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Einleitung 3

EINLEITUNG

1.1. Hintergrund

Degenerative Erkrankungen der Wirbelsdule sind eine Volkskrankheit und gehdren neben den Erkran-
kungen des Herz-Kreislauf-Systems zu den wichtigsten und héufigsten Krankheiten weltweit.

In entsprechenden Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass jeder 10. Patient in einer
Allgemeinarztpraxis den Arzt aufgrund bandscheibenbedingter Erkrankungen aufsucht. In einer
orthopédischen Poliklinik ist dies jeder 3. und beim niedergelassenen Orthopdden jeder 2. Patient [1].
Bei isolierter Betrachtung der behandlungsbediirftigen Lumbalsyndrome zeigt sich, dass dieses
Krankheitsbild bei jedem 3. Patienten der Grund fiir das Aufsuchen einer orthopidischen
Facharztpraxis ist. Insgesamt verursachen bandscheibenbedingte Erkrankungen 37,8 % der ambulant
behandelten orthopddischen Leiden. In 92.7 % der Wirbelsdulenerkrankungen finden sich
degenerative Bandscheibenschidden als Ursache. Zwei Drittel aller bandscheibenbedingten
Erkrankungen treten an der Lendenwirbelsdule (LWS) auf [2]. Aufgrund bandscheibenbedingter
Erkrankungen erfolgen in Deutschland 20 % der Krankschreibungen und 50 % der vorzeitig gestellten
Rentenantrége [2]. Durch die hieraus resultierenden hohen Gesundheitskosten hat das Krankheitsbild
auch eine immense volkswirtschaftliche Bedeutung, und das Interesse an der Erforschung der

Ursachen und Verbesserung der therapeutischen Maflnahmen ist besonders hoch.

Die urspriingliche Annahme, die schmerzhafte Symptomatik des Bandscheibenleidens entstiinde allein
durch eine Nervenkompression ist ldngst {iberholt. Heutzutage ist bekannt, dass es sich um einen viel
komplexeren Vorgang handelt [3] [4]. Zum einen scheint eine Vielzahl von Organen und Strukturen
wie zum Beispiel die Wirbelsdule, die angrenzende Muskulatur, die Haut, das Becken und die unteren
Extremitéten beteiligt zu sein [5]. Zum anderen scheinen komplexe biochemische und pathophysiolo-
gische Mechanismen involviert zu sein. So scheint die Substanz P, ein Neurotransmitter und Tachy-
kinin, eine besondere Rolle bei der Chronifizierung von Schmerzen zu spielen. Des weitern ist
Substanz P wohl auch fiir morphologische Verdnderungen im Rahmen degenerativer Prozesse
bedeutsam. Auch proinflammatorische Zytokine, wie zum Beispiel der Tumornekrosefaktor-o
(TNF-a)) und Interleukine (z. B. IL-1a und IL-6) scheinen im Rahmen eines Entziindungsprozesses
sowohl an der Schmerzentstehung als auch an der Degeneration beteiligt zu sein [6] [3] [4]. Am Um-
bau der Gewebematrix sind wahrscheinlich unter anderem die Matrixmetalloproteinase-3 (MMP-3)

und der Wachstumsfaktor TGF-p (Transforming growth factor) involviert.
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1.2. Anatomie des Bewegungssegmentes

Die Wirbelsdule des Menschen ist aus 24 beweglichen Wirbeln, den zum Os sacrum und Os coccygis
verwachsenen Wirbeln und den dazwischenliegenden 23 Bandscheiben aufgebaut.

Die Wirbelsdule weist in der Sagittalebene eine nach ventral konvexe Lordose der Hals- und Lenden-
wirbelsdule und eine nach dorsal konvexe Kyphose der Brustwirbelsdule und des Kreuzbeins als
physiologische Kriimmung auf. Die Wirbelsdule als Achsenorgan hat eine statische und eine kine-
matische Funktion. Sie bildet damit die Grundlage fiir die Beweglichkeit des Stammes. Hierbei dient
sie vor allem der Aufnahme und Weiterleitung von Stof3en, die sowohl bei der aktiven als auch bei der
passiven Bewegung einwirken. Dariiber hinaus ist die Wirbelsdule eine wirksame Schutzhiille fiir das
Riickenmark und die von ihm ausgehenden Nerven [7].

Die Funktionen der Wirbelsdule kdnnen nur im gemeinsamen Zusammenspiel all ihrer Anteile
ablaufen. Junghans [8] prigte den Begriff des Bewegungssegmentes, das die kleinste Bau- und
Funktionseinheit der Wirbelsdule beschreibt. Zu dem Bewegungssegment werden jeweils zwei be-
nachbarte Wirbelhilften, die sie verbindende Bandscheibe, das vordere und hintere Léngsband, das
Ligamentum flavum, die Wirbelgelenke sowie alle Weichteile, die sich in gleicher Hohe im Wirbel-

kanal, im Foramen intervertebrale und zwischen den Dorn- und Querfortsdtzen befinden, gezéhlt.

Lig. longitudinale posterius Proc. articularis superior

Lig. longitudinale~ _
anterius N

Discus intervertebralis
- Anulus fibrosus=~ ~
- Nucl. pulposus _ _ -

- ' ;
Sty ! 1

Foramen intervertebrale =~ Yoy
]

. i . .
Randleiste .~ Facies'inter-

(Apophysis anularis) vertebralis ’
/

Lig. interspinale

4
Proc. articularis inferior

Abb. 1: Darstellung der Anatomie des Bewegungssegmentes der Wirbelséule, bestehend aus zwei benachbarten
Wirbelhélften, die sie verbindende Bandscheibe, das vordere und hintere Langsband, das Ligamentum flavum,
die Wirbelgelenke sowie beteiligte Weichteile.
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1.3. Die Bandscheibe

1.3.1. Histologie und Biochemie

Die Bandscheiben (Discus intervertebralis) bestehen aus einem &uBleren Faserring, dem Anulus
fibrosus, und einem inneren Gallertkern, dem Nucleus pulposus. Zwischen den Wirbelkorpern und den
Bandscheiben befindet sich sowohl kranial als auch kaudal eine hyaline Knorpelplatte, die sogenannte
Endplatte. Histologisch und biochemisch gesehen setzen sich die Hauptelemente des Zwischenwirbel-
abschnitts aus grundverschiedenen Geweben zusammen. Die Knorpelplatten bestehen aus hyalinem
Knorpel, der Bandscheibenring hingegen vorwiegend aus Fasern und der Gallertkern aus Grund-
substanz [9] [10] [11].

Die Bandscheiben sind in allen Bereichen der prasakralen Wirbelsdule gleich aufgebaut. Sie nehmen
von kranial nach kaudal an Héhe und Umfang zu und tragen durch ihre schwach keilférmige Form zur
normalen Kriimmung der Wirbelsdule bei. Jede Zwischenwirbelscheibe besteht aus einem zentral
gelegenen, wasserreichen Gallertkern, dem Nucleus pulposus, der von einem konzentrisch angeord-
neten kollagenhaltigen Faserring, dem Anulus fibrosus, umschlossen ist. Den Ubergang zu den poren-
haltigen Grund- und Deckplatten der Wirbelkorper bilden die 0,1 — 0,6 mm diinnen Hyalinknorpel-
platten, welche ebenfalls Unterbrechungen aufweisen [12]. Diese Knorpelplatten liegen den
Wirbelkorperabschlussplatten direkt auf. Thr Aufbau wird durch die einwirkenden Kréfte gepragt.
Unterhalb des Nucleus pulposus ist der Druck am hdchsten und die Knorpelplatte daher am diinnsten
[13].

Der Nucleus pulposus ist ein Netzwerk aus Kollagenfasern, die von einem Gel umgeben sind. Ver-
antwortlich fiir den hohen Wassergehalt dieses Gels sind die Proteoglykane. Der Gallertkern nimmt ca.
50 % der Querschnittsfliche der Bandscheibe eines Erwachsenen ein und liegt leicht dorsal
exzentrisch. An das Gewebe des Nucleus pulposus grenzen die Fasern des Anulus fibrosus, einem
Netzwerk stabiler Kollagenfasern, die eine Ausdehnung des Nucleus pulposus verhindern. Die Fasern
des Anulus fibrosus verlaufen in schriger Richtung schraubig zur Lingsachse der Wirbelsidule und
kreuzen sich in 10 bis 15 aufeinanderfolgenden Schichten (Lamellen). Wahrend die inneren Faser-
lamellen kontinuierlich in den hyalinen Knorpelbelag der Wirbeldeckplatten iibergehen und dort fest
in der Interzellularsubstanz verankert sind, sind die dufleren, zugkriftigeren Faserlamellen fest an der
knochernen Randleiste des Wirbelkorpers befestigt (Sharpey-Fasern) [7]. Der Anulus fibrosus ist
ventral und lateral kriftiger als dorsal, wo er nur wenige und zudem relativ diinne Lamellen aufweist.
Im Innern ist der Faserring zunéchst deutlich vom Nucleus zu unterscheiden, mit zunehmendem Alter
wird der Ubergang allerdings immer undeutlicher.

Negativ geladene Proteoglykane bilden den Hauptbestandteil der gelartigen Grundsubstanz. Es handelt
sich hierbei vorwiegend um hochmolekulare Glycosaminoglycane (Mucopolysaccharide), die mit

Ausnahme der Hyaluronséure an Protein gebunden sind. Die beiden am haufigsten in der Bandscheibe
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vorhandenen Proteoglykane sind Chondroitinsulfat und Keratansulfat [14]. Ihre Konzentration ist mit
etwa 50 % des Trockengewichts im Nucleus am groten. Zum dufleren Anulus hin nimmt der Gehalt
stetig ab und betragt dort nur noch 10 % des Trockengewichtes [15]. Aufgrund der Fahigkeit, an freien
negativen Ladungen reichlich Wasser zu binden, bestimmen die Proteoglykane die Quellbarkeit,
Elastizitdt und Viskositdt der Bandscheibe. Bei der Geburt ist der Wassergehalt des Nucleus mit ca.
90 % am groBten und sinkt im Laufe des Lebens bis auf 70 % ab [15]. Die Ursache liegt hierbei in
einer Strukturdnderung der Proteoglykane, die daraufhin nicht mehr so viel Wasser binden konnen.
Der Wasseranteil im Anulus fibrosus ist mit nur 60 — 70 % geringer als im Nucleus pulposus.

Im Bereich der Bandscheibe findet man im duBeren Anulus mit ca. 70 — 80 % des Trockengewichtes
die hochste Kollagenkonzentration. Zum Nucleus hin sinkt die Konzentration stetig und betrdgt inner-
halb des Gallertkerns nur ca. 20 — 30 % [14].

In der Bandscheibe vorkommende Kollagene sind hauptsidchlich die Typen I und II, wobei das in
Haut, Sehnen und Ligamenten nachweisbare Typ I Kollagen vor allem im Anulus fibrosus und das
knorpelspezifische Typ II Kollagen im Nucleus pulposus vorhanden ist [16]. Weitere vorkommende

Kollagene sind Typ 111, V, VI, IX, X und XI.

== Anulus fibrosus

~
-~
~

Nucleus pulposus

-~
-~
-~
-
~

Hyaline Knorpelplatte

T~ ~< Randleiste

Abb. 2: Darstellung der Bandscheibe. Deutlich zu sehen sind die gegenldufig angeordneten Lamellen des
Anulus fibrosus.
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1.3.2. Nutrition

Die Zwischenwirbelscheibe des Sauglings weist bis in die tiefen Schichten des Faserringes, allerdings
niemals bis in den Gallertkern reichende Blutgefale auf [17]. Diese Gefdle bilden sich ab dem
2. Lebensjahr wieder zuriick, so dass die Bandscheibe zur groBten gefaBlosen Struktur des mensch-
lichen Korpers wird [18] [19]. Urséchlich fiir die Riickbildung der Gefdlle wird unter anderem die
Druckatrophie beim Ubergang zum aufrechten Gang gemacht [2].

Der Néhrstoffaustausch der Bandscheibe des Erwachsenen erfolgt hauptséchlich auf zwei Diffusions-
wegen. Zum einen von in der Peripherie des Anulus liegenden Gefdllen aus, zum anderen von
Kapillaren aus, die sich im Wirbelkdrpermark befinden. Die mit Poren durchsetzte angrenzende Knor-
pelplatte stellt dabei gewissermallen eine semipermeable Grenzschicht dar [20][21]. Dieser letztge-
nannte Weg scheint hierbei die entscheidende Rolle zu spielen und ist somit fiir den Hauptteil des

Stoffwechselaustausches verantwortlich.

1.3.3. Funktion

Die Hauptaufgabe der Bandscheibe ist es, einen deformierbaren Raum zwischen den Wirbelkdrpern zu
bilden und somit als gelenkéhnliche Struktur die Beweglichkeit der Wirbelsdule zu ermoglichen. Als
Drehpunkt im Bewegungssegment dient dabei der Nucleus pulposus, wobei das Bewegungsausmal
durch Knochen- und Bandstrukturen limitiert wird [7]. Als Hauptbewegungsrichtungen gelten die
Ventralflexion und Dorsalextension, wobei die nur minimale Rotation von etwa 5 ° nur durch die
Restelastizitit der gelenkigen und ligamentdren Strukturen bedingt ist [22]. Bei der Flexion ist die
Bewegung durch die Wirbelvorderkanten und Bandstrukturen dorsal des Nucleus pulposus begrenzt,
wohingegen die ventralen Bandanteile, Wirbelbogen und Dornfortsétze die Extension einschrénken.

Gleichzeitig dient die Bandscheibe der Absorption und gleichméfigen Verteilung der bei Bewegung
auftretenden Kompressions- und Biegungsdriicke. Der Nucleus pulposus iibertrdgt hierbei vertikale
Krifte auf die knorpelige Endplatte und den Anulus fibrosus. Dieser kann aufgrund seiner komplexen
Kollagenfaseranordnung sehr hohe Driicke aufnehmen und gleichzeitig komprimiert gedreht oder
gebogen werden. Hierbei unterliegt er jedoch einer hohen Zugbeanspruchung [11] [23]. Bei symmetri-
scher axialer Druckbelastung wird der Nucleus pulposus allseits gegen den elastischen Anulus fibrosus
gepresst und kehrt anschlieBend wieder ins Zentrum zuriick. Bei asymmetrischer Belastung hingegen
weicht dieses mobile zentrale Bandscheibengewebe zum weniger belasteten Bandscheibenabschnitt
aus [24] [25]. Die Riickverlagerungszeit kann durch symmetrische Kompression oder Extension be-
schleunigt werden. Diese Verlagerungsfahigkeit lasst mit zunehmendem Alter nach, so dass bei an-
haltender, starker asymmetrischer Kompression der Gallertkern in seiner dezentralen Position

verbleiben kann [2].
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Die Beanspruchbarkeit und Widerstandskraft der intakten Bandscheibe gegeniiber traumatischen Ein-
wirkungen ist hoher als diejenige des Wirbelkorpers. Ist der Anulus fibrosus jedoch degenerativ ver-
andert und weist Risse auf, und ist der Nucleus pulposus iiber die physiologischen Grenzen hinaus
verlagerbar, so wird die Bandscheibe anfilliger gegeniiber traumatischen Einwirkungen und

Belastungen [2].

1.3.4. Biomechanik

Osmotische Krifte erlauben es der Bandscheibe, ihren Wassergehalt auch bei hoher Druckbelastung
aufrechtzuerhalten. Kolloidosmotischer Druck und Quelldruck des Bandscheibengewebes ergeben
zusammen den onkotischen Druck. Im Gegensatz zur Umgebung des Zwischenwirbelabschnitts
zeichnet sich die Bandscheibe durch einen hohen hydrostatischen und onkotischen Druck aus. Es
ergibt sich dadurch eine Wechselbeziehung zwischen extradiskalem hydrostatischen und intradiskalem
onkotischen Druck einerseits und intradiskalem hydrostatischen und extradiskalem onkotischen Druck
andererseits. Gleichgewichtsverschiebungen resultieren in Fliissigkeits- und Substanzverschiebungen,
die sowohl fiir die Erndhrung des Bandscheibengewebes als auch fiir die Funktion des Bewegungs-
segments ausschlaggebend sind [2].

