine
Lagekontrolle vorsehen, um diese Ausfalle zu verhindern. Dieser Fehler der Versuchsplanung
hatte keinen direkten Einfluss auf die Auswertung der restlichen Praparate und die ermittelten

Ergebnisse.
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6.2. Diskussion der Ergebnisse

6.2.1. in vitro Untersuchungen

6.2.1.1. Chemotaxis oviner Anulus fibrosus Zellen

Das Anulus fibrosus Tissue Engineering basiert auf der Verwendung von Zellen oder
sogenannten Gerlsten (Scaffolds) oder einer Kombination dieser Komponenten zur
regenerativen Therapie (Li und Kong 2015). Ein Teil des Tissue Engineering bilden zellfreie
Therapieansatze. Diese versuchen Zellen aus der Umgebung eines Defektes durch bestimmte
Stoffe in den Defekt zu locken und dort zur Differenzierung in das urspriingliche Gewebe
anzuregen. Die eingesetzten Lockstoffe, zum Beispiel Chemokine, regen hierbei die Zellen in
situ zur Migration aus dem umliegenden Gewebe an.

Hegewald et al. (2012) zeigten, dass auch humane Anulus fibrosus Zellen sich durch
verschiedene Stoffe wie Chemokine stimulieren lassen. Das in der vorliegenden Arbeit
genutzte Chemokin TECK konnte in vitro mesenchymale Vorlauferzellen am Beispiel von
Periostzellen und mesenchymalen Zellen dosisabhangig zur Migration anregen (Stich et al.
2008; Binger et al. 2009; Endres et al. 2010; Ullah et al. 2013). Das Chemokin TECK ist als
Rezeptorligand fur den Chemokinrezeptor CCR9 und als Lockstoff fir Lymphozyten,
dendritische Zellen und Makrophagen bekannt (Murphy et al. 2000). /n vitro und in vivo ist der
Einfluss des Chemokins TECK auf ovine Anulus fibrosus Zellen noch nicht untersucht worden.
Als Teil des Versuchsziels, einen in vivo Tissue Engineering Ansatz in Form eines
resorbierbaren Beispiel-Implantats in einer Kombination mit dem Chemokin TECK am
Schafsmodell zu untersuchen, wurde vorab in vitro die Wirkung des human rekombinanten
Chemokins auf ovinen Anulus fibrosus Zellen getestet.

Um die Frage zu klaren, inwieweit ovine Anulus fibrosus Zellen sich Uberhaupt von einem
human rekombinanten Chemokin zur Migration anregen lassen, wurde die Chemotaxis zum
Chemokin TECK untersucht. In der Abbildung 16 ist das Ergebnis unterschiedlicher
Konzentrationen des Chemokins TECK auf die Zellen drei oviner Spendertiere dargestellit.
Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass das Chemokin TECK die ovinen Anulus fibrosus Zellen
dosisabhangig zur Migration anregen kann. Der Rezeptorligand des human rekombinanten
Chemokins geht also nicht nur mit dem humanen Chemokinrezeptor, sondern auch mit dem
der ovinen Anulus fibrosus Zellen eine Bindung ein.

Mit diesem Ergebnis war die Voraussetzung zum Einsatz eines human rekombinanten
Chemokins fir die in vivo Untersuchung am Schafsmodell gegeben, da das Chemokin TECK
in einer Konzentration von 750 nM und 1000 nM die ovinen Anulus fibrosus signifikant zur

Migration anregen konnte.
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6.2.1.2. 3D-Zellkultur oviner Anulus fibrosus Zellen

Ziel dieses in vitro Versuchs war es, die Wirkung des Implantats in Kombination mit dem
Chemokin TECK und dem PRP fir den folgenden in vivo Versuch am Schaf zu evaluieren.
Der in vitro Versuch sollte Aufschluss darliber geben, ob das human rekombinante Chemokin
TECK und das verwendete PRP einen Einfluss auf die Proteoglykanbildung der ovinen Anulus
fibrosus Zellen haben. Hierzu wurden die Ansatze der 3D-Zellkultur nach 19 Tagen der
Kultivierung zum Nachweis von Proteoglykanen mittels Alcianblau 8 GS-Farbung und Safranin-
O-Farbung untersucht. Gleichzeitig wurde durch eine PI-FDA-Farbung Gberprift, ob einer der
spater im Tierversuch eingesetzten Stoffe in vitro einen Einfluss auf die Vitalitdt der ovinen
Anulus fibrosus Zellen hat.

