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Einleitung:

Der Pathomechanismus, der bei einem Bandscheibenvorfall zur Schwachung des
Anulus fibrosus (AF) fuhrt, ist noch weitgehend unbekannt. Unsere Studie befasste
sich mit dem Einfluss degenerativer Stressfaktoren, die moglicherweise zu einer
Beeintrachtigung des elastischen Fasernetzwerks des AF flhren und damit zur
Schwachung des Bandscheibengewebes beitragen konnten. Die Rolle dieses
translamellaren Fasernetzwerks (trans-lamellar bridging network, TLBN), das die
Anuluslamellen verbindet und dem AF Elastizitat und Dehnungswiderstand verleiht
ist noch weitgehend unbekannt. Da in degenerierten Bandscheiben mechanische
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und inflammatorische Stressfaktoren zusammenspielen und zu einem verstarkten
Abbau der Bandscheibenmatrix beitragen, untersuchten wird in der vorliegenden
Studie die Hypothese, dass die Bildung und Aufrechterhaltung der wichtigsten
Bestandteile des TLBN durch Entzindungsprozesse beeinflusst wird und dieser
Prozess durch mechanische Belastung moduliert wird und Auswirkungen auf die
mechanischen Eigenschaften des Gewebes hat.

Zielsetzung:

Ziel der vorliegenden Studie war es, die degenerativen Stressfaktoren mechanische
Belastung und Entzindungsbedingungen in Zell- und Organkulturversuchen des
Anulus fibrosus zu simulieren und den Einfluss dieser Faktoren auf AF-Zellen,
Matrixbestandteile, Entzindungsfaktoren und die mechanischen Eigenschaften des
Anulus fibrosus zu untersuchen. Dazu wurde mit Hilfe eines speziell dafur
entwickelten belasteten AF-Organkulturmodells (AF-OC) der Einfluss zyklischer
mechanischer Belastung unter Simulation von Entzindungsbedingungen sowohl auf
Gewebeebene als auch durch zyklische Dehnung isolierter AF-Zellen (AF