Das osmotische System ist von der mechanischen wie auch von der biochemischen Seite her zu beein-
flussen. Durch den Wechsel der Korperposition unterliegt der intradiskale hydrostatische Druck
starken Schwankungen. Unter Wasserverlust erhoht sich der relative Elektrolytgehalt und baut einen
osmotischen Druckgradienten auf, der einem weiteren Wasserverlust entgegenwirkt [26]. Dieser
druckabhingige Fliissigkeitsaustausch im Zwischenwirbelabschnitt bewirkt eine Hin- und Her-
bewegung von Wasser und niedermolekularen Stoffwechselsubstanzen an den Bandscheibengrenzen
und somit die Versorgung der Bandscheibenzellen mit Néhrstoffen und auch den Abtransport von
Stoffwechselendprodukten. Haltungskonstanz, vor allem in Positionen mit hohem intradiskalen Druck,
bedeutet somit eine Beeintrdchtigung dieses Stoffaustausches.

Auch Schwingungen im Resonanzbereich von 3,5 - 8 Hz wirken sich negativ auf die druckabhingigen
Flissigkeitsverschiebungen aus [27] [2]. Insbesondere bei Berufsgruppen, die ihre Tétigkeit in
sitzender Position in ungefederten Fahrzeugen ausiiben (zum Beispiel Piloten, Fahrzeug- und
Maschinenfiihrer), wurde ein gehéduftes Auftreten von orthopéddischen Beschwerden im Riickenbereich
beschrieben [28] [29] [30].

Aufgrund der aufrechten Haltung des Menschen unterliegen insbesondere die unteren Abschnitte der
Wirbelsdule starken Belastungen. Nachemson [31] zeigte anhand von in-vivo-Messungen, dass der
intradiskale Druck im Liegen zwischen 15 und 25 kp, im Stehen 100 kp und in unangelehnter
sitzender Stellung bis zu 150 kp betrégt. Er erhoht sich beim Biicken, Heben und Tragen auf mehrere
Hundert Kilopond (kp) [32]. Husten, Pressen und Lachen bewirkt eine Druckerhéhung in den
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lumbalen Bandscheiben um 50 kp; beim Sitzen reduziert sich dieser Belastungsdruck mit zu-
nehmender Schrigstellung der Riickenlehne auf zum Teil unter 80 kp [31]. Beim Heben und Tragen
wird die Bandscheibenbelastung um so grofer, je weiter der Gegenstand von der Rumpfachse entfernt
gehalten wird [33]. Die groften Hauptspannungsdifferenzen und somit Schubspannungen treten im
Bandscheibenzentrum auf. Hierbei wird vor allem das lumbosakrale Bewegungssegment stark bean-
sprucht. Insgesamt fiihren diese extremen Druckbelastungen zu starken Degenerationserscheinungen
des bradytrophen Bandscheibengewebes. Durch Betitigung der Bauchpresse oder auch durch das
Tragen einer Bauchpelotte in einer Orthese kann die Belastung der lumbalen Bandscheiben um bis zu

30 % reduziert werden [34].

1.4. Degenerative Verinderungen der Bandscheibe

Uber das Degenerationsverhalten der Bandscheiben bestehen deskriptive Erkenntnisse. Der physiolo-
gische Alterungsprozess der Bandscheibe beginnt schon mit dem 10. Lebensjahr infolge von Druck-
atrophie der Blutgefdfle im Zwischenwirbelraum und Umstellung der Versorgung der Bandscheibe mit
Stoffwechselprodukten durch Diffusion. Konstitutionelle Faktoren und eine erbliche Belastung
koénnen an der Degeneration mitbeteiligt sein [35]. Die degenerativen Erscheinungen beginnen zum
Teil mit Rissen und Spaltbildungen im Anulus fibrosus, in die der Nucleus pulposus zum Teil ein-
dringt. Diese Verdnderungen sind radiologisch nicht nachweisbar. Erst im weiteren Verlauf, bedingt
durch den Elastizititsverlust der Bandscheibe, der zu einer Lockerung im Bewegungssegment mit
sekundédren Verdnderungen fiihrt, werden rontgenologische Zeichen nachweisbar. Hierzu zéhlen
Wirbelverschiebung in Funktionsaufnahmen, Spondylophyten an den Ansatzstellen des vorderen
Léngsbandes (Spondylosis deformans), Arthrosis deformans und Subluxation an den Wirbelgelenken
und Einbruch von Bandscheibengewebe in die Wirbelkorper (sogenannte Schmorlsche Kndtchen)
[36].

Die zunehmende Degeneration der Bandscheiben kann zu verschiedenartigen Formen von Lisionen
filhren [36]. Die mildeste Form ist die ballonierte Bandscheibe. Der intraspongiose Diskusprolaps ist
das Schmorlsche Knorpelknotchen. Voraussetzung fiir die Entstehung sind ein erhaltener Turgor des
Nucleus pulposus und eine verminderte Widerstandskraft der knorpeligen Abschlussplatte (z.B. durch
Gefa3durchtrittsnarben, frithere Durchtrittsstelle der Chorda dorsalis, nekrotische Zerfallsherde,
entwicklungsbedingte Unterbrechung der Faserlamellen in den Abschlussplatten). Eine weitere Form
ist die Bandscheibenverschmilerung durch Resorption der Bandscheibe in die subchondralen
Gefialkanile und Zuriickbleiben von Gas im Intervertebralraum (Vakuum-Phinomen). Bei fortge-
schrittener Degeneration des Anulus fibrosus und noch intakten &dufleren Anteilen des Anulus wolbt
sich die Bandscheibe unter axialer Druckbelastung in den Wirbelkanal vor, es entsteht eine Band-

scheibenprotusion. Bei zerrissenem Faserring und Langsband kann Bandscheibengewebe durch die
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entstandene Offnung in den Wirbelkanal vordringen. In diesem Fall spricht man von einem Band-
scheibenprolaps. Die Prolabierungen treten vor allem in medialer und medio-lateraler Richtung auf.
Nur in 2 - 12 % der Fille kommt es zu einem lateralen Bandscheibenvorfall. In den haufigsten Fillen
hat das vorgefallene Material noch festen Kontakt mit dem iibrigen Bandscheibengewebe. Gelangen
jedoch freie Bandscheibenfragmente (Sequester) in das Lumen des Wirbelkanals, spricht man von

einem frei sequestrierten Bandscheibenprolaps [36].

Einteilung der Altersverinderungen der Bandscheibe nach KRAMER [2]:

Stadium I (bis 12. Lebensjahr)
- Symptomloses Zuriickbilden der Blutgefaf3e (2. — 4. Lebensjahr)

Stadium II (12. - 20. Lebensjahr)
- Vorwdlbung des hinteren Langsbandes durch intradiskale Massenverschiebung

- Lendenstrecksteife

Stadium III (20. - 35. Lebensjahr)

- Kleine Einrisse der zentralen Anteile des Anulus fibrosus, in die Gallertkernanteile eindringen
- Durch Zuriickverlagerung des Gallertkerns riicklaufiges Krankheitsbild

- Akute Lumbago

Stadium IV (Mittleres Lebensalter)
- Deutliche Einrisse und Verlegung des Gallertkerns in die Au3enzonen
- Elastizitétsverlust des Faserringes

- Prolaps und Sequestrierung moglich

Stadium V (Fortgeschrittenes Alter)
- Lockere Bandscheibenkonsistenz mit kndcherner Einengung und Instabilitat

- Vermehrte Belastung der Wirbelgelenke mit muskuldrer Verspannung

Stadium VI (Hoheres Alter)
- Endstadium der Bandscheibendegeneration
- Vollige Austrocknung der Bandscheibe

- Teilversteifung der LWS mit relativer Beschwerdefreiheit
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Bandscheibenbedingte Erkrankungen der Lendenwirbelsdule (LWS) haben eine multifaktorielle
Atiologie. Endogene Faktoren, die eine friihzeitige Alterung der Bandscheibe verursachen, werden als
diskogene Risikofaktoren bezeichnet. Juvenile Aufbaustérungen (Morbus Scheuermann) oder Uber-
gangsstorungen (numerische Variationen, Ubergangswirbel) der Wirbelsdule, Blockbildungen
zwischen Wirbelkdrpern, Achsenabweichungen (z.B. Skoliose) und interartikuldre Lockerungen (z.B.
Spondylolyse und Spondylolisthesis) werden hierunter subsummiert. Stoffwechsel- und rheumatische
Erkrankungen sowie Tumoren und Entziindungen sind insgesamt selten. Exogen kdnnen Beinldngen-
differenzen von mehreren Zentimetern, Oberschenkelamputationen, deutliches Ubergewicht, Veriinde-
rungen des Gangbildes (z.B. Versteifungen von Hiift- oder Kniegelenken), Paresen der unteren Glied-
maBen (z.B. nach Polio) und auch eine muskelschlaffe Korperhaltung (z.B. ,,Héngebauch®, vermehrte
Beckenkippung, Hyperlordose) die iiblichen Diskusverdnderungen deutlich beschleunigen. Ungiinstig
auf den Verlauf von Bandscheibenerkrankungen wirken sich &uBlere Umstinde und Tétigkeiten mit
wiederkehrender Zwangshaltung und mangelhafter Bewegung aus, die zu vermehrtem Druck,

Knickung, Scherung und Torsion im Bandscheibenbereich fiihren [2].

1.5. Klinische Symptome bandscheibenbedingter Erkrankungen

Kommt es durch degenerative Verdnderungen zu Beschwerden, so werden diese unter dem Begriff
Lumbalsyndrom zusammengefasst. Das Lumbalsyndrom wiederum ldsst sich folgendermalen

einteilen:

1.5.1. Lokales Lumbalsyndrom, Lumbago

Am hiufigsten tritt der lumbale Bandscheibenschaden als lokales Lumbalsyndrom auf. Unter einem
lokalen Lumbalsyndrom versteht man alle klinischen Erscheinungen, welche direkt oder indirekt von
degenerativen und funktionellen Stérungen lumbaler Bewegungssegmente ausgehen und deren Sym-
ptomatik auf die Lumbalregion beschrinkt bleibt. Das lokale Lumbalsyndrom umfasst zahlreiche
Krankheitsbilder, beginnend mit der akuten Form (Lumbago), bis hin zum chronisch rezidivierenden
Kreuzschmerz. Fiir die Lumbago ist ein akut einsetzender Kreuzschmerz kennzeichnend. Alle Leit-
symptome des lokalen Lumbalsyndroms sind akzentuiert und setzen plotzlich ein. Auslosend ist
héufig eine extreme Hyperflexion der Wirbelsidule mit Vorwdlbung des Bandscheibengewebes nach
dorsal [2]. Hiervon sind vor allem degenerativ vorgeschéddigte Disci betroffen. Die intradiskale
Massenverschiebung fiihrt haufig primir zu einer Irritation des N. sinuvertebralis, reproduzierbar
durch intraoperativ ausgeiibten instrumentellen Druck [7]. Die Hauptschmerzzone findet sich in der

unteren Lumbalregion und iiber dem Kreuzbein. Auch eine diffuse oder pseudoradikuldre
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Schmerzausstrahlung ist moglich [2]. Vermittelt durch die lateralen Aste der Rr. dorsales der Spinal-
nerven fallt klinisch ein Hartspann der paravertebralen Muskulatur mit Schonhaltung der Wirbelsiule
auf, was in eine sogenannte Bewegungssperre miindet. Elektromyographisch lésst sich eine Dauer-
aktivitdt einzelner tonisch entladender motorischer Einheiten nachweisen. Auflerdem kommt es zur
Aufhebung der physiologischen Lendenlordose mit Vorneigung des Oberkdrpers. Die weitere Vor-
neigung ist jedoch stark erschwert, dokumentierbar durch Erhebung des Finger-FuBBbodenabstandes
und des Zeichens nach SCHOBER. Typisch ist weiterhin eine stark gesteigerte Druck- und Klopf-
empfindlichkeit mit leicht ausldsbarem Stauchungsschmerz. Eine durch Husten, Pressen und Niesen
verursachte Druckerhdhung der intraabdominalen Geféfle mit Erhéhung des Blutvolumens der
Wirbelvenengeflechte flihrt zur Irritation der vom N. sinuvertebralis sensibel versorgten Dura mater.
Eine Riickbildung der obengenannten Symptome erfolgt innerhalb von Stunden oder Tagen bei Riick-
verlagerung des prolabierten Anteils oder osmotisch bedingter Schrumpfung des nach dorsal verla-
gerten Bandscheibengewebes. Von einer Lumbago sind in der Regel jlingere Patienten betroffen, da

bei ihnen am ehesten die Voraussetzungen fiir ein intradiskales Derangement gegeben sind [2].

1.5.2. Pseudoradikuliires Lumbalsyndrom, Facettensyndrom

Beim nichtradikuldren Beinschmerz, dem Facettensyndrom, wird das Dermatom in seiner
Schmerzausbreitung im Gegensatz zum radikuldren Lumbalsyndrom nicht betroffen. Die Schmerzen
nach distal reichen hochstens bis zur Ferse und dorsalem FuBriicken bei deutlicher Belastungs-
abhiingigkeit. Nach BRUGGER [37] ziehen die Schmerzen in der Regel nicht iiber das Kniegelenk
hinaus. Die meisten Facettensyndrome sind belastungsabhéingig und treten gewohnlich im Laufe des
Tages auf. Bei Horizontallagerung mit leicht angewinkelten Hiift- und Kniegelenken verschwinden
diese wieder. Der Schmerzcharakter wird als stechend bei Bewegung beschrieben. Daneben kommt es
zu einer schmerzhaften reflektorischen Muskelverspannung. Die Beweglichkeit der Lendenwirbelsiule
ist hingegen nur geringgradig eingeschriankt. Muskuldre Ausfille oder Reflexstorungen sowie Wurzel-
dehnungszeichen (LASEGUE, BRAGARD) sind in der Regel nicht nachweisbar. Charakteristisch ist
das positive Viererzeichen: Das Auflegen der Ferse des erkrankten Beines auf das gestreckte, gesunde
Knie 16st durch die Torquierung der Lendenwirbelsédule Schmerz aus [38]. Dieser entsteht ohne Be-
drangung der Nervenwurzel durch Irritation der Wirbelgelenkkapsel, die durch den medialen Ast des
R. dorsalis versorgt wird. Auch Kreuzbein- und Kreuz-Darmbein-Fugen konnen druckempfindlich
sein, da die Kreuzbein-Darmbein-Gelenke funktionell und neuroanatomisch als unterste Facetten an-
zusehen sind. Beweisend fiir ein Facettensyndrom sind Schmerzausléschung oder Schmerzreduzierung

durch Injektion eines Lokalanésthetikums in die betroffene Wirbelgelenkkapsel [2].
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1.5.3. Radikuliires Lumbal- und Wurzelsyndrom, Ischialgie