Die Uberlebensfahigkeit humaner Anulus fibrosus Zellen konnte in 3D-Zellkulturen mit einer
PI-FDA-Farbung Uber einen Zeitraum von 21 Tagen nachgewiesen und eine Bildung von
Proteoglykanen detektiert werden (Cabraja et al. 2012). Hondke et al. (2018) konnten in einer
3D-Zellkultur in Kombination mit PRP Gber einen Zeitraum von 14 Tagen vitale humane Anulus
fibrosus Zellen mittels PI-FDA-Farbung nachweisen.

Dabei konnte die Arbeitsgruppe (Hondke et al. 2018) in der Alcianblau 8 GS-Farbung und in
der Safranin-O-Farbung dieser 3D-Zellkulturen nahezu keine Bildung von Proteoglykanen in
der Anwesenheit von PRP beobachten.

In der hier vorliegenden Arbeit gelang es zum Untersuchungszeitpunkt nach 19 Tagen (Ende
des Kultivierungszeitraums) in allen Ansatzen der 3D-Zellkulturen vitale ovine Anulus fibrosus
Zellen nachzuweisen. Das Implantat, das partikulare Freisetzungssystem fir Arzneimittel, das
eingesetzte Chemokin TECK und das PRP hatten somit im untersuchten Zeitraum keinen
Einfluss auf die Vitalitat der Zellen.

Nach 19 Tagen der Kultivierung wurden mit der Alcianblau 8 GS-Farbung und der Safranin-O-
Farbung Proteoglykane im Ansatz mit dem Implantat in Kombination mit dem partikularen
Freisetzungssystem fir Arzneimittel ohne das Chemokin TECK (Gruppe 3) nachgewiesen.
Proteoglykane wurden auch im Ansatz mit dem Implantat in Kombination mit dem partikularen
Freisetzungssystem fir Arzneimittel mit 400ng Konzentration an verkapseltem TECK (Gruppe
4) nachgewiesen. Im Ansatz, mit dem Implantat (Gruppe 1) lieR sich keine
Proteoglykanbildung detektieren.

Im Ansatz mit PRP im Kultivierungsmedium (Gruppe 2) zeigten die ovinen Anulus fibrosus
Zellen in der 3D-Zellkultur nahezu keine Bildung von Proteoglykanen. Das Ergebnis bei
Einsatz von PRP, also eine nahezu nicht erfolgte Proteoglykanbildung, ist vergleichbar zu
bereits publizierten Ergebnissen mit humanen Anulus fibrosus Zellen (Hondke et al. 2018). Im
Gegensatz dazu konnte in der Vergangenheit der Einsatz von PRP (10%) in der 3D-Zellkultur
mit Anulus fibrosus Zellen des Schweins eine vermehrte Bildung von Proteoglykanen erzielen
(Akeda et al. 2006).
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Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnten durch die verschiedenen Methoden zur
Herstellung des PRPs zustande kommen, durch die es zu einer ungleichen Konzentration der
verschiedenen Wachstums- und Differenzierungsfaktoren, der Thrombozyten und der
Leukozyten kommt (Weibrich et al. 2002; Kruger et al. 2013; Hondke et al. 2018).

Aus den Ergebnissen geht dabei nicht hervor, weshalb im Ansatz mit dem partikularen
Freisetzungssystem fur Arzneimittel ohne Chemokin (Gruppe 3) eine Proteoglykanbildung
stattgefunden hat.

Mit diesem Ergebnis war die Voraussetzung zum Einsatz eines human rekombinanten
Chemokins fir die in vivo Untersuchung am Schafsmodell gegeben, da die ovinen Anulus
fibrosus Zellen in vitro in Anwesenheit des human rekombinanten Chemokins TECK in den
3D-Zellkulturen Proteoglykane bilden kénnen.