Eine dermatomgebundene Schmerzausstrahlung durch diskogene Nervenwurzelbedrdngung mit Rei-
zung des R. ventralis des Spinalnervs, verursacht durch Bandscheibenprotrusion, Prolaps oder ossér
bedingte Nervenwurzelreizung kennzeichnet das radikuldre Lumbalsyndrom. Das Dermatom ist dabei
nicht immer vollstindig betroffen. Auch der Riickenschmerz kann nur geringgradig ausgepréagt sein
oder fehlen. Typisch sind multiple Remissionen und Exazerbationen der Schmerzsymptomatik [38].
Es finden sich dabei eine Vielzahl von Symptomen, die Hinweise auf die Hohenlokalisation, die
Korperhilfte und die Richtung der Verlagerung des Bandscheibengewebes geben. Es treten Schmer-
zen, Sensibilitdtsstorungen, motorische Ausfille und Reflexstorungen auf. Klinisch fillt zudem eine
skoliotische Fehlhaltung mit Uberhang des Rumpfes zur betroffenen oder zur gegeniiberliegenden
Seite auf, da der Patient unwillkiirlich die Rumpthaltung einnimmt, bei der die Kompression der
Nervenwurzel am geringsten ist [2]. Das Zeichen nach LASEGUE ist hiufig positiv, d.h. beim
liegenden Patienten treten bei Anhebung des passiv gestreckten Beines Schmerzen im Bein bei einer
Hiiftbeugung unter 60° auf. Jiingere Ischiaspatienten weisen eine starke Fehlhaltung, einen friih
positiven LASEGUE und ein proximales Schmerzband auf. Bei élteren Patienten {iberwiegt der peri-
phere Schmerz bei nur méBiger Fehlhaltung und endgradigem LASEGUE. Die Symptome lassen
darauf schlieBen, dass bei jliingeren Menschen eher eine Protrusions- und bei dlteren Patienten eine
Prolapsischialgie vorliegt, wobei die Heilungsaussichten bei einer Protrusion wesentlich giinstiger sind
als bei einem Prolaps. Dies begriindet sich in der Tatsache, dass das verlagerte Bandscheibengewebe
bei einer Protrusion, als Teil des osmotischen Systems der Bandscheibe, an allen physiologischen
Volumen- und Konsistenzédnderungen teilnimmt [39]. Durch Dorsalextension des Fulles wird der
Schmerz intensiviert. Dies entspricht einem positiven Zeichen nach BRAGARD. Beim medialen Pro-
laps findet sich héufig ein gekreuztes Zeichen nach LASEGUE. Der Ischiadikusverlauf ist zudem
druckempfindlich (VALLEIX-Druckpunkte). Findet sich bei der klinischen Untersuchung ein
Kontrollverlust von Miktion und Defikation sowie eine Reithosenanisthesie als Hinweis auf eine
Cauda-Symptomatik, verursacht durch einen medialen Prolaps (meist Massenprolaps) mit
Kompression der Cauda equina, besteht eine absolute Operationsindikation. Die Symptomatik ist
durch beidseitige radikuldre Schmerzen mit vorausgehender wechselnder Seitenbetonung und Ausfall
sensibler, motorischer und vegetativer Funktionen gekennzeichnet. Es konnen schlaffe Paraparesen
oder Paraplegien mit Reflexausfillen bei negativen Pyramidenbahnzeichen auftreten. Die
Stuhlinkontinenz ist durch den Ausfall des M. sphincter ani externus bei erloschenem Analreflex
bedingt. AuBerdem besteht eine Beckenbodenparese mit atoner Uberlaufblase [40]. Nicht nur
Protrusion und Prolaps von Bandscheibengewebe, sondern auch andere Deformititen, die direkt oder
indirekt im Zusammenhang mit der Bandscheibendegeneration auftreten, konnen ein lumbales

Wurzelsyndrom verursachen.
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1.5.4. Postnukleotomiesyndrom

Als Postnukleotomiesyndrom werden die nach einer Operation im lumbalen Bandscheibenbereich
langer anhaltenden Beschwerden bezeichnet. Hervorgerufen wird dies durch Segmentinstabilitdt und
Verwachsungen im Wirbelkanal. Atiologisch spielt, neben individueller Disposition und Hohenminde-
rung des Zwischenwirbelabschnitts durch Entfernung von Bandscheibengewebe, die Entwicklung von
narbigen Verwachsungen im Operationsbereich eine entscheidende Rolle. Die Verwachsungen werden
unter anderem durch bindegewebige Organisation von Blut und Wundsekret im Epiduralraum hervor-
gerufen. Auch Dura- und Nervenstrukturen im Subarachnoidalraum kénnen in der Funktion beein-
trachtigt werden [41]. Pathologisch-anatomisch entsteht als Folge einer lokalen Arachnoiditis und
Radikulitis eine perineurale Fibrose in der Umgebung der Nervenwurzeln. Durch die starren narbigen
Verbindungen zwischen den Nervenwurzeln und ihrer Umgebung iibertrigt sich jede Konsistenz- und
Formverdnderung der Bandscheibe auf die gereizte Nervenwurzel. Hierdurch fithren schon geringste
intradiskale Massenverschiebungen zu heftigsten radikuliren Beschwerden und Ausfalls-
erscheinungen. Mit der postoperativen Hohenminderung verstdrkt sich die Kraftiibertragung auf die
Wirbelgelenke, welche teleskopartig ineinander geschoben werden. Zudem verengt sich der laterale
Wirbelkanal im Bereich der Nervenwurzeln. Die Instabilitidt verursacht kndcherne Appositionen an
den Wirbelkanten und Gelenkfacetten. Hierdurch wird der Reserveraum fiir nervale Strukturen
zusatzlich eingeengt. Klinische Symptome treten in der Mehrzahl der Fille meist erst nach einem
beschwerdefreien Intervall von mehreren Monaten auf. Es besteht ein chronischer Reizzustand der
Nervenwurzeln mit einem gemischten pseudoradikuldren und radikuldren, hidufig auch doppelseitigen
klinischen Beschwerdebild. Die Beschwerden sind nicht zwingend die Folge einer fehlerhaften

Operation, sondern kdnnen auch nach einer normal verlaufenen Bandscheibenoperation auftreten [2].

1.6. Pathogenese vertebragener Schmerzen

Schmerz ist ein Phdnomen, das in der &rztlichen Praxis auf mehrfache Art und Weise von Bedeutung
ist: Zum einen kénnen Schmerzen als Folge eines krankhaften Prozesses auftreten und somit dem
Patienten als Warnsignal und dem Arzt als Symptom einer zu behandelnden Krankheit dienen. Zum
anderen kann das sich manifestierende Schmerzerlebnis auch auf einer Schidigung des neuronalen
Systems beruhen, das nozizeptive Impulsaktivitit verarbeitet, so dass Schmerz hier nicht als Symptom,
sondern als eigene Krankheitseinheit aufzufassen ist. Diese zwei Aspekte des Schmerzes gehen
flieBend ineinander {iber und kénnen daher hdufig nicht klar voneinander getrennt werden [42].
Schmerzreize werden nicht zusammen mit somato- oder viszerosensiblen afferenten Reizen in identi-
schen Nervenfasern oder -fasergruppen in das zentrale Nervensystem geleitet, sondern haben einen

eigenen Ursprung an eigenen Rezeptoren, den Nozizeptoren. Sie werden in eigenen, abgegrenzten
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Bahnen in das ZNS weitergeleitet. Nozizeptoren sind in fast allen Organen reichlich als freie Nerven-
endungen vorhanden und stellen zahlenméBig die mit Abstand stdrkste Gruppe von Rezeptoren des
somatosensorischen Systems dar [42]. Nozizeptoren sprechen normalerweise erst auf starke
mechanische oder thermische Reize an, wie zum Beispiel Nozizeptoren der Gelenkkapsel auf Uberbe-
anspruchung eines Gelenkes. Hierbei spielt die Sensibilisierung von Nozizeptoren durch kdrpereigene
chemische Substanzen eine nicht zu unterschitzende Rolle. Vor allem Entziindungsvorgénge unter-
schiedlichster Genese (traumatisch, infektids, immunologisch) fithren verstirkt zu einer Sensibili-
sierung von Nozizeptoren mit erhohter Bildung und Freisetzung von endogenen chemischen
Substanzen wie zum Beispiel Bradykinin, Histamin, Prostaglandinen oder Interleukin-1 im Rahmen
der humoralen Entziindungskomponente. Die zelluldre Entziindungskomponente ist vor allem durch
die Aktivierung der Makrophagen (z.B. durch Lymphokine) geprigt, bei der von diesen Prosta-
glandine, Leukotriene und Zytokine gebildet werden. Diese vermitteln ihrerseits die Entziindungs-
reaktion an andere Zellen (Endothel, Fibroblasten) weiter. In Tierexperimenten zeigte sich, dass all
diese Entziindungsmediatoren einerseits Nozizeptoren selbst erregen konnen, aber auch deren
Erregungsschwelle bei gleichzeitigem Einwirken mehrerer Stoffe herabsetzen. Im Rahmen dieser Sen-
sibilisierung kommt es zu einer iiberadditiven Potenzierung der Wirkungen. Dies ist anhand des
Zusammenwirkens von Entziindungsmediatoren wie z.B. Prostaglandin E2 und Bradykinin bereits
mehrfach untersucht und belegt worden [43][42]. Im Zuge eines entziindlichen Geschehens sind
jedoch nicht alle im Entziindungsbereich vorhandenen Nozizeptoren bereits aktiv. Viele von ihnen
werden erst sekunddr im Rahmen der humoralen und zelluldren Entziindungsreaktion aktiv. Diese
Erkenntnisse wurden experimentell unter anderem dadurch bestétigt, dass gezeigt werden konnte, dass
bei einer Gelenkentziindung die Nozizeptoren des Gelenkes infolge der Sensibilisierung bereits durch
geringe Gelenkbewegungen aktiviert werden, und weitere Nozizeptoren erst bei einer floriden Entziin-
dung erregbar werden, also zu Beginn "stumm" sind [42]. Die Schmerzleitung erfolgt von den freien
Nervenenden afferenter Ad- und C-Fasern zu Riickenmark und Hirnstamm, wo eine Umschaltung auf
zentrale Neurone erfolgt und ein Grofiteil der Schmerzreize weiter im Tractus spinothalamicus im
Vorderseitenstrang verlduft. Im Hirnstamm erfolgt dann die Integration der Schmerzinformationen in
die Steuerung von Kreislauf und Atmung, Beeinflussung des ARAS (aufsteigendes retikuléres aktivie-
rendes System), sowie von deszendierenden Hemmungssystemen mit Einfluss auf die endogene
Schmerzkontrolle und -wahrnehmung. Ein weiterer Teil der Schmerzinformationen gelangt anschlie-
Bend in den Thalamus. In den lateralen Thalamuskernen werden die Reize weiter zum somato-
sensorischen Kortex geleitet. Von den medialen Thalamuskernen erfolgt die Weiterleitung der Reize
zum limbischen System, zur Hypophyse und zum Hypothalamus [44].

Lange Zeit ging man davon aus, dass der radikuldre Schmerz allein durch die Nervenkompression,
zum Beispiel infolge eines Bandscheibenvorfalls, verursacht wird [6] [4]. Allerdings gibt es sowohl
Patienten mit starker Radikulopathie, bei denen sich mittels Myelographie keine deutliche Nerven-

kompression darstellen lédsst, als auch Patienten, die trotz deutlicher mechanischer Kompression der
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Nerven keine, oder nur eine geringe, Symptomatik aufweisen [45]. Aus diesem zum Teil starken Aus-
einanderweichen zwischen der berichteten Klinik und dem erhaltenen radiologischen Befund lie sich
daher schlussfolgern, dass neben mechanischen auch nicht-mechanische Mechanismen bei der disko-
genen Schmerzentstehung beteiligt sein miissten [5]. Hierbei scheint es sich vor allem um proteinbio-
chemische Mechanismen zu handeln. Eine wichtige Rolle scheinen hierbei unter anderem die
Substanz P und Zytokine zu spielen, aber auch Proteine, die am Matrixaufbau und -abbau beteiligt
sind [5] [46] [47] [4].

Bis heute ist jedoch sehr wenig iiber die genauen biochemischen und pathophysiologischen Mecha-
nismen bekannt, die den radikuldren und pseudoradikuldren Schmerzen zugrunde liegen. Die Haupt-
ursache dafiir liegt im wesentlichen darin, dass sich in jedem Bewegungssegment der Wirbelsdule ein
komplexes System nozizeptiver Afferenzen aus der Wirbelséule, den Muskeln, der Haut, dem Becken
und aus den unteren Extremitéten mit einer komplexen, multisegmentalen Vernetzung befindet und
dass demzufolge eine wissenschaftliche Untersuchung der Ursache sehr komplex ist. Zum einen lassen
tierexperimentelle Studien nur bedingt auf den Menschen iibertragbare Ergebnisse erwarten, und zum
anderen ist der Schmerz als individuelle Erfahrung wissenschaftlich schwer objektivierbar und zu
messen. Daher stammen die meisten verldsslichen Daten hauptsichlich aus der klinisch-chirurgischen
Praxis. In jedem Bewegungssegment der Lendenwirbelsdule gibt es sechs verschiedene Schmerz-
quellen (Tabelle 1), die neben der sympathischen Innervation aus den Ganglien des Rumpfes im
wesentlichen von zwei segmental angeordneten Nerven versorgt werden: dem Nervus sinuvertebralis

und vom Ramus posterior des Nervus spinalis [18] [48] [49].

Bandscheibe (Anulus fibrosus) Nervus sinuvertebralis
Ligamentum longitudinale posterius Nervus sinuvertebralis
Ligamentum flavum Nervus sinuvertebralis

Ramus medialis des Ramus posterior Nervi spinalis

Ligamentum interspinosum Ramus medialis des Ramus posterior Nervi spinalis

Dura mater: Duralsack, Nervenwurzeltasche | Nervus sinuvertebralis

Periost, Knochengewebe Nervus sinuvertebralis
Ramus medialis des Ramus posterior Nervi spinalis

sympathische Fasern

Gelenkkapsel Nervus sinuvertebralis

Ramus medialis des Ramus posterior Nervi spinalis

Tab. 1: Schmerzquellen des vertebragenen Bewegungssegments mit dazugehdriger sensibler Innervation:
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1.7. An der Bandscheibendegeneration beteiligte proteinbiochemische Mechanismen

1.7.1. Substanz P

Tachykinine sind kleine Neurotransmitter-Peptide, deren gemeinsames Merkmal die Aminosaure-
sequenz am Carboxy-terminalen Ende ist. Die drei bedeutendsten Tachykinine sind die Substanz P
(SP), Neurokinin A (NKA) und Neurokinin B (NKB). SP leitet sich durch alternatives Spleilen von
dem Vorldufer-Gen Preprotachykinin A (PPT-A) (15 kDa) ab, das fiir SP, NKA, Neuropeptide K und
Neuropeptide y codiert [S0]. SP besteht aus 11 Aminosduren [51] und wurde als erstes Peptid der
Tachykinin- Familie 1931 von v. Euler und Gaddum entdeckt [52]. SP-artige Immunreaktivitit ist weit
verbreitet, wobei sich der iiberwiegende Anteil von SP neben CGRP (Calcitonin gene-related peptide)
in den sensiblen C-Fasern des ZNS und PNS sowie im Gastrointestinaltrakt (GIT) befindet [53]. SP
konnte aber auch in nichtneuronalem Gewebe nachgewiesen werden, wie z.B. in Endothelzellen [54]
[55] [56] und in Eosinophilen [57]. Tachykinine agieren mit Neurokin-Rezeptoren (NK1, NK2 und
NK3), wobei SP die stirkste Affinitdt zum NK1-Rezeptor besitzt [17]. Die Rezeptoren gehoren zu der
Superfamilie der G-Protein-gekoppelten, metabotropen Rezeptoren. NK1-Rezeptoren sind vor allem
im ZNS (Striatum, Riickenmark) sowie in peripheren Organen (Gastrointestinaltrakt (GIT), Uro-
genitaltrakt (UGT)) gefunden worden [58].

Im ZNS hat SP eine neuromodulatorische Rolle [50] [59]. Es {ibt seine Funktionen durch Reduktion
der Repolarisationsphase im Aktionspotential aus, das zu einer erleichterten Depolarisation der neuro-
nalen Membranen fiihrt [60] [61].

Als Neurotransmitter hat SP neben nozizeptiver Funktion auch barorezeptive und chemorezeptive
Funktionen. SP wird durch mechanische, chemische, entziindliche sowie exzitatorische Reize aus den
Nervenendigungen freigesetzt und vermittelt iiber sensible Fasern die Schmerzleitung [62] [48].
Vollige Entleerung von SP aus sensiblen Nervenfasern durch Capsaisin (Extrakt der roten Chili) fiihrt
zum Fehlen einer spezifischen Schmerzantwort.

SP 16st direkt eine lokale Entziindungsreaktion mit Plasmaextravasation, auch neurogene Inflamma-
tion genannt, aus und fithrt durch Freisetzung von Histamin aus Mastzellen zu Vasodilatation mit
Rubor [62]. SP scheint ebenfalls eine wichtige Rolle bei der chronischen Entziindungsreaktion zu
spielen. So ist z.B. die Dichte der NK-Rezeptoren in Glianarben des ZNS bei Multipler Sklerose ge-
geniiber gesundem Gewebe um das 1000-2000-fache erhdht [63]. Durch verstiarkte Expression von
Adhisionsmolekiilen kann SP dosisabhédngig die Adhésion von Leukozyten an Epithelzellen indu-
zieren [64]. Auch die Sekretion von Entziindungsmediatoren wie z.B. TNF-a, IL-1 und IL-6 aus
peripheren Monozyten kann durch SP stimuliert werden. Des weiteren kann SP direkt die IL-1-
Freisetzung aus Astrozyten bewirken [62] [50].

Durch Hydrolyse kann SP in verschiedene Fragmente gespalten werden, die eine verantwortliche

Rolle bei der Entziindungsreaktion (Freisetzung von Mediatoren und bei der Inhibition der Concana-
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valin-A-(Con-A)-indizierten Immunantwort [65] spielen. Sowohl SP als auch sein Spaltprodukt
SP7-11 erhohen die Freisetzung des Prostaglandins PGE2 [62] [66] und sorgen somit fiir eine
Sensibilisierung der Nozizeptoren.

Bei der schmerzhaften Bandscheibendegeneration scheint SP eine wichtige Rolle zu spielen. SP
konnte neben CGRP als Neurotransmitter der in den degenerierten Anulus hineinwachsenden neuen
Nervenfasern identifiziert werden [50]. Imasoto et al. [67] entdeckte auBBerdem eine signifikant hohere
Konzentration von SP im Liquor von Patienten, die an einer degenerativen Wirbelséulenerkrankung
litten, als im Liquor von gesunden Kontrollpatienten. Er stellte zusétzlich eine Korrelation zwischen

der SP-Konzentration und der Schmerzintensitit fest.
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Abb. 3: Darstellung der Schmerzmodulation und Verarbeitung.
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1.7.2. Proinflammatorische Zytokine: TNF-a, IL-1a und IL-6

Zytokine sind Polypeptide mit regulatorischen Wirkungen auf Immun- und Entziindungszellen. Fiir
das Entziindungsgeschehen sind die Faktoren TNF-a, IL-1a, IL-6, IL-8 und Interferon (IFN-y) von
besonderer pathobiochemischer Bedeutung [4]. Die quantitative Bestimmung dieser Faktoren zeigte in
biologischen Proben erhohte Konzentrationen bei einer Reihe von infektiosen Zustdnden, akuten und
chronischen Entziindungsprozessen. Generell handelt es sich dabei um eine Vielzahl von Zytokinen,
die sich in Form eines kaskadenformig angeordneten Netzwerks gegenseitig beeinflussen konnen und

so eine komplexe wechselseitige Wirkung ausiiben kdnnen [4].

Der Tumornekrosefaktor (TNF) existiert in zwei Formen: TNF-a und TNF-B. Beide haben eine starke
Homologie und ein sehr dhnliches Aktivitdtsspektrum. TNF-a, ein nicht glykolisiertes Protein, wird
auf bestimmte Stimuli hin hauptsédchlich von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet. Dabei
wird zunédchst ein Vorldufer synthetisiert, aus dem dann durch gezielte Proteolyse die aktive 17 kDa-
Form gebildet wird. TNF-a besitzt ein breites Wirkungsspektrum und ist als initialer Mediator bei
allen Reparaturvorgidngen und Keimabwehrprozessen beteiligt [68].

Unter anderem ldsst sich eine starke und teilweise ausgeprigte zytotoxische und katabole Wirkung auf
das Vorhandensein dieses Zytokins zuriickfithren. Es gehort zu den wichtigsten Mediatoren beim
septischen Schock, fiihrt zu Fieber und beeinflusst Blutgefdfle und Gerinnungsfaktoren. Hierbei wirkt
es zusammen mit IL-1 synergistisch gerinnungsaktivierend und fibrinolysehemmend. TNF-a bewirkt
eine Resorption von Knorpel und Knochen und stimuliert genau wie IL-la die Bildung von
Prostaglandinen und weiteren destruktiven Enzymen [47]. TNF-a verursacht eine endotheliale Ad-
hésion und Aktivierung von Granulozyten und verstirkt die Expression von HLA-Klasse-I-Antigenen.
Das Lymphotoxin TNF-f hingegen wird vor allem von T-Lymphozyten produziert [68].

Im Zusammenhang mit der schmerzhaften degenerativen Bandscheibenerkrankung ist bekannt, dass
TNF-a zu einer Kaskade neuropathologischer Verdnderungen fiihren kann, wie zum Beispiel der
Schwann-Zell-Aktivierung, Demyelinisierung, Waller-Degeneration und Bildung von endoneuralen

Odemen [46] [69].

Auch Interleukin-1 existiert in zwei Formen mit dhnlichen Funktionen: IL-10 und IL1pB. Die Homo-
logie der Aminosduresequenz betrdgt jedoch nur etwa 27 %. Beide Interleukine werden als 35 kDa-
Vorstufen produziert (IL-1a in einer aktiven, IL-1p in einer inaktiven Form), und anschliefend durch
Proteasen enzymatisch in ihre Wirkformen gespalten.

IL-1a entfaltet vermutlich seine Wirkung primér als membrangebundenes Molekiil und wirkt damit
indirekt iiber Zellkontakt. IL-1p ist die Hauptform, die vor allem von Monozyten/Makrophagen frei-
gesetzt wird und wirkt als 10sliches Molekiil in der Zelle. IL-1 hat vielféltige Effekte an den

verschiedenen Gewebearten. Heute gilt als gesichert, dass das Interleukin-1 sowohl eine systemische
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als auch eine lokale Wirksamkeit besitzt. Durch die systemische Wirksamkeit greift das Zytokin auf
vielfaltige Art und Weise in die physiologischen Regulationsvorgéinge des Zentralen Nervensystems,
des Stoffwechsels, des Knochenmarks und der Gefaflwandzellen ein.

Zu den lokalen Effekten von IL-1 gehort unter anderem eine Induktion von B- und T-Lymphozyten.
IL-1 steigert die Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten und die
Aktivierung von Endothelzellen.

IL-1, sowie TNF-q, veranlasst synoviale Zellen, Chondrozyten und Fibroblasten zu einer Sekretion
von Proteasen, wie Kollagenasen, Elastasen, die zu einer Degeneration und zu einem Zusammenbruch
der Bindegewebsmatrix fiihren [9]. Zusétzlich bewirkt 1L-1, etwa 100-fach stirker als TNF-a, eine
Destruktion der Proteoglykane. IL-1f zum Beispiel hat eine induzierende Wirkung auf die Expression
von mRNA fiir Metallproteinasen und reduziert die Transkription fiir Aggrecan [3]. Die IL-1f Produk-
tion im arthrotischen Gewebe korreliert mit dem Stadium der Knorpeldegeneration [70].

An entziindlichen Reaktionen beteiligt sich IL-1, wie auch TNF-a, durch die Stimulierung der Syn-
these und Sekretion sekundérer proinflammatorischer Zytokine wie z.B. IL-6, IL-8 und IL-10, aber
auch IL-1 und TNF-a selber [71]. AuBerdem bewirkt IL-1, wie schon oben erwéhnt, eine Induktion
der Prostaglandine (PGE2) [4].

Das Interleukin-1 ist um ein Vielfaches potenter als TNF-a. Beide Zytokine kdnnen unter bestimmten
Voraussetzungen synergistisch miteinander agieren, wobei allerdings die Produktion und Wirkung des

IL-1 zumindest kurzfristig von TNF-a induziert und reguliert wird.

Interleukin-6 (IL-6) ist ein Glykoprotein, welches je nach Ursprungszelle ein Molekulargewicht von
21 bis 28 kDa aufweist und eine signifikante Homologie zum Granulozyte-colony-stimulating-factor
(G-CSF) zeigt. Viele vormals einzeln benannte Mediatoren verschiedenster Funktion, wie z.B. B-Cell-
stimulatory-factor-2 (BSF-2), Interferon-f2 oder Hepatocyte-stimulating-factor (HSF), stellten sich
letztendlich als identisch mit IL-6 heraus. Weiterhin ist IL-6 als ein ,,Vielzellenprodukt™ mit verschie-
densten Triggern aufzufassen. Als Hauptquellen werden stimulierte Monozyten/Makrophagen,
Fibroblasten und Endothelzellen angesehen, aber auch T-/B-Lymphozyten, Kochenmarkzellen, Mast-
zellen, neutrophile Granulozyten, Osteoblasten oder Astrozyten sezernieren diesen Mediator. 1L-6
vermittelt iiber unterschiedlichste Zielzellen vielfiltige biologische Funktionen, wobei je nach betrof-
fenem Zelltyp inhibitorische oder stimulierende Effekte zum Tragen kommen. IL-6 hat vor allem
proinflammatorische Eigenschaften, da es ein potenter Induktor von sogenannten ,,Akute Phase
Proteinen (APP), Fieber und Leukozytose ist. Gleichzeitig aktiviert es das Komplement- und Ge-
rinnungssystem [72]. Einige antiinflammatorische Wirkungen von IL-6 sind beispielsweise die Inhibi-
tion der TNF-a-Expression von Astrozyten sowie die Induktion des 16slichen TNF-a-Rezeptor und
IL-1-Rezeptor-Antagonist [73]. Bei B-Lymphozyten agiert IL-6 in der spdten Phase der
Differenzierung zu immunglobulinproduzierenden Plasmazellen und induziert die Immunglobulin-

sekretion. Es ist aulerdem beim Wachstum und der Differenzierung von T-Lymphozyten beteiligt.
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Hierbei wirkt IL-1 als Kofaktor der Proliferation. IL-6 erhoht die Aktivitidt von Natiirlichen Killer-
zellen (NK-Zellen) und stimuliert die Phagozytosefahigkeit und funktionelle Differenzierung bei
Makrophagen. Auch IL-6 induziert die Biosynthese der Akute-Phase-Proteine wie CRP, Serum-
Amyloid-A, Fibrinogen und Antithrombin in der Leber. Dabei potenzieren Glucokortikoide den Effekt
dieses Zytokins auf die Induktion mancher APP. Interessanterweise fiihrt IL-6 im Zentralnervensystem
neben Fieber auch zur ACTH-Freisetzung. Dadurch sezernierte Glucokortikoide dienen folglich teils
als eine Art positives Feedback in der Akute-Phase-Reaktion und teils als negatives Feedback durch

ihren depressorischen Einfluss auf die Zytokinproduktion [74].

1.7.3. Bedeutung von TGF-p und MMP-3

Sowohl TGF-f als auch MMP-3 sind an physiologischen Gewebeumbauprozessen beteiligt. Wéhrend
TGF- vor allem proliferativ wirkt, hat MMP-3 degenerative Eigenschaften. TGF-f ist ein Polypeptid
hauptséchlich thrombozytidren Ursprungs. Es wird als latente Vorform sezerniert und anschliefend
enzymatisch zu einem aktiven, 25 kDa grolen Homodimer umgebaut. Von den drei bekannten Iso-
formen TGF-B1, 2 und 3 iiberwiegt beim Menschen vor allem TGF-B1.

Neben der Beeinflussung der Zellproliferation und der Férderung des Aufbaus extrazelluldrer Matrix
(u.a. Reparaturmechanismen, Angiogenese, Fibrogenese, Chondro- und Osteogense) hat TGF- auch
mehrere immunmodulatorische Funktionen [75] [76]. Es dient im Gewebe als Chemoattraktant fiir
Phagozyten und als autokriner Wachstumsfaktor fiir Monozyten/Makrophagen. Intravasal vorkom-
mendes TGF-B1 hemmt jedoch die Migration von Phagozyten durch die Reduktion endothelialer
Adhésionsmolekiile. Bei Makrophagen, Kardiomyozyten und glatten Muskelzellen kann es die NO-
Produktion reduzieren. Als IL-2 Antagonist hat es einen antiproliferativen Einfluss auf das
T-Zellwachstum und supprimiert die IL-1 abhidngige Lymphozytenproliferation. Des weiteren wird
durch TGF-B1 die B-Zellproliferation und -differenzierung gehemmt sowie die Funktion von
NK-Zellen blockiert [76] [75].

Alle Metalloproteinasen enthalten ein zentrales Zink-lon. Sie sind beteiligt bei dem degenerativen
Abbau verschiedenster Komponenten der Extrazelluldrmatrix. Die wichtigste Rolle bei der Band-
scheibendegeneration scheint die Metalloproteinase MMP-3, auch Stromelysin-1 genannt, zu spielen.
Neben der Spaltung von Aggrecan spaltet es auch Fibrinonektin, Laminin und verschiedenste
Kollagene [77] [9].

MMP-3 wird als latente Vorform (proMMP) unter anderem von Makrophagen, Gefdf3zellen und Band-
scheibenzellen sezerniert. Durch Plasminogen wird es zur aktiven Form umgewandelt [9] [78]. Es gibt
mehrere Angriffspunkte zur Beeinflussung der MMP-3-Synthese. Wihrend eine Vielzahl biologisch
aktiver Substanzen wie z.B. bestimmte Hormone, Onkogene, Tumorpromoteren und Zytokine (u.a.

TNF-a und IL-la) die Transkription von MMP-Genen stimulierend beeinflusst, wird sie von
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Steroiden, TGFp und IL-6 gehemmt. Daneben gibt es auch einen natiirlichen Hemmer, der die Syn-
these 1:1 hemmt, das sogenannte TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase). Wéhrend IL-1a die
TIMP-Synthese hemmt und somit auch auf diesem Wege indirekt die MMP-3-Synthese stimuliert,
steigert TGF-B die TIMP-Synthese und hemmt somit wiederum indirekt die MMP-3-Synthese. Unter-
einander konnen MMPs ebenfalls stimulierend wirken [79] [9] [80].

IL-1a, TNF-a (- proMMP-3 —()— TGF-p
NG
aktive MMP-3
1)
IL-1a —()— TIMP —(H)— TGF-B, IL-6
L—— MMP-3 1 MMP-3 | ——
PG| PG 1

Abb. 4: Stimulation und Inhibation der MMP-3-Synthese (PG = Proteoglykane)
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1.8. Fragestellung

Bei der Bandscheibendegeneration und der begleitenden Schmerzentwicklung finden sich sehr
komplexe proteinbiochemische Mechanismen. Eine Vielfalt unterschiedlicher Substanzen scheint in
diesen Vorgang involviert zu sein. Die vorliegende Studie beschrinkt sich auf die Untersuchung der
Expression von sechs Substanzen in Bandscheibengewebe, denen eine besondere Funktion bei der
algogenen Bandscheibendegeneration zugeschrieben wird. Zu den untersuchten Proteinen gehoren die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-1a, IL-6, die Substanz P und der Wachstumsfaktor TGF-p3,
sowie das am Abbau der Bandscheibenmatrix beteiligte Enzym MMP-3.

Die Untersuchung der Expression der oben genannten Substanzen sollte in drei unterschiedlichen
Patientengruppen erfolgen. Die erste Patientengruppe setzt sich aus Patienten zusammen, bei denen
eine chronisch degenerative Bandscheibenerkrankung mit chronischer Schmerzsymptomatik besteht.
Zu der zweiten Gruppe gehoren Patienten, bei denen sich ein symptomatischer Bandscheibenvorfall
mit Sequestrierung gebildet hat und somit eine akute Schmerzanamnese vorhanden ist. Als
Kontrollgruppe wurden Patienten mit einer operationswiirdigen Skoliose untersucht.

Ziel der Studie war es, durch die Untersuchung der Proteinexpression mdgliche Schlussfolgerungen
iiber Mechanismen der Schmerzentstehung (chronischer und akuter Schmerz) und iiber
Verdnderungen der Expressionsmuster der oben genannten Schliisselproteine im Rahmen chronischer
und akuter degenerativer Verdnderungen zu erlangen, um hieraus letztendlich mogliche neue

Angriffspunkte fiir neue gezielte Therapien zu erhalten.

Die Fragestellungen waren im einzelnen:

1. Unterscheidet sich das Expressionsmuster von TNF-a, IL-la, [L-6 und Substanz P in
sequestriertem Bandscheibengewebe beim akuten Schmerzsyndrom eines Bandscheiben-
vorfalles vom Expressionsmuster im Bandscheibengewebe beim chronischen Lumbalsyndrom

(Nucleus pulposus und Anulus fibrosus)?

2. Unterscheidet sich die Expression von MMP-3 und TGF-Bf im Sequester des Band-
scheibenvorfalls von der Expression im Nucleus pulposus und Anulus fibrosus des

degenerativen Lumbalsyndroms?