Weiterfihrende Untersuchungen, um den Einfluss des verwendeten Chemokins TECK und
des PRPs auf die Bildung von Kollagen Typ | und Il durch die ovinen Anulus fibrosus Zellen

nachzuweisen, waren von Interesse.

6.2.2. Tierversuch

6.2.2.1. Makroskopische und histologische Auswertung

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse des Tierversuchs diskutiert. Die Zielsetzung
der vorliegenden Arbeit war zu untersuchen, ob das ovine Tiermodell fir die Evaluation des
Heilungsverlaufs von Anulus fibrosus Defekten nach Versorgung mit Implantaten geeignet ist.
Hierzu wurde der Einfluss des Implantats auf die Geweberegeneration und auf die Stabilitat
untersucht.

Das nicht-resorbierbare Fadenmaterial lie® bei der Explantation in 100% der Falle eine
Identifizierung der manipulierten Bandscheibe zu. Bei der Explantation war bei keinem der
Versuchstiere der gesetzte Anulus fibrosus Defekt makroskopisch erkennbar. Auch
Veranderungen der umliegenden Strukturen waren nicht vorzufinden. Makroskopisch waren
bei den verschiedenen Versuchstiergruppen keine Unterschiede zwischen den Praparaten mit
oder ohne Defektdeckung sichtbar. Ebenfalls gab es makroskopisch bei keinem der Praparate
eine Implantatdislokation.

Implantatdislokation, haufig aus unzureichender Befestigung der Implantate resultierend, stellt
eines der Hauptprobleme in Hinsicht auf die primare Implantatstabilitat der Anulus fibrosus
Verschlusstechniken dar (Hegewald et al. 2015). So untersuchte eine Forschungsgruppe die
Versiegelung des Anulus fibrosus durch ein Polymer, welches bei der makroskopischen

Untersuchung zu 100% aufRerhalb des Anulus fibrosus vorlag (Brand 2003).
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Hegewald et al. (2015) konnten bei Verwenden einer Nahttechnik zur Befestigung des

Implantats ebenfalls keine Implantatdislokation verzeichnen.

In der Hamatoxylin/Eosin-Farbung zeigte das genutzte Implantat eine gute Biokompatibilitat
sowie eine gute Biodegradation, da bei keinem der Praparate nach 3 Monaten zum
Untersuchungszeitpunkt Implantatreste, Reste des partikuldaren Freisetzungssystems fir
Arzneimittel oder Materialunvertraglichkeiten vorgefunden wurden.

Alle Praparate wiesen im Defektbereich eine homogene Zellinfiltration auf. Zum
Untersuchungszeitpunkt lie3 sich in der Hamatoxylin/Eosin-Farbung bei 2 der 7 Praparate der
Leerdefektgruppe (28,6%) in den Anulus fibrosus Defekt vorgefallenes Nucleus pulposus
Gewebe beobachten. Von den mit dem Implantat behandelten Versuchstieren lied sich bei 2
der 21 angefertigten Praparate (9,5%) ein vorgefallenes Nucleus pulposus Gewebe
nachweisen. Bei den Praparaten, die eine Herniation aufwiesen, ist nicht erkenntlich gewesen,
ob diese wahrend der Operation iatrogen oder im Anschluss an die Operation in der
postoperativen Phase entstanden ist. Da es wahrend der Operation nicht notwendig war,
Nucleus pulposus Gewebe zu koagulieren, wie es von Hegewald et al. (2015) bei der
genutzten DefektgroRe von 3,5mm x 3,5mm beschrieben wurde, lasst sich abschlieRend
vermuten, dass die Herniationen erst in der postoperativen Phase und nicht iatrogen wahrend
der Operation entstanden sind.

Um den Heilungsverlauf Gber die dreimonatige postoperative Standzeit darzustellen, waren
zusatzliche Untersuchungen notwendig gewesen. Untersuchungen zum Heilungsverlaufs
konnten eine Aussage zur Primarstabilitat des Implantats erlauben (Hegewald et al. 2015).
Nach Hegewald et al. (2015) ist diese Primarstabilitdt eines Implantats, gerade bei einem
schon vorgeschadigten humanen Anulus fibrosus und die hierdurch mdoglicherweise

verlangerte Dauer der biologischen Integration des Implantats, von groRRer Bedeutung.

Die Hamatoxylin/Eosin-Farbung ermdglichte keine Differenzierung des entstanden
Regeneratgewebes. Inwieweit das Implantat somit eine chondroinduktive Wirkung und damit
einen Einfluss auf die Knorpelgeweberegeneration in qualitativer Hinsicht hat, konnte mit den
durchgeflihrten Untersuchungen nicht beurteilt werden. Mit der Applikation eines einheitlich
groRen Defektes ware ein direkter Vergleich des im Anschluss gebildeten Regeneratgewebes
der einzelnen Praparate zueinander mdglich gewesen. Unterschiedliche histomorphologische
Scoring-Systeme, auch kurz als Scores bezeichnet, sind bekannt und waren hier denkbar, um
mit Hilfe von vorab definierten Kriterien den Regenerationsgrad und die Gewebequalitat zu
klassifizieren und die Aussagekraft der histologischen Untersuchung zu verbessern (Matz
2010).
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Die Hypothese, dass das zellfreie Implantat in Kombination mit den verschiedenen
Wirkstoffgruppen das Reparaturverhalten an der Defektstelle erhéht und dass es durch die
Defektdeckung zu einem deutlicher ausgepragten Reparaturverhalten kommt, konnte nicht
beurteilt werden.

Das genutzte Versuchsdesign ermdglichte in einem ovinen Bandscheibenschadigungsmodell
die Untersuchung eines Anulus fibrosus Implantats in Hinsicht auf seine Biodegeneration und
auf seine Stabilitat. In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass eine Versieglung
des Anulus fibrosus mit dem genutzten Implantat moglich war. Das verwendete Implantat war
bei 90,5% der mit Implantat behandelten Versuchstiere in der Lage einen Verschluss der
Bandscheibe zu ermdglich und somit eine wirksame Barriere fiir das Hervortreten von Nucleus
pulposus Gewebe darzustellen.

Zusammenfassend zeigte das untersuchte Implantat in der Funktion als mechanische Barriere
und in Bezug auf seine Biodegradation vielversprechende Ergebnisse im genutzten
Schafmodell.

Allerdings konnte das genutzte Versuchsdesign die Beurteilung in Hinsicht auf die
unterschiedlichen Quantitdten und die Qualitdten des entstandenen Regeneratgewebes
zwischen den einzelnen Gruppen nicht ermdglichen und zeigte verbesserungsbedirftige
Aspekte. Die detektierten Fehlerquellen wie die unterschiedliche DefektgréRe, die fehlende
Lagekontrolle der manipulierten Bandscheibe sowie die fehlende Darstellung des
Heilungsverlaufs sollten zukinftig eliminiert werden, um die Aussagekraft der Ergebnisse zu
erhdhen.

Ob das Implantat eine Verbesserung des Reparaturverhaltens an der Defektstelle im Vergleich
zu den Kontrolldefektgruppen ermoglicht, ware ein interessanter Schwerpunkt zuklnftiger
Untersuchungen. Weitere Schwerpunkte kdénnen die Etablierung eines
Applikationsinstrumentes zur praktikableren Befestigung des Implantats sowie die qualitative
Untersuchung des Regeneratgewebes und damit die Beurteilung des Einflusses der genutzten
Stoffe auf die Geweberegeneration sein.

Zusatzliche Forschungsarbeit ist notwendig bevor das genutzte Implantat klinische
Anwendung findet und ein mogliches Therapieverfahren fiir die Anulus fibrosus Defektheilung
darstellen kann.