3. Ergeben sich aus den gewonnenen Daten der Proteinexpression neue mogliche Ansitze zur

Therapie der algogenen Bandscheibendegeneration?
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. Material

2.1.1. Auswahl des Patientenkollektivs

Das zu untersuchende lumbale Bandscheibengewebe (L4/5, L5/S1) wurde bei Wirbelsdulen-
operationen von 45 Patienten mit symptomatischen Beschwerden, wie zum Beispiel einer Radikulo-
pathie oder Lumbalgie, gewonnen (genehmigt von der Ethik-Kommission der Arztekammer Hamburg;
Bearbeitungsnummer: OB-066/04). Das Patientenkollektiv wurde dabei in drei Gruppen eingeteilt
(siche Tabelle 2).

Zu der ersten Gruppe gehorten 17 Patienten (9 Minner, 8 Frauen) mit einem durchschnittlichen Alter
von 51 Jahren (+ 3,1) und einem BMI von 28 kg/m? (+ 1,1), die unter einer chronisch degenerativen
Bandscheibenerkrankung (z.B. Spondylolisthesis, Osteochondrose) litten. Bei diesen Patienten wurden
zwecks Stabilisierung der betroffenen Bewegungssegmente benachbarte Wirbelkorper fusioniert. Teile
der dazwischenliegenden degenerierten Bandscheiben wurden dabei entfernt und dienten als Unter-
suchungsmaterial. Vor der Operation wurden mittels MRT und lumbaler Diskografie die potentiell
schmerzverursachenden degenerierten Bandscheiben ermittelt. Als Kriterium fiir eine degenerierte
Bandscheibe galt eine Zunahme der T2-gewichteten Signalintensitit, die Abnahme der Bandscheiben-
héhe und eine positive Diskografie. Dieses Probematerial wurde getrennt nach Anulus fibrosus und
Nucleus pulposus. Zu der zweiten Gruppe zéhlten 15 Patienten (8 Ménner, 7 Frauen) mit einem
durchschnittlichen Alter von 42 Jahren (% 4,5) und einem BMI von 26 kg/m? (+ 1,1), die wegen eines
symptomatischen Bandscheibenvorfalls mit Sequesterbildung operiert worden sind. Hierbei wurde der
Sequester entfernt und diente als Probematerial. Als Kontrollgruppe diente die dritte Gruppe mit
idiopathisch oder posttraumatisch bedingten Skoliosen, die 13 Patienten (2 Ménner, 11 Frauen) mit
einem durchschnittlichen Alter von 20 Jahren (£ 1,3) und einem BMI von 22 kg/m? (+ 1,3) umfasste.
Bei diesen Patienten wurden zwecks Wirbelsdulenaufrichtung sowohl Knochen der Wirbelkdrper als
auch Bandscheibengewebe entfernt, das als Untersuchungsmaterial genutzt wurde. Auch dieses
Probematerial wurde wieder nach Anulus fibrosus und Nucleus pulposus getrennt.

Die gewonnenen Untersuchungsmaterialien wurden direkt nach der Entfernung in Kryotubes in

fliissigem Stickstoff gefroren und anschlieend bei —80 °C zur spiteren Analyse gelagert.

1. (chron. deg. BS) 2. (BS-Vorfall) 3. (Kontrollgruppe)
Anzahl 17(9M, 8 F) 15(8M, 7F) 132M,11F)
Alter (Jahre) 51 (+3.1) 42 (£4.,5) 20 (£ 1,3)
BMI (kg / m?) 28 (£ 1,1) 26 (£1,1) 22 (£ 1,3)

Tab. 2: Patientenkollektiv (M=Maénner, F=Frauen)
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2.1.2. Reaktionssysteme (Antikorper, Positivkontrollen, ELISA)

Antikorper:

Produkt Spezifitit Firma Katalog Nummer
IL-1a Mensch, Maus, Ratte Santa Cruz H-159, sc-7929
IL-6 Mensch Santa Cruz H-183, sc-7920
MMP-3 Mensch, Maus, Ratte Santa Cruz C-19, sc-6839
SP, PPT-A Mensch, Maus, Ratte Santa Cruz N-18, sc-9758
TGF-p1,2,3 Mensch, Maus, Ratte Santa Cruz H-112, sc-7892
TNF-a Mensch, Maus, Ratte Santa Cruz N-19, sc-1350
Positivkontrollen:

nachzuweisender Antikoérper: | positiv Kontrolle: Firma:

IL-Ta IL-1a Santa Cruz

IL-6 IL-6 Santa Cruz

MMP-3 MMP-3 Santa Cruz

TGF-B1,2,3 TGF-B1 Santa Cruz

TNF-a TNF-a Santa Cruz
Immunoassays:

Immunoassay: Firma: Katalog Nummer

SP R&D-Systems DE-1400

IL-1a R&D-Systems DLA-50

IL-6 R&D-Systems BMS 223/3MST
TNF-a Bender MedSystems HS 600B

2.1.3. Verwendete Substanzen, Hilfsmittel, Geriite

Alle Substanzen und Hilfsmittel wurden, soweit nicht anders angegeben, mit der hochsten im Handel

erhiltlichen Reinheit verwendet.

Substanzen:

Produkt: Firma:
2-Mercaptoethanol Sigma
2-Propanol Merck
40% Acrylamid BioRad
Ammoniumpersulfat (APS) Sigma
Aprotinin Sigma
BCA-Protein-Assay Pierce
Bromphenolblau Sigma
BSA Serva
DTT (Dithiothreiol) Merck
ECL Amersham
EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) Sigma
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Ethanol Merck

Glycerol Merck

Glycin Roth

Hepes Sigma

Hyperfilm Amersham
Leupeptin Sigma

Methanol Merck

Na-Fluorid Sigma

Na-Phosphat Sigma
Na-Pyrophosphat Sigma

Na-Vanadat Sigma

NaCl Baker

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Sigma
Protein-A-Sepharose Pierce
Protein-Ladder (BenchMark-Prestained) Gibco-BRL

SDS (Natriumlaurylsulfat) Sigma

Temed Sigma

TrisBase Sigma

Triton-X-100 Merck

Tween-20 BioRad

Hilfsmittel:

Produkt: Firma:

Blotting Paper Schleicher&Schnell
Nitrocellulose Schleicher&Schnell
Pipetten (Plastik) (5, 10, 25 ml) Falkon
Pipettenspitzen (10, 20, 100, 1000ul) Gilson
Reaktionsgefilie / Tubes (0,5, 1,5 ml) Eppendorf Hamburg
Geriite:

Produkt: Firma:

Schiittler B.Braun Biotech International
Heizblock Eppenorf Thermomixer
Zentrifuge, Sigma 3K30 B.Braun Biotech International
Waage Mettler

Pipetten (10, 100, 1000 ul) Eppendorf Hamburg
Magnetriihrer Ikamag RCT
Rontgenfilmkassette Rego

Protein Gelkammern Bio Rad

pH-Meter Schott

Semi Dry — Blotgerit Bio Rad
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2.1.4. Zusammensetzung der verwendeten Gele und Losungen

Losungen:

Puffer:

Reagenzien und Konzentrationen:

Lysispuffer (pH: 7,5 - 7,6)

50 mM Hepes pH 7,6

4 mM EDTA

150 mM NaCl

1 % Triton X 100

200 mM PMSF
Aprotinin

Leupeptin

2 mM Na-Vanadat

100 mM Na-Fluorid

50 mM Na-Pyrophosphat

Trenngelpuffer 1,5 M Tris Base pH 8,8
Sammelgelpuffer 0,5 M Tris Base pH 6,8
Runningbuffer 25 mM Tris Base

192 mM Glycin

0,1 % SDS
Semi-Dry-Puffer 48 mM Tris-Base

1,3 mM SDS

Glycin

20 % Methanol
TBS Waschpuffer (pH: 7,4) 25 mM Tris Base

137 mM NaCl
TBS/T Waschpufter (pH: 7,4) 25 mM Tris Base

137 mM NaCl

0,1 % Tween-20

Lammlipuffern (LSB) 0,01 % Bromphenolblau
50 mM Na-Phosphat
50 % Glycerol
10 % SDS
SDS-Polyacrylamide-Gel:
Trenngel (15 %) 40 % Acrylamid
Trenngelpuffer

10 %-iges SDS
10 % -iges APS
Temed

Sammelgel (4 %)

40 % Acrylamid
Sammelgelpuffer
10 %-iges SDS
10 % -iges APS
Temed
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2.2. Methoden

2.2.1. Aufbereitung der Proben

Jeweils 300 mg des bei —80 °C gelagerten Bandscheibengewebes wurden mit etwa 1,2 ml Lysispuffer
zur Denaturierung vermischt und mit einem Ultraturrax-Hexler homogenisiert. Anschliefend wurden
die Proben flir 15 min auf Eis gelagert und dann bei 4 °C und fiir 30 min bei 10.000 U/min zentri-
fugiert. Der erhaltene Uberstand wurde in kleinere Tubes iiberfiihrt und bei —20 °C eingefroren.

Der Gesamtproteingehalt der Homogenate / Lysate wurde mit einem BCA-Protein-Assay (Pierce, IL,
USA) nach der Methode von Bradford [81] bestimmt. Die Quantifizierung der Proteine beruht auf
einer Messung der Farbverdnderung von Coomasie Brilliant Blue G-250 in Abhédngigkeit von der
Proteinkonzentration. Bei der durchgefiihrten Proteinbestimmung wurde mit Hilfe von Rinderserum-
albumin (BSA) als Standardsubstanz eine Kalibrierungsgerade erstellt. Die Proteinproben wurden mit
Aqua dest. und BCA-Reagenz bei 37 °C fiir 30 min inkubiert (je 1 pul Probe + 9 ul H20 + 200 ul
BCA). Anschliefend wurde die Extinktion der Proben durch photometrische Messung bei 540 nm im
Elisareader bestimmt und mit Hilfe der EXCEL-Datenverarbeitung ausgewertet. Simtliche Messdaten
sind Mittelwerte aus einer Dreifachbestimmung.

Zur Herstellung von Lysaten zur weiteren Aufarbeitung der Proben wurden jeweils 100 pg Protein auf
20 pl mit Lysispuffer aufgefiillt, mit je 5 pl Laimmlipuffer (LSB) und DTT versetzt und anschlieSend
5 min bei 100 °C im Thermomixer aufgekocht und gemischt. Die warmen Lysate wurden auf SDS-
Gele geladen oder zu einer spiteren Verwendung bei —20 °C eingefroren.

Um kleinste Proteinmengen darzustellen, wurde das Verfahren der Immunprézipitation (IP) ange-
wandt. Hierbei wurden aus einer groBBeren Ausgangsmenge (1000 pg Protein) die gesuchten Proteine
herausgefiltert. Simtliche Arbeitsschritte zur Erstellung der Immunprézipitate wurden auf Eis, bzw.
bei 4° C durchgefiihrt. Zuerst wurden je 1000 pg Protein mit Lysispuffer auf 500 pl aufgefiillt und mit
2 pg (=10 pl) Antikorper (in diesem Fall IL-1a oder IL-6) und 80 ul Protein-A-Sepharose versehen,
und zwei Stunden bei 4 °C im Uberkopfschiittler inkubiert. Die entstandenen Konjugate wurden bei
14.000 U/min 1 min zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig abgesaugt und die pelletierten Beads mit
1 ml Lysispuffer dreimal gewaschen (jeweils nach der Lysispufferzugabe zentrifugiert und der Uber-
stand wurde anschlieBend abgesaugt). Zuletzt lagen die trockenen Bead-Pellet vor, die mit je 15 pl
Lammlipuffer und DTT versehen wurden und 5 min bei 100° C denaturiert wurden. Anschlie3end
wurden die Proben erneut fiir 1 min zentrifugiert und der entstandene Uberstand in die Taschen der

SDS-Gele pipettiert.
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2.2.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Zur semiquantitativen Bestimmung der relativen Proteinexpression von TNF-a, IL-1a, IL-6, MMP-3,
TGF-p1,2,3 und der Vorform von Substanz P (PPT-A) im Bandscheibengewebe fiihrten wir
Westernblots nach Standardprotokoll durch.

Die Auftrennung der Proteine nach ihrer Grof3e wurde mit Hilfe der Gelelektophorese (SDS-PAGE) in
Minigelkammern der Firma BioRad durchgefiihrt. Hierbei wurde die elektrophoretische Beweglichkeit
der Proteine unter denaturierten Bedingungen genutzt, unter denen die negativ geladenen SDS-Poly-
peptid-Komplexe, proportional dem Logarithmus ihrer Masse, zur Anode wandern (Reynolds, Tanford
1970). Hierfiir wurde ein 15 %iges Polyacrylamid-Trenngel, das von 4 %igem Sammelgel (Laemmli
1970) iiberschichtet wurde, verwandt. Als GroBenstandard wurde in eine der 10 Geltaschen ein Re-
ferenzprotein definierter GroBle aufgetragen. Um eine gleichméBige Taschenfiillung (je 30 pl) und ein
dadurch resultierendes gleichmafBiges Durchwandern der Proben durch die Gele zu erreichen, wurden
die 10 ul des GroBenstandards mit 10 pl Lysispuffer und je 5 ul LS-Bund DTT versetzt. Zum gleich-
méBigen Sammeln der Proben im oberen Bereich des SDS-Gels wurde die Gelelektrophorese zunéichst
fiir 30 min bei 80 V und anschliefend zur GroBentrennung im elektrischen Feld fiir 120 min bei 120 V
durchgefiihrt.

Die nach ihrer GroBle gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden anschlieBend mittels Semi-
Dry-Blot Verfahren auf eine Nitrocellulose-Membran iiberfiihrt und dort fixiert.

Hierzu wurde das SDS-Gel auf eine Nitrocellulosemembran gespannt und in einer Blotvorrichtung
(Fa. Biorad) justiert. Die in dem Gel aufgetrennten Proteine wurden anschlieend durch eine Strom-
stirke von 400 mA iiber eine Dauer von 25 min auf einer Nitrocellulosemembran fixiert. Zum Ab-
séttigen unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrocellulosemembran iiber Nacht bei 4 °C in
25 ml 3 % BSA/TBST-Losung zum Absittigen unspezifischer Bindungsstellen geblockt. Nach drei-
maligem Waschen in TBST-L6sung wurde die Membran mit einer fiir das zu untersuchende Protein
spezifischen Antikorperlosung fiir 2 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert.

Fiir die Antikorperlosung wurden 10 ul Antikérper (TNF-a, MMP-3, IL-1a, IL-6, Substanz P; Ver-
héltnis 1:1000) bzw. 50 ul (TGF-B1,2,3; Verhéltnis 1:200) in 10 ml 1 %BSA/TBS/T angesetzt.

Zur Entfernung nicht gebundener Antikorper wurde der Blot fiir je 5 min zuerst mit TBS, anschlieBend
mit TBS/T und schlieBlich wieder mit TBS gewaschen.

Die Inkubation mit einem sekundiren Antikorper, der eine enzymatisch aktive Peroxidase aufweist,
erfolgte iiber 60 min auf einem Schiittler bei Raumtemperatur. Das Mischungsverhéltnis betrug
1:5000. Dies entspricht 2 pl anti-goat (bei TNF-o, MMP-3, Substanz P) bzw. 2 ul anti-rabbit (bei
IL-1a, IL-6, TGF-B1,2,3) in 10 ml 1 %BSA/TBS/T.

Nach erneutem Waschen mit TBS, TBS/T und TBS, um nicht gebundene Antikdrper von den fixierten

Proteinen zu entfernen, erfolgte die Detektion der Banden mit dem ECL-Detektionssystem. Hierbei
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fiihrt die an den sekundédren Antikorper gekoppelte Peroxidase im Bereich der detektierten Proteine
durch die Oxidation von Luminol zu einer Chemilumineszenzreaktion (Kricka 1991, Fowler 1995).
Unmittelbar nach dieser Reaktion befindet sich das Luminol in einem angeregten Zustand und
emittiert beim Zuriickkehren in den Grundzustand Licht. Die katalytische Aktivitit der Peroxidase und
Entstehung von Chemolumineszenz kann daher durch die Auflagerung eines Rontgenfilms auf die
Nitrocellulosemembran und anschlieBende Entwicklung des Films dokumentiert werden. Die Exposi-
tionszeit lag zwischen 10 s und 20 min. Ein Blot wurde mit 2,5 ml ECL-L&sung-1, 2,5 ml ECL-
Losung-2 und 5 ml H20 fiir eine Minute auf dem Schiittler inkubiert.