Vorbehaltlich der nicht erhobenen Ergebnisse zur Qualitédt des entstandenen Gewebes, ist
unseren Ergebnissen zufolge das ovine Lendenwirbelsdulensegment L4/5, sowie die
benachbarten Segmente des Schafes als Modell fiir die chirurgische Manipulation sowie als

Modell fur die Untersuchung neuer Implantate geeignet.
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7. Zusammenfassung

Die operative Versorgung von Bandscheibenvorfallen umfasst haufig die Entfernung des
prolabierten Gewebes und den sich anschlielienden Ersatz des Nucleus pulposus. Durch den
hierzu gesetzten Zugang uber den Anulus fibrosus kommt es, neben dem schon bestehenden
Schaden im Anulus fibrosus, haufig zu einer weiteren Defektsetzung und damit zur weiteren
Schadigung des Anulus fibrosus. Zahlreiche experimentelle Studien Uber die Therapie von
Bandscheibenveranderungen berichten von Ergebnissen zur regenerativen und restaurativen
Versorgung des Nucleus pulposus. Der Erfolg dieser Therapiemethoden hangt maf3geblich
von der funktionellen Wiederherstellung des Anulus fibrosus ab, da nur ein intakter Anulus
fibrosus den Druckverhaltnissen innerhalb der Bandscheibe standhalten und damit eine
erneute  Herniation verhindern kann. Therapieansatze, die sich mit dem
Regenerationspotential des Anulus fibrosus beschaftigen, werden unter dem Begriff Anulus
fibrosus Tissue Engineering zusammengefasst. Sie basieren auf der Nutzung von
verschiedenen Geristen (Scaffolds) und von Zellen zur Regeneration.

Das Ziel dieser Arbeit war zu bewerten, ob das genutzte Modell geeignet ist, diese Implantate
zur Therapie von Anulus fibrosus Defekten auf ihre Eignung zu prifen.

Als Priufpraparat wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals ein Implantat in Kombination mit
einem human rekombinanten Chemokin TECK (CCL25) und in Kombination mit PRP in einem
in vivo Versuch zur Anulus fibrosus Defektheilung im Schafmodell auf seine Biovertraglichkeit
und seine Stabilitat getestet. Da es sich bei dem Chemokin TECK um ein human
rekombinantes Chemokin handelt, wurde vorab die Wirkung des Chemokins auf ovine Anulus
fibrosus Zellen in vitro in einem Chemotaxisassay und in einer 3D-Zellkultur untersucht. In vitro
konnte das human rekombinante Chemokin TECK die ovinen Anulus fibrosus Zellen
dosisabhangig zur Migration anregen und dies in einer Konzentration von 750nM und 1000nM
signifikant. Der Rezeptorligand des human rekombinanten Chemokins TECK geht demnach
nicht nur mit humanen Zellen eine Bindung ein, sondern auch mit dem Chemokinrezeptor
oviner Anulus fibrosus Zellen. Zusatzlich konnten die ovinen Anulus fibrosus Zellen in der 3D-
Zellkultur in Anwesenheit des human rekombinanten Chemokins TECK Proteoglykane bilden.
In Kombination mit dem verwendeten PRP bildeten die ovinen Anulus fibrosus Zellen nahezu
keine Proteoglykane. Die Grundlage fir die sich anschlielende Verwendung des human
rekombinaten Chemokins TECK, im tierexperimentellen Versuch am Schaf, konnte mit diesen
in vitro Versuchen erstmals nachgewiesen werden.

Im folgenden Tierversuch wurden ber einen retroperitonealen Zugang 3,5mm x 3,5mm grof3e
Defekte in den Anulus fibrosus der Lendenwirbelsdulenbandscheibe von 30 ovinen
Versuchstieren appliziert. Hierbei wurden die Versuchstiere randomisiert in 5 Gruppen a 6

Tiere (Gruppen A bis E) eingeteilt. Gruppe A (Leerdefekt) stellte die Kontrollgruppe zur
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Uberpriifung der kdrpereigenen Reaktions- und Regenerationsmechanismen dar, bei der ein
Defekt in den Anulus fibrosus gesetzt und anschlieBend nicht mit einem Implantat
verschlossen wurde. Bei den Gruppen B bis E wurde der Defekt mit verschiedenen
Prafpraparaten und Wirkstoffkombinationen gedeckt. Eine makroskopische und histologische
Auswertung wurde nach 3 Monaten Standzeit der Tiere durchgeflhrt.

Das beschriebene Modell ist geeignet, Implantate auf ihre Eignung zu prifen, da:

e das ovine Versuchstier ein akzeptables Modell fur die Untersuchung neuer Therapien
in Form von Implantaten zur Anulus fibrosus Defektheilung darstellte, weil
vergleichbare anatomische GroRenverhaltnisse zum Menschen vorliegen und bei der
verwendeten Operationstechnik (Instrumente und Implantate) dieselben Techniken
zum Einsatz kamen, wie sie auch unter klinischen Gegebenheiten am Mensch genutzt
werden sollen. In Summe sind das Modell und die Operationstechnik damit auf den
Menschen Ubertragbar und das Modell geeignet, dies zu zeigen.

o der genutzte retroperitoneale Zugang, sowie die Defektsetzung mit Skalpell und
Pinzette sich bei allen Tieren mit steigender Effizienz reproduzierbar durchfiihren
lielBen.

o das genutzte Befestigungsverfahren in Form von Nahtmaterial an den vier Ecken des
Implantats, eine Dislokation der Implantate sicher verhindern konnte.

o die Explantation, die Praparation und die Herstellung der Praparate reproduzierbar
durchfuhrbar waren.

o die genutzte histologische Hamatoxylin/Eosin-Farbung sich als zuverlassiges
Diagnostikum erwies, um die Biodegeneration des Implantates, die Herniationsraten
und damit die Defektstabilitdt zu evaluieren.

Bei erneuter Anwendung des beschriebenen Modells, sollte jedoch das Befestigungsverfahren
modifiziert werden, um eine klinische, sichere, reproduzierbare Anwendung und die einfache
Integration des Verfahrens in die bestehenden chirurgischen Arbeitsabldufe zukinftiger
Studien zu ermdglichen. Fir das genutzte, anspruchsvolle Befestigungsverfahren sollte ein
Applikationsinstrument genutzt werden, da jeweils mehrere Versuche zur korrekten
Platzierung des Implantats notwendig waren. Die im beschriebenen Modell genutzte
Hamatoxylin/Eosin-Farbung lieR aullerdem keine Rilckschlisse auf die Qualitat des
entstandenen Regeneratgewebes zu und somit auch nicht auf die Wirkung der eingesetzten
Stoffe auf die Geweberegeneration, sondern lediglich die Quantitat. Die Hypothese, ob das
eingesetzte Chemokin TECK neben der in vitro nachgewiesenen Wirkung auf die ovinen
Anulus fibrosus Zellen, auch in vivo einen Einfluss auf die Defektheilung hatte, konnte mit den
verwendeten Methoden nicht beurteilt werden. Somit sollte bei einer erneuten Nutzung des
Modells der Defekt in bei allen Tieren in gleicher GrofRe gesetzt werden und anschliefend

auch die Untersuchung des Defektinhaltes im Fokus weiterer Forschungsarbeiten stehen. Da
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Zusammenfassung

das Modell grundsatzlich geeignet ist, kann bei gleicher DefekigroRe zuklnftig ein
Klassifikationssystem einen qualitativen Vergleich der Geweberegeneration der
Versuchstiergruppen untereinander und damit auch eine Auswertung in Bezug auf das

verwendete Chemokin TECK zulassen.
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8. Summary

Model for the implantation of implants stimulating the body’s own mechanisms for
repair and regeneration of ovine annulus fibrosus defects.

The surgical management of herniated discs often involves removal of the prolapsed tissue
and subsequent replacement of the nucleus pulposus. Invasive surgical access via the annulus
fibrosus frequently leads to further tissue defects and consequently to additional damage to
the existing damage of the annulus fibrosus. Numerous experimental studies on the treatment
of degenerative and traumatic changes in intervertebral discs report results of surgical
treatment with the aim of repair and regeneration of the nucleus pulposus. The success of
these therapeutic methods largely depends on the functional restoration of the annulus
fibrosus, since only an intact annulus fibrosus can resist the pressure from inside the
intervertebral disc and thus prevent recurrent herniation. Therapeutic methods taking
advantage of the regenerative potential of the annulus fibrosus are referred to as Annulus
Fibrosus Tissue Engineering. They are based on the implantation of various different scaffolds
and cells fostering repair and regeneration.