2.2.3. Enzymimmunoassay

Der quantitative Nachweis der aktiven 11 kDa-Form von Substanz P erfolgte mittels ELISA (Enzyme
linked immunosorbent assay). Die semiquantitativ ermittelte relative Proteinexpression von TNF-q,

IL-10 und IL-6 wurde ebenso mit Hilfe eines ELISA iiberpriift.

In der vorliegenden Studie wurden sowohl kompetitive (fiir SP) als auch nichtkompetitive ELISA’s
gemil der Anleitung des jeweiligen Herstellers verwendet.

Die dem ELISA zugrundeliegende Technik ist die sogenannte "Two-Site-" bzw. die "Sandwich-
Technik". Hierbei ist die in dem Reaktionssystem enthaltene Mikrotiterplatte mit einem im Uberschuf3
vorliegenden monoklonalen Antikérper gegen die zu untersuchende Substanz beschichtet; dies ent-
spricht dem priméren Antikorper. Die Standard- und Probenlosungen werden in die entsprechenden
Vertiefungen pipettiert und reagieren mit dem 1. Antikorper. Beim kompetitiven Substanz P-Immuno-
assay wird zusétzlich eine bereits mit Peroxidase konjugierte Substanz P hinzugefiigt und der nach-
folgende 4. und 5. Schritt iibersprungen. Die unkonjugierte Substanz P bindet dabei besser an den
1.Antikorper als die konjugierte Substanz P. Nach Abschluss der Reaktionen werden iiberschiissige
Bestandteile der Proben durch Waschen entfernt. Nach Zugabe von mit Peroxidase (HRP) markierten
polyklonalen Antikdrpern (2. Antikorper) kann sich in einer anschliefenden Intubation ein Sandwich-
Komplex aus dem 1. Antikorper, der zu untersuchenden Substanz in der Probe und dem enzym-
markierten 2. Antikdrper bilden. Uberschiissiger Antikdrper wird durch einen Waschschritt entfernt
und ein H,0, enthaltendes Substrat (chromogene Losung: Tetramethylbenzidin= TMB) hinzugefiigt,
das sich an die Peroxidase bindet und dabei eine Farbreaktion ausldst. Diese Reaktion wird durch
Zugabe einer Sdurelosung, der sogenannten Stop-Solution beendet. Beim nichtkompetitiven ELISA ist
die Farbintensitét derjenigen Menge der zu untersuchenden Substanz in der Probe oder im Standard
proportional. Beim kompetitiven ELISA ist die Farbintensitdt hingegen der Menge umgekehrt pro-

portional. Die Absorption des farbigen Endproduktes wird bei 405 nm gemessen und ausgewertet.
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Die Bestimmung von IL-10 im Bandscheibengewebe wurde mit dem Human IL-10 Immunoassay von
R&D-Systems durchgefiihrt. Hierzu wurden 100 pg Protein als entsprechende Lysatmenge mit
ASSAY Diluent RD1C bis 200 pl ergidnzt und in die mit dem 1. Antikdrper beschichtete Mikro-
titerplatte pipettiert und fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend 3 x mit je 400 pul
Waschpuffer gewaschen und 200 pl Anti- IL-1a- HRP Konjugat hinzugefiigt. Die Proben wurden 1 h
bei Raumtemperatur inkubiert, 3 x mit je 400 ul Waschpuffer gewaschen und 200 pl Substratlosung
(Color Reagent A) hinzugefiigt und fiir 20 min bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach
dem Hinzufiigen von 50 pl Stopplosung wurde die Extinktion bei 450 nm innerhalb von 30 min ge-
messen und die Ergebnisse ausgewertet.

Die Bestimmung von IL-6 und Substanz P im Bandscheibengewebe wurde mit dem Immunoassay von
R&D-Systems durchgefiihrt. Die Durchfiihrung war bis auf geringe Unterschiede in der Menge der
verwendeten Substrate identisch mit der Bestimmung von IL-1a im Bandscheibengewebe.

Die Bestimmung von TNF-a im Bandscheibengewebe wurde mit dem TNF-o ELISA von Bender
MedSystems durchgefiihrt. Hierbei wurde eine Mikrotiterplatte Nunc (Maxi sorb) iiber Nacht mit dem
1. Antikorper (2,5 pg/ml) und 100 pl "Coating" —Losung inkubiert, 250 pl Probenpuffer hinzugefiigt,
die Losung fiir 2 h bei Raumtemperatur geblockt und 100 pg Protein als entsprechende Lysatmenge
mit Probenpuffer bis 200 pl ergénzt und in die nun mit dem 1. Antikdrper beschichtete Mikro-
titerplatte pipettiert. AnschlieBend wurden die Proben 2 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler
inkubiert, 4x mit je 300 ul Waschpuffer gewaschen, 100 ul Streptavidin-HRP Konjugat hinzugefiigt
und fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Schiittler inkubiert. Die Probe wurde dann 4 x mit je 300 ul
Waschpuffer gewaschen, 100 ul Substratlosung (TMB) hinzugefiigt, fiir 15 min bei Raumtemperatur
auf einem Schiittler lichtgeschiitzt inkubiert und 100 pl Stopplosung hinzugefiigt. Die Extinktion

wurde bei 450 nm innerhalb von 30 min gemessen.

2.2.4. Auswertung und EDV

Die densitometrische Messung und Auswertung der Banden im Western-Blot erfolgte durch Ein-
scannen der Blots, Bearbeiten und Beschriften der Bilder in Photoshop® und anschlieBender
Auswertung mit NIH-Image® und EXCEL®.

Die Messung der Intensitit der Farbreaktion des ELISA wurde mit einem ELISA-Reader gemessen
und mit Hilfe der EXCEL®-Datenverarbeitung ausgewertet, wobei sdmtliche Messdaten Mittelwerte
aus einer Doppelbestimmung waren.

Es handelt sich jeweils um Mittelwerte, die in Relation zur Kontrollgruppe gesetzt wurden, wobei die
Werte der Kontrollgruppe gemittelt wurden und gleich 1 gesetzt wurden. Werte des Anulus fibrosus
der chronisch degenerativen Bandscheibenerkrankungen wurden dabei mit dem Anulus der Skoliose-

Patienten verglichen, die als Kontrollgruppe dienten. Entsprechend wurden Werte des Nucleus pulpo-
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sus der chronisch degenerativen Bandscheibenerkrankungen mit den Werten des Kontroll-Nucleus
verglichen. Aus dem Sequestermaterial ermittelte Werte wurden ebenso mit dem Kontroll-Nucleus in
Relation gesetzt, da der Sequester aus Nucleus-Gewebe besteht.

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test. Die

Signifikanzgrenze wurde bei p<0,05 festgelegt.
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3. ERGEBNISSE

Der Nachweis der verschiedenen Zytokine in den unterschiedlichen Bandscheibenbereichen der drei
Patientenkollektive gelang nach Konservierung der Proben bei —80 °C und anschlieBender Aufbe-
reitung zu Lysaten. Hierzu erfolgte eine Denaturierung durch die Zugabe eines Lysispuffers und die
anschlieBende Homogenisierung mit Hilfe des Ultraturrax-Hexler. Der Gesamtproteingehalt der ein-
zelnen aufbereiteten Bandscheibenproben konnte mit Hilfe von Western-Blots semiquantitativ nach-
gewiesen werden. Die Vorformen und korrespondierenden aktiven Formen der einzelnen Proteine in
unterschiedlicher GroBe konnten als klare Banden dargestellt werden. Im einzelnen fanden sich die
Banden folgender Proteine:

Substanz P - Vorform (15 kDa), TNF-a - Vorform (26 kDa), aktive Form TNF-a (17 kDa),
MMP-3 - Vorform (59/57 kDa), aktive Form MMP-3 (28 kDa), TGF-B1,2,3 (12,5 kDa). Der Nachweis
von IL-1a (17 kDa) und IL-6 (21 kDa) konnte durch Immunprizipitation erfolgen.

Mit Hilfe des ELISA gelang der quantitative Nachweis der aktiven Formen von Substanz P (11 kDa),
TNF-a (28 kDa), IL-1a (17 kDa) und IL-6 (21 kDa).

3.1. Schmerzanamnese und Blutbild der Patienten

In der Patientengruppe, in der die Operation aufgrund einer chronisch degenerativen Bandscheiben-
erkrankung durchgefiihrt wurde, berichteten die Patienten von einer langjahrigen Schmerzanamnese (8
+ 1,5 Jahre). In den letzten Monaten vor der Operation fand sich jeweils eine starke Schmerzzunahme
(13 £ 7 Monate). Die Quantifizierung des einzelnen Schmerzerlebnisses erfolgte mit Hilfe der "Visual
Analogous Scale" (VAS) durch jeden einzelnen Patienten. Dem Schmerz konnten hierbei Werte
zwischen 0 (kein Schmerz) bis 10 (maximaler Schmerz) zugeordnet werden. Im Durchschnitt wurde
der Wert 7 (x1) zur Beschreibung der Riickenschmerzen und der Wert 6,3 (+0,8) fiir die
Beinschmerzen angegeben.

In der Patientengruppe, die aufgrund eines symptomatischen Bandscheibenvorfalls operiert wurde,
fand sich im Schnitt eine kiirzere Riickenschmerzanamnese von nur einigen Monaten (22 + 9 Monate).
Bei diesen Patienten war es allerdings zu einer akuten Schmerzzunahme innerhalb von nur wenigen

Tagen (20 £ 12 Tage) gekommen, wodurch ein operativer Eingriff erforderlich wurde.

Im Blutbild der Patientengruppe mit einer chronisch degenerativen Bandscheibenerkrankung zeigten
sich hohere Entziindungsparameter als bei den Patienten mit einem symptomatischen Bandscheiben-
vorfall. Bei 43 % der Patienten mit einer chronisch degenerativen Bandscheibenerkrankung war das
C-reaktive Protein erhoht (7 £ 3,8 mg/l; Referenzbereich: < 5 mg/l). Eine Leukozytose fand sich bei
14 % der Patienten (8,2 + 0,7 Mrd/l; Referenzbereich: 4,5 - 11,5 Mrd/l). In der Patientengruppe mit
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einem symptomatischen Bandscheibenprolaps war das C-reaktive Protein bei nur 13 % der Patienten

erhoht (1 £ 0,7 mg/l). Eine Leukozytose fand sich bei keinem der Patienten (8 + 0,4 Mrd/l).

3.2. Substanz P (SP, PPT-A)

Im Anulus fibrosus der chronisch degenerativen Bandscheiben fand sich eine relative Protein-
expression der Vorform von Substanz P, die verglichen mit der Kontrollgruppe signifikant um das
1,4-fache erhoht (p=0,024) war (siche Abb. 6). Im Nucleus pulposus dieser Patientengruppe war die
Expression hingegen um den Faktor 0,7 niedriger.

Mit Hilfe des ELISA (siche Abb. 5) konnte die aktive 11 kDa-Form von Substanz P hingegen im
Nucleus pulposus signifikant vermehrt (1,2-fach erhdht, p=0,031) nachgewiesen werden (NP: 271,98
+ 18 pg/mg Protein; NP Kontrolle: 416,98 + 32 pg/mg Protein). Im Anulus fibrosus war die Protein-
expression im Vergleich mit der Kontrollgruppe unverdndert (AF: 394,23 + 25 pg/mg Protein; AF
Kontrolle: 392,67 + 33 pg/mg Protein).

Sowohl im Nachweis von Substanz P mittels ELISA als auch im Westernblot zeigte sich eine Ab-
nahme der Expression von Substanz P und seiner Vorform im sequestrierten Bandscheibengewebe im
Vergleich mit der Kontrollgruppe. Die Expressionsmenge der aktiven Form war signifikant um den
Faktor 0,6 niedriger (p=0,001). Die Expression der latenten Vorform war um den Faktor 0,7 niedriger.
Im Nucleus pulposus chronisch degenerierter Bandscheiben war daher 2,1-fach mehr aktives SP

enthalten als im Sequester, wihrend die Vorform in beiden Geweben gleich stark exprimiert war.

Eine signifikante positive Korrelation zeigte sich zwischen der im chronisch degenerierten Anulus
fibrosus nachgewiesenen aktiven Substanz P und der Dauer der Schmerzanamnese (p=0,059). Ebenso
gab es eine positive signifikante Korrelation zwischen der Expression von SP und der Vorform von SP
im chronisch degenerierten Nucleus pulposus und dem BMI der Patienten dieser Gruppe (p=0,027,

bzw. p=0,051).

3.3. Tumornekrosefaktor-a (TNF-a)

Verglichen mit den Kontrollen zeigte sich im Anulus fibrosus chronisch degenerierter Bandscheiben
ein signifikanter 2,5-facher Anstieg der relativen Expression der aktiven 17 kDa Form von TNF-a
(p=0,008) (siche Abb. 8). Im Nucleus pulpsus hingegen fand sich eine Reduktion der Expression um
das 0,9-fache der Kontrollgruppe. Die TNF-a Vorform war hingegen in beiden Bereichen der unter-
suchten Bandscheiben erhoht, im Anulus fibrosus (4,5-fach; p=0,013) und im Nucleus pulposus
(2,2-fach; p=0,023). In den mit Hilfe des ELISA ermittelten Ergebnissen (siche Abb. 7) zeigte sich ein
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1,4-facher Anstieg der aktiven 17 kDa Form sowohl im AF (55,47 = 7 pg/mg Protein) als auch im NP
(56,25 + 6 pg/mg Protein) verglichen mit den Kontrollgruppen (AF: 38,96 + 3 pg/mg Protein; NP:
40,0 + 4 pg/mg Protein). Die Menge des aktiven TNFa im Sequester im Vergleich mit den Kontrollen
war bei beiden Messverfahren leicht verringert (28,91 + 4 pg/mg Protein), so dass sich nach der
ELISA-Analyse im NP der chronisch degenerierten Bandscheiben fast doppelt soviel TNF-o nach-
weisen lieB wie im Sequester (p=0,012). Die relative Expression der 26 kDa TNF-o Vorform war

dahingegen, genauso wie im NP chronisch degenerierter Bandscheiben, signifikant erhoht (p=0,041).

Die Ergebnisse zeigten eine positive Korrelation zwischen der Body Mass Index-Zunahme und der
Expression von TNF-o im chronisch degenierten Nucleus pulposus (p=0,03) und proTNF-o im
Anulus fibrosus (p=0,025). Zwischen der Zunahme von C-reaktivem Protein im Patientenserum und
der Expression von proTNF-o im chronisch degenerierten Anulus fibrosus konnte ebenfalls eine

positive, signifikante Korrelation nachgewiesen werden (p=0,028).

3.4. Interleukin-1a (IL-1a)

Die nachgewiesene IL-1a Menge war in allen Probegeweben sehr gering. Mittels ELISA zeigte sich
im Vergleich mit den Kontrollen (AF: 2,3 +0,5 pg/mg Protein; NP: 3,1 + 0,3 pg/mg Protein) eine
Zunahme von IL-1a sowohl im AF (5,0 £ 0,8 pg/mg Protein; p=0,05) als auch im NP (5,1 + 1,1 pg/mg
Protein) chronisch degenerierter Bandscheiben, wéhrend es im Sequester zu keiner signifikanten Ver-
anderung kam (2,5 £ 0,3 pg/mg Protein) (siche Abb.9). Auch mit Hilfe der Westernblots (siche
Abb. 10) lieB sich im AF eine Zunahme der relativen Proteinexpression von IL-lo nachweisen
(1,2-fach). Im NP zeigte sich dahingegen allerdings eine signifikante Abnahme um den Faktor 0,8

(p=0,03). Im Sequester war, wie bei der ELISA-Analyse, keine signifikante Verdnderung nachweisbar.

Eine positive signifikante Korrelation konnte zwischen der Zunahme von CRP im Patientenserum und

der Expression von IL-1a (p=0,037) im Sequester nachgewiesen werden.

3.5.Interleukin-6 (IL-6)

Wihrend sich mittels ELISA (siehe Abb. 11) im Vergleich mit der Kontrolle (6,1 = 1,1 pg/mg Protein)
eine signifikante Abnahme von IL-6 im AF zeigte (2,5 + 1,2 pg/mg Protein; p=0,04), stellte sich
mittels Westernblot (siche Abb. 12) eine 1,8-fache Zunahme der relativen Expression von IL-6 im AF
dar (p=0,01). Genau entgegengesetzt verhielt es sich mit den Werten im NP chronisch degenerierter

Bandscheiben. Die Westernblots zeigten eine signifikante Abnahme um den Faktor 0,8 (p=0,01), der
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ELISA eine Zunahme um den Faktor 2 (NP: 3,0 £+ 1,2 pg/mg Protein, NP Kontrolle: 1,4 + 1,0 pg/mg
Protein). Eine Zunahme von IL-6 im Sequester lie} sich sowohl mittels ELISA (2-fach, 3,1 + 1,2

pg/mg Protein) als auch mittels Westernblot darstellen (1,1-fach; p=0,02).