The aim of this study was to assess the suitability of the model under review to test the
suitability of the absorbable implants used for the treatment of annulus fibrosus defects.

In the present study, for the first time, an implant in combination with a human recombinant
chemokine TECK (CCL25) and in combination with PRP was tested for its bio-compatibility
and stability in an in vivo test for annulus fibrosus defect healing in a sheep model. Since the
chemokine TECK is a human recombinant chemokine, the effect of this specific chemokine on
ovine annulus fibrosus cells was studied in vitro in a chemotaxis assay and also in a 3D cell
culture before testing in vivo. In vitro, the human recombinant chemokine TECK was able to
dose-dependently induce migration of ovine annulus fibrosus cells, which was significant at
concentrations of 750nM and 1000nM. Hence, the receptor ligand of the human recombinant
chemokine TECK not only binds to human cells, but also to the chemokine receptor of ovine
annulus fibrosus cells. In addition, in 3D cell culture, the ovine annulus fibrosus cells were able
to generate proteoglycans in the presence of human recombinant chemokine TECK. In
combination with PRP, the ovine annulus fibrosus cells generated almost no proteoglycans.
For the first time, the suitability of the human recombinant chemokine TECK for use in animal

experiments on sheep could be demonstrated with these in vitro experiments.

In the following animal experiment, 3.5mm x 3.5mm defects were set via a retroperitoneal
approach to the annulus fibrosus of the lumbar intervertebral discs of 30 experimental ovine
animals. The experimental animals were randomized into 5 groups of 6 (groups A to E). Group

A (empty defect), where a defect was set in the annulus fibrosus and subsequently not covered
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with an implant, was the control group to study the body's own repair and regeneration
mechanisms. In groups B to E, the defect was covered with various combinations of implants
and therapeutic substances. A macroscopic and histological evaluation was carried out 3
months after surgery.

The assessed model is suitable for testing absorbable implants as this thesis shows, that:

o the sheep was an acceptable model for the study of new surgical therapies with
implants for the repair and regeneration of annulus fibrosus defects, since the
proportional anatomical conditions are comparable with humans and the same surgical
techniques (instruments and implants) were used as would be under clinical conditions
for humans. In summary, the model and surgical techniques are transferable to
humans. The assessed model is suitable to demonstrate this.

e the retroperitoneal access as well as the defect setting with scalpel and tweezers was
reproducible in all animals with increasing efficiency.

e the attachment method with sutures at the four corners of the implant reliably prevented
dislocation of the absorbable implants.

o the explantation, anatomical preparation, and preparation of specimens were
reproducible.

¢ histological hematoxylin / eosin staining proved to be a reliable diagnostic tool to study
implant bio-degeneration, recurrent herniation rates, and, thus, defect stabilization.

For future use of the assessed model in new studies however, the implant attachment method
should be modified to allow for clinically safe, reproducible application and easy integration of
the method into existing surgical protocols. A surgical application aid should be used for the
challenging application of sutures, since in each instance several attempts to correctly place
the implant were required. Also, hematoxylin / eosin staining as used in the assessed model
did not allow conclusions as to the quality of the regenerated tissue, and, thus, not as to the
effectiveness of the applied therapeutic substances on tissue repair and regeneration. Only
quantitative effects could be assessed. The hypothesis, whether human recombinant
chemokine TECK (CCL25), in addition to the demonstrated in vitro effect, also has an in vivo
effect on defect healing of ovine annulus fibrosus cells, could not be assessed with the
methods under review. Hence, for future use of the model, defects of equal size should be set
in all animals, and the study of the defect content should also be in the focus of further
research. Since the model is suitable in principle, with defects set of equal size, a classification
system for quantitative analysis of tissue repair and regeneration between groups of animals

as well as relative to the chemokine TECK used can be developed.
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