Die Daten zeigen eine signifikante Korrelation zwischen der Dauer der Schmerzanamnese und der
Expression von IL-6 im Nucleus pulposus chronisch degenerierter Bandscheiben (p=0,036) sowie im

Sequester prolabierter Bandscheiben (p=0,049).

3.6. Matrixmetalloproteinase-3 (MMP-3)

Es zeigte sich sowohl in chronisch degenerierten Bandscheibengewebe als auch in den Sequestern eine
Zunahme der MMP-3 Expression im Vergleich mit den Kontrollen (siche Abb. 13). Die relative Ex-
pression der aktiven 28 kDa und der 57/59 kDa Vorform war im degenerierten NP und im Sequester
deutlich héher als im AF (28 kDa: AF: 2-fach; NP: 3,3-fach, p=0,025; Seq.: 3,1-fach; p=0,025)
(57/59 kDa: AF: 2-fach, p=0,021; NP: 2,2-fach, p=0,034; Seq.: 2,7-fach, p= 0,014).

Auch hier konnte eine positive Korrelation zwischen der Lange der Schmerzanamnese und der Ex-
pression von MMP-3 (p=0,068) und proMMP-3 (p=0,004) im chronisch degenerierten Nucleus pulpo-
sus nachgewiesen werden. Des weiteren lieB3 sich im chronisch degenerierten Nucleus eine positive
signifikante Korrelation zwischen der Expression von MMP-3 (p=0,022) und dem zunehmenden Alter

darstellen.

3.7.Transforming Growth Factor-$1,2,3 (TGF-$1,2,3)

Im Anulus fibrosus chronisch degenerierter Bandscheiben zeigte sich ein signifikanter Anstieg der
relativen Expression von TGF-$1,2,3 um den Faktor 2,2 (p=0,028) (siche Abb. 14). Dahingegen
stellten wir eine signifikante Abnahme der Expression sowohl im Nucleus pulposus chronisch degene-

rierter Bandscheiben (0,6-fach) als auch im Sequester (0,8-fach) fest (jeweils p=0,028).
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3.8. Bildanhang - Ergebnisse

3.8.1.1. SP - ELISA
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Abb. 5

Abb. 5: Das Diagramm stellt die Proteinexpression (pg/mg) der aktiven Substanz P in den Kontrollband-
scheiben (AF, NP), in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) dar (*: p < 0,05).
Die Werte wurden mittels ELISA erhoben.
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3.8.1.2. PPT-A (SP-Vorform) - Westernblot

AF NP AF NP Seq
L Kontrolle 4 Lchron.deg - Prolaps

Proteinexpression von PPT-A (relative, %)

Abb. 6.2
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Abb. 6.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) der Vorstufe von Substanz P (PPT-A, 15 kDa)
in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im Vergleich zu den Kontrollband-
scheiben K (AF bzw. NP) dar (*: p< 0,05). Die semiquantitative Messung erfolgte mittels Westernblot:

Abb. 6.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)

Abb. 6.c: NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)

Abb. 6.d: Seqester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)
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3.8.2.1. TNF-a - ELISA
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Abb. 7: Das Diagramm stellt die Proteinexpression (pg/mg) des aktiven TNF-a in den Kontrollbandscheiben
(AF, NP), in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) dar (*: p <0,05). Die
Werte wurden mittels ELISA erhoben.
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3.8.2.2. TNF-a - Westernblot
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Abb. 8.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) der aktiven Form (17 kDa) und der Vorform

(26 kDa) von TNF-a in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im Vergleich

zu den Kontrollbandscheiben K (AF bzw. NP) dar (*: p< 0,05). Die semiquantitative Messung erfolgte mittels

Westernblot (PK = Positivkontrolle):
Abb. 8.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)
Abb. 8.c: NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)
Abb. 8.d: Seqester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)
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3.8.3.1. IL-1a - ELISA
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Abb. 9.a

Abb. 9.a: Das Diagramm stellt die Proteinexpression (pg/mg) des aktiven IL-1a in den Kontrollbandscheiben
(AF, NP), in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) dar (*: p <0,05). Die
Werte wurden mittels ELISA erhoben.
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3.8.3.2. IL-1a - Westernblot
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Abb. 10.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) des aktiven IL-lo (17 kDa) in chronisch

degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im Vergleich zu den Kontrollbandscheiben K (AF

bzw. NP) dar (*: p< 0,05). Die semiquantitative Messung erfolgte mittels Westernblot (PK = Positivkontrolle):

Abb. 10.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)

Abb. 10.c: NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)

Abb. 10.d: Seqester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)



Ergebnisse 43

3.8.4.1. IL-6 - ELISA
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Abb. 11.a: Das Diagramm stellt die Proteinexpression (pg/mg) des aktiven IL-6 in den Kontrollbandscheiben
(AF, NP), in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) dar (*: p<0,05). Die
Werte wurden mittels ELISA erhoben.
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3.8.4.2. IL-6 - Westernblot
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Abb. 12.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) des aktiven IL-6 (21 kDa) in chronisch
degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im Vergleich zu den Kontrollbandscheiben K (AF
bzw. NP) dar (*: p< 0,05). Die semiquantitative Messung erfolgte mittels Westernblot (PK = Positivkontrolle):
Abb. 12.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)

Abb. 12.c: NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)

Abb. 12.d: Seqgester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)
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3.8.5. MMP-3 - Westernblot
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Abb. 13.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) der aktiven Form (28 kDa) und der Vorform
(57/59 kDa) von MMP-3 in chronisch degenerierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im
Vergleich zu den Kontrollbandscheiben K (AF bzw. NP) dar (*: p<0,05). Die semiquantitative Messung
erfolgte mittels Westernblot:

Abb. 13.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)

Abb. 13.c: NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)

Abb. 13.d: Seqester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)



Ergebnisse 46

3.8.6. TGF-p - Westernblot
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Abb. 14.a: Das Diagramm stellt die relative Proteinexpression (%) von TGF-f (12,5 kDa) in chronisch degene-
rierten (AF, NP) und prolabierten Bandscheiben (Seq.) im Vergleich zu den Kontrollbandscheiben K (AF bzw.
NP) dar (*: p< 0,05). Die semiquantitative Messung erfolgte mittels Westernblot:

Abb. 14.b: AF chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-AF (K)

Abb. 14.c. NP chronisch degenerierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)

Abb. 14.d: Seqester prolabierter Bandscheiben im Vergleich zu Kontroll-NP (K)
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4. DISKUSSION

Die pathogenetischen Ursachen der algogenen Bandscheibendegeneration sind bisher noch nicht voll-
stindig aufgekliart. Sowohl mechanische als auch biochemische Mechanismen scheinen an der Ent-
stehung chronischer Riickenschmerzen beteiligt zu sein [3]. Zytokine als Mediatoren auf zellulédrer
Ebene, wie z. B. die Substanz P, TNF-a und IL-1a, die bei der Schmerziibermittlung involviert sind
[46] [18], konnten im Bandscheibengewebe nachgewiesen werden [82] [48]. Auch die Matrix-Metallo-
proteinase MMP-3 sowie das Zytokin TGF-p konnten im Zusammenhang mit der algogenen Band-
scheibendegeneration als bedeutende Protease bzw. als Wachstumsfaktor identifiziert werden [9] [5]
[83]. Die Rolle dieser Zytokine und ihre spezifischen Expressionsprofile im Rahmen der
Bandscheibendegeneration wurden in bisherigen Studien noch nicht vollstindig differenziert
dargestellt.

Das Ziel dieser Studie war die differenzierte Untersuchung der Expressionsmuster der obigen Proteine
im Anulus und Nucleus von chronisch und akut degenerierten Bandscheibengewebe, um aus diesen
Erkenntnissen moglicherweise neue und individuell angepasste Konzepte zur Behandlung und

Schmerztherapie zu erlangen.

In der vorliegenden Studie lieBen sich jeweils signifikant hohere Mengen proinflammatorischer
Zytokine in Bandscheiben von Patienten mit chronisch degeneriertem Bandscheibenleiden nachweisen
als in prolabiertem Bandscheibengewebe oder in der Kontrollgruppe. Der Gehalt der proinflamma-
torischen Zytokine im Anulus der Bandscheibe war hierbei jeweils hoher als im Nucleus.

Auch die Substanz P war in chronisch degenerierten Bandscheiben signifikant erhoht zu finden. Hier-
durch konnte die These der Arbeitsgruppe um Afrah bestitigt werden, die der Substanz P eine
entscheidende Rolle bei der Chronifizierung der Schmerzentstehung zuschreibt [84] [85].

4.1. Substanz P

Die Substanz P ist sowohl bei der Entstehung chronischer Schmerzen [84] als auch bei der Bildung
neurogener Entziindungen involviert [62]. Die ansteigende Expression der Substanz P in chronisch
degenerierten Bandscheiben unterstiitzt somit die Annahme, SP spiele eine entscheidende Rolle bei
der schmerzhaften chronischen Bandscheibendegeneration [18].

Die im Anulus fibrosus nachgewiesene vermehrte Expression der SP-Vorstufe und die positive Kor-
relation zwischen der Lénge der Schmerzanamnese und des Substanz P-Gehaltes (je linger die
Schmerzen bestehen, desto hoher ist die an SP nachgewiesene Menge) konnten Ausdruck einer
vermehrten Bildung SP-sezernierender afferenter Nervenfasern in diesem Gewebe sein [85]. Bei der

gesunden Bandscheibe begrenzt sich die Einsprossung der diinnen Nervenendigungen auf die dulleren
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Anulus fibrosus Schichten. Freemont etal. [48] konnten ein Einwachsen der afferenten
SP-sezernierenden Nervenendigungen bis in den Nucleus degenerierter Bandscheiben nachweisen. Die
in der vorliegenden Studie nachgewiesene vermehrte Expression der aktiven Substanz P im Nucleus
bei denjenigen Patienten, die an einer chronischen Bandscheibenerkrankung leiden, unterstiitzt diese
Beobachtung. Im Anulus chronisch degenerierter Bandscheiben lie sich hingegen kein Anstieg der
Expression der aktiven Substanz P nachweisen. Ein Grund hierfiir kdnnte die Spaltung der aktiven
11 kDa groflen Substanz P in die biologisch-aktiven Fragmente, wie z.B. das Fragment SP 7-11, sein
[62]. Dies konnte im Rahmen eines erhohten Umsatzes vorkommen. Obwohl freie Nervenendigungen
an der Oberflache prolabierter Bandscheiben in vorherigen Studien nachgewiesen werden konnten
[53], zeigte sich in den Bandscheibensequestern eine geringere Menge an SP und seiner Vorstufe als
in den Kontrollbandscheiben. Dies lieBe sich zum Beispiel durch das fehlende Einsprossen der
Nervenendigungen aufgrund des akuten Ereignisses bei der Sequestrierung erkldren. Zu beachten ist
aullerdem, dass Sequester in der Regel aus Nucleus-Gewebe bestehen, wihrend es sich bei prola-
bierten Bandscheiben um hervorgewolbtes Anulus-Gewebe handelt. Eine weitere Rolle konnte die
erhohte Diffusionsfahigkeit des freigesetzten Sequesters spielen, die ebenfalls zu einer Verminderung

des SP-Anteils im Vergleich zu dem jeweiligen Anteil in den Kontrollbandscheiben fiihren.

4.2. TNF-a, IL-10, IL-6

In friiheren in vitro Studien konnte bereits die Anwesenheit proinflammatorischer Zytokine, wie zum
Beispiel TNF-a, IL-6, IL-8 und IL-1p, in Kulturen degenerierter Bandscheiben nachgewiesen werden
[86]. Tierversuche zeigten durch die lokale, epidurale Applikation von Nucleus-Gewebe sowohl
strukturelle als auch funktionelle Anderungen der angrenzenden Nervenwurzeln. Das im Nucleus
nachgewiesene Zytokin TNF-a schien hierbei eine entscheidende Rolle zu spielen [45]. Die Beteili-
gung der proinflammatorischen Zytokine sowohl an den degenerativen Prozessen als auch an der
Nervenentziindung und Schmerzentstehung konnte ebenfalls nachgewiesen werden [46]. Die bei der
vorliegenden Studie in vivo nachgewiesene Zunahme von TNF-a im Anulus und Nucleus chronisch
degenerierter Bandscheiben stimmt mit den Ergebnissen der in vitro Studie von Burke et al. [86]
iiberein und unterstiitzt die These, dass TNF-a eine entscheidende Rolle bei der Entstehung neuro-
gener Schmerzen spielt [47]. Die im Rahmen des Degenerationsvorganges auftretende Bildung und
Einsprossung neuer Blutgefie in die Bandscheibe sind hierbei wichtig fiir die Bereitstellung
aktivierter Makrophagen, die die proinflammatorischen Zytokine freisetzen. Hierzu passend zeigte
sich eine signifikante Korrelation zwischen der Dauer der bestehenden Schmerzen und den
detektierten IL-6-Spiegeln in chronisch degenerierten Nuclei und Sequestern. Die im Gegensatz zum
Nucleus stark erhéhte Expression der TNF-a Vorform im Anulus kénnte durch das dichtere Gefalinetz

im Anulus erklirt werden. Wahrend die Vorform im Faserringgewebe bleibt, kann die aktive Form bis
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in den Nucleus diffundieren [47]. Die Substanz P kann die Zytokin-Freisetzung aus den Makrophagen
erh6hen [17]. Der niedrige SP-Gehalt im Sequester und das aufgrund des akuten Ereignisses fehlende
neue Nerven- und GefdBinetz konnte daher fiir den niedrigen Gehalt an proinflammatorischen
Zytokinen im Sequester verantwortlich sein. Des weiteren ist zu beachten, dass es bei dem heraus-
getrennten Bandscheibengewebe auBlerdem zu einer verstarkten Diffusion der Proteine in die Um-
gebung kommen konnte.

Botenstoffe des Immunsystems wie die Zytokine TNF-o und IL-1 sorgen fiir eine erhdhte Produktion
der Akute-Phase-Proteine, zu denen unter anderem das C-reaktive Protein (CRP) gehort. Passend
hierzu fand sich eine signifikante Korrelation zwischen der Expression der TNF-a-Vorform im
chronisch degenerierten Anulus fibrosus und des IL-la im Sequester und dem CRP-Level im
Patientenserum.

Die ermittelten Daten wiesen aullerdem eine signifikante, positive Korrelation zwischen dem BMI der
Patienten und der mit Hilfe von Westernblots nachgewiesenen TNF-a Expression (TNF-o und
proTNF-a) in den chronisch degenerierten Bandscheiben nach. Bereits in fritheren Studien wurde
beschrieben, dass TNF-a von adipdsem Gewebe und Adipozyten sezerniert wird und an der Ent-
stehung einer Insulinresistenz beteiligt zu sein scheint. In diesen Studien wurde jeweils ein deutlicher

Abfall der TNF-a Konzentration im Serum bei Gewichtsreduktion nachgewiesen [87].

4.3. MMP-3, TGF-p

Es zeigte sich eine hohere Expression von MMP-3 im chronisch degenerierten Nucleus und im
Sequester als im Anulus. Im Anulus fand sich dahingegen eine hierzu entsprechende signifikant

erhohte Expression von TGF-, welches eine Hemmung von MMP-3 bewirkt.

Im Rahmen der Bandscheibendegeneration sind vor allem MMP-3 als Protease und TGFf als
Wachstumsfaktor am Gewebeauf- und -abbau beteiligt. In der vorliegenden Studie zeigte sich, dhnlich
wie in vorherigen Studien, ein starker Anstieg der TGF-f Expression im Anulus fibrosus chronisch
degenerierter Bandscheiben, wéihrend die Expression im Nucleus und im Sequester geringer war als in
den Kontrollbandscheiben. Melrose et. al. [88] wies eine deutliche Abhdngigkeit der zunehmenden
TGF-B Expression vom Ausmall des einwachsenden Gefdfinetzes in die degenerierte Bandscheibe
nach. Die nur im Anulus fibrosus nachgewiesene starke Zunahme der TGF-f Expression passt daher
zu der Tatsache, dass sich die Gefidlle fast ausschlieSlich im Anulus fibrosus befinden.

Die MMP-3 Synthese wird unter anderem durch TGF-§ supprimiert. Zum einen stimuliert TGF-§ die
Synthese des natiirlichen MMP-3-Hemmers TIMP (Tissue inhibitor of metalloproteinase), zum
anderen hemmt es die Umformung von der latenten in die aktive Proteaseform [9] [89]. Hierzu passen

die Ergebnisse der vorliegenden Studie: Die Expression von MMP-3 ist im TGF-B-armen Gewebe,
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dem Nucleus pulposus chronisch degenerierter Bandscheiben und dem Sequester, deutlich hoher als
im TGF-B-reichen Gewebe, dem Anulus fibrosus. Auch der im Vergleich zum Nucleus chronisch
degenerierter Bandscheiben hohere Anteil der latenten Vorform proMMP-3 im Sequester ldsst sich
durch den hoheren TGF-§ Anteil im Sequester erkldren.

Durch das Fehlen bzw. die niedrige Expression von anabolen Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel
TGF-B, ist der Nucleus besonders verwundbar und degenerationsgefahrdet [23]. Hinzu kommt, dass
der Nucleus im Gegensatz zum Anulus einen viel geringeren Anteil an Kollagenfasern besitzt, so dass
jeglicher Kollagenverlust zu signifikanten mechanischen Verdanderungen fiihrt [90].

SchlieBlich zeigte sich eine positive signifikante Korrelation sowohl zwischen dem Alter des Patienten
und der MMP-3-Expression im chronisch degenerierten Nucleus, als auch zwischen der Dauer der
bestehenden Schmerzen und der MMP-3-Expression in diesem Gewebe. Dies unterstiitzt die These,
dass diese Metalloproteinase an den degenerativen Prozessen beteiligt ist, wie auch an dem physio-

logisch stattfindenden degenerativen Umbau bei zunehmendem Alter.

4.4. Bedeutung hinsichtlich therapeutischer Mafinahmen

Bei den bisherigen Therapien der Riickenschmerzen, die durch die Degeneration von Bandscheiben
verursacht wurden, geht es vor allem um die Minderung oder Ausschaltung der Schmerzen und die
Behandlung bzw. Priavention moglicherweise entstandener neurologischer Defizite. Zu den {iiblichen
konservativen Therapien gehort zum Beispiel die Bettruhe mit Stufenlagerung, Physiotherapie und die
medikamentose Therapie mit Analgetika und Antiphlogisika. Nukleotomie, Dissektomie und Spon-

dylodesen gehoren zu den hiufigen invasiven Mallnahmen.

Bisher nur unzureichende gezielte medikamentdse Therapieansidtze umfassen
- die Verhinderung der Schmerzchronifizierung
- das Aufhalten der degenerativen Prozesse bzw. die Unterstiitzung der Regeneration und

Prophylaxe

Die Daten der vorliegenden Studie unterstiitzen die Annahme, dass die Substanz P an der Schmerz-
chronifizierung chronisch degenerativer Bandscheibenerkrankungen beteiligt ist. Hieraus ergibt sich
ein moglicher neuer therapeutischer Ansatzpunkt zur Verhinderung oder zumindest zur Verminderung
der chronischen Schmerzentstehung. Ziel wire somit die Reduzierung der SP-Wirkung, die auf ver-
schiedenen Wegen erreicht werden konnte: zum Beispiel durch die direkte Blockade von Substanz P,
respektive seiner Vorform und die Hemmung der Spaltung in aktive Formen, alternativ durch die

Blockade seiner Rezeptoren. Da die Substanz P von den freien Nervenendigungen in der Bandscheibe
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sezerniert wird, wire die Hemmung der Nerveneinsprossung ebenfalls ein moglicher therapeutischer

Ansatzpunkt.

Eine erhohte Prisenz proinflammatorischer Zytokine, wie z. B. TNF-a und IL-1a konnte im Band-
scheibengewebe algogener, chronisch degenerierter Bandscheiben nachgewiesen werden. Da diese
Zytokine an den Nervenentziindungen, der Entstehung von Schmerzen und an degenerativen Verdnde-
rungen beteiligt sind, scheint eine antiphlogistische Therapie sinnvoll zu sein. Dies konnte zum Bei-
spiel durch die Hemmung der proinflammatorischen Zytokine selbst, deren Vorformen oder deren
Rezeptoren erfolgen. Takahashi et al. [4] zeigte in vitro eine Abnahme der Zytokin- und PGE2-Sekre-
tion in menschlichem prolabierten Bandscheibenmaterial nach der Zugabe von Betamathasone, einem
Glukokortikoid. Die von Olmarker [91] beobachteten Effekte an einer Nervenwurzel nach der lokalen
Applikation von Nucleus-Gewebe konnten durch die Gabe von Methylprednisolon und Cyclosporin A
gehemmt werden. Nur zu einer geringen Anderung kam es bei Indomethacin und Lidocain.

Da eine Abhéngigkeit der Proteinsekretion von dem in die degenerativ verdnderte Bandscheibe ein-
sprieBenden Gefidlinetz zu bestehen scheint [92], konnte demnach eine Hemmung der GefafBbildung
begiinstigend wirken.

In den Bandscheibensequestern konnte keine erhdhte Expression der oben genannten proinflamma-
torischen Zytokine festgestellt werden. Trotz fehlender erhohter proinflammatorischer Zytokinlevel im
Sequester ist eine Therapie mit NSAR unter Beriicksichtigung der guten langjéhrigen klinischen Er-

fahrungen und der therapeutischen Ansatzpunkte auBBerhalb des Bandscheibengewebes sinnvoll.

Die Ergebnisse hinsichtlich der Expression von MMP-3 und TGF-f bestétigen ebenfalls die Ergeb-
nisse vorherige Studien. Wiahrend MMP-3 an degenerativen Prozessen beteiligt ist, hat TGF-f eine
anabole Wirkung auf die Bandscheibenmatrix. Um die Bandscheibe vor degenerativen Verdnderungen
zu schiitzen, sollte daher versucht werden, die Synthese von MMP-3 zu hemmen und diejenige von
TGF-B zu stimulieren. Es gibt zwei Wege die MMP-Level zu reduzieren: durch die Hemmung der
Enzymaktivitdt oder durch die Hemmung der Enzymsynthese. Die Synthese von MMP wird unter
anderem durch IL-1 induziert. Der Einsatz von IL-1 Rezeptoranatgonisten IL-1Ra blockiert daher
indirekt auch die MMP-Synthese [93]. Zu den natiirlichen Hemmstoffen gehdren a2-Makroglobuline
und TIMP. Die exogene Zufuhr von TIMP fiihrte jedoch in Tierversuchen nur zu einem teilweisen
Erfolg, so dass diese Art der Therapie umstritten ist [94]. Alternativ konnte man versuchen, die lokale
TIMP-Synthese zu fordern, z. B. durch synthetische Vitamin-A-Analoga oder verschiedenste Zytokine
wie TGF-B oder IL-6, die einen positiven Effekt auf die TIMP-Synthese haben. In Tierversuchen
wurden in vitro bereits spezifische Hemmer von MMPs getestet, die eine Chelatgruppe besitzen,
welche direkt an das Zink-Molekiil bindet und somit die MMPs blockieren [95]. Die direkte Enzym-
hemmung gestaltet sich jedoch schwierig, da letztendlich eine Reihe von Enzymen am degenerativen

Umbau der Bandscheibe beteiligt sind und somit verschiedenste Inhibitoren bendtigt werden wiirden.
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Thompson et al. [96] regte an, TGF-f im Rahmen degenerativer Bandscheibenerkrankungen thera-
peutisch einzusetzen. Da direkt injiziertes TGF-P jedoch nur eine sehr kurze Halbwertszeit hat, gerade
aber bei chronisch degenerierten Bandscheiben eine kontinuierliche TGF-B -Sekretion nétig wire,
entstand die Idee der Gentherapie. In vorherigen Studien wurde bereits an Kaninchen-Bandscheiben
eine Gentherapie mit Adenoviren getestet, die die lokale TGF-f3 -Sekretion steigern. Ein signifikanter
Anstieg der Proteoglykane konnte in dem Gewebe nachgewiesen werden [83]. Es wire daher zu {iber-
legen, ob eine Gentherapie auch beim Menschen zum Erfolg fithren konnte.

Hinsichtlich der Schmerzchronifizierung bei chronisch degenerativen Bandscheibenerkrankungen
sollte nicht iibersehen werden, dass generell bei der Chronifizierung von Schmerzen auch die zentrale
Sensibilisierung eine bedeutende Rolle spielt [97]. Da eine Analgesie bereits entstandener chronischer
Schmerzen auf Dauer schwierig ist, sollte versucht werden, durch rechtzeitige Schmerzbekédmpfung,
zum Beispiel mit Opioiden oder NSAR, der Bahnung zentraler Schmerzwahrnehmung vorzubeugen.
Zur Prophylaxe der Chronifizierung der Schmerzen ergeben sich durch die Nutzung der Gentherapie
moglicherweise ebenfalls neue therapeutische Ansétze. Zu erreichen wire dies moglicherweise durch
die Anwendung von Ergebnissen aus Tiermodellen, in denen die kontinuierliche TGF-B -Synthese

gefordert, respektive die MMP-3 -Synthese gehemmt wird.

Da jedoch die Gewinnung von Bandscheibengewebe in der klinisch etablierten Behandlungsroutine
aufgrund der Zerstorung der mechanischen Integritdt der Bandscheibe naturgemif nicht sinnvoll
erscheint, wire das Erlangen objektiver Parameter zur Bandscheibendiagnostik durch eine weniger
invasive Methode vorzuziehen. Hierbei konnten neben funktionellen bildgebenden Verfahren auch
Analysen des metabolischen Umfeldes von Nutzen sein.

Da der operativen Gewinnung von humanem Bandscheibengewebe zu Studienzwecken enge Grenzen
gesetzt sind, miissen wie auch bei der hier vorliegende Studie, definierte Einschrinkungen in der
Auswahl der Patientenkollektive akzeptiert werden. In der Kontrollgruppe findet sich ein
durchschnittlich deutlich jiingeres (um ca. 20 Jahre) Patientenkollektiv als in der jeweiligen
Untersuchungsgruppe (42 bzw. 51 Jahre). Somit ist in der Kontrollgruppe die physiologische
Degeneration aufgrund des geringeren Alters in der Regel noch nicht so weit fortgeschritten wie bei
den dlteren Patienten. Des weiteren ist das Bandscheibengewebe der Kontrollgruppen aufgrund des
aufgetretenen Erkrankungsmusters zum grofften Teil aus dem thorakalen Bereich gewonnen worden,
wihrend die Sequester und das Probenmaterial der an chronischen Riickenschmerzen leidenden
Patienten ausschlieBlich aus dem lumbalen Bereich stammen. Da die Wirbelsdule in den
verschiedenen Abschnitten unterschiedlich belastet wird, spielt dies moglicherweise eine Rolle im
Rahmen der physiologischen Degeneration. Wahrscheinlich fiihrt auch die durch die Skoliose bedingte
Fehlhaltung partiell zur Mehrbelastung und somit partiell zu einer stirkeren Degeneration der
Bandscheibe. In fritheren Studien wurden auch Unterschiede zwischen dem inneren und duferen

Anteil des Anulus fibrosus beschrieben [98]. Bei der von uns durchgefiihrten Studie wurde



Diskussion 53

hinsichtlich der Lokalisation jedoch nicht unterschieden. Da unsere Proben allein durch kurative
Interventionen gewonnen wurden, setzt sich das Patientenkollektiv aus einer heterogenen Gruppe
zusammen. Eine homogene Unterteilung von Patientenkollektiven zur Gewinnung humanen
Bandscheibngewebes ist im Gegensatz zu Tierexperimenten kaum moglich. Ergebnisse

vorhergehender Studien lieBen sich jedoch in vielen Fallen in der vorliegenden Studie bestitigen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Degenerative Erkrankungen der Wirbelséule sind eine Volkskrankheit und gehdren neben den
Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems zu den wichtigsten und héufigsten Krankheiten
weltweit [1]. Die Pathogenese der algogenen Bandscheibendegeneration ist bisher noch nicht
vollstindig geklart. In frilheren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass hierbei sehr komplexe
mechanische und proteinbiochemische Mechanismen involviert sind [3]. Ziel dieser Untersuchung war
die Studie der Expression definierter Proteine, denen bei der algogenen Bandscheibendegeneration
eine besondere Funktion zugeschrieben wird.

Im Rahmen von orthopddischen Eingriffen im Bereich der Bandscheibe konnte humanes
Bandscheibengewebe gewonnen werden. Nach der mechanischen Homogenisation und Aufarbeitung
des Gewebes konnte mit Hilfe von Westernblot und ELISA-Untersuchungen die Expression von
Substanz P, TNF-qa, IL-la, IL-6, TGF-p und MMP-3 semiquantitativ und quantitativ bestimmt
werden. Der Vergleich der Expression der oben genannten Proteine bei Patienten mit chronisch
degenerativer Bandscheibenerkrankung mit derjenigen bei Patienten mit einem akuten
operationspflichtigen Prolaps mit Sequesterbildung ergab in den einzelnen miteinander verglichenen

anatomischen Fragmenten der Bandscheiben folgendes komplexes Verteilungsmuster:

- Die Substanz P ist nur in chronisch degenerierten Bandscheiben signifikant erh6ht nachweisbar (die
Vorform in AF, die aktive Form im NP).

- Die proinflammatorischen Zytokine TNF-a und IL-1a sind ebenfalls nur in chronisch degenerierten
Bandscheiben erhoht nachweisbar.

- Wihrend die relative Expression von MMP-3 im chronisch degenerierten NP und im Sequester hoher
ist als im AF, findet sich eine signifikant erh6hte Expression von TGF-B nur im AF.

- Die Ergebnisse hinsichtlich der IL-6 Expression sind in den beiden Messverfahren unterschiedlich
(im Westernblot zeigt sich ein signifikanter Anstieg im AF und ein signifikanter Abfall im NP,
wihrend die ELISA-Analyse einen signifikanten Abfall im AF und einen Anstieg im NP zeigt).

Die Hauptbefunde dieser Arbeit lassen sich nun wie folgt zusammenfassen:

1. Durch die ansteigende Expression der Substanz P und weiterer proinflammatorischer Zytokine
allein in chronisch degenerierten Bandscheiben wird die Annahme, dass diese eine
entscheidende Rolle bei der schmerzhaften chronischen Bandscheibendegeneration spielen,
unterstiitzt. Eine selektive medikamentdse Reduktion der SP-Wirkung bzw. eine
antiphlogistische Therapie konnte hier mdglicherweise neue therapeutische Angriffspunkte

ergeben.
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2. Die deutlich niedrigere Expression von MMP-3 in TGF-B-reichem Gewebe (AF chronisch
degenerierter Bandscheiben) im Vergleich zur Expression in TGF-B-armen Gewebe (NP,
Sequester) unterstiitzt die These, dass die MMP-3 Synthese unter anderem durch TGF-B
supprimiert wird. Zum Schutz der Bandscheibe vor degenerativen Verdnderungen besteht hier
ein moglicher Ansatzpunkt in der Hemmung der Synthese von MMP-3 bzw. der Stimulation

der TGF-p Synthese.

3. Der Anstieg der TGF-B Expression allein im Anulus fibrosus der Bandscheibe ldsst eine
Abhéngigkeit der Expression von den in den Anulus fibrorus degenerierter Bandscheiben

einspriefenden Gefdflen vermuten.

4. In zukinftigen Studien sollten neben der Untersuchung von intraoperativ erhaltenem
Untersuchungsmaterial weitere Untersuchungsmethoden der Expressionsmuster der an der
Schmerzentstehung und Degeneration beteiligten Proteine etabliert werden. Im Rahmen dieser
Studien sollte dann eine Uberpriifung der mdglichen Therapieansitze und Validitit der
getroffenen Aussagen unter Beriicksichtigung aller bisher bekannten an der degenerativen

Erkrankung der Bandscheibe beteiligten Faktoren erfolgen.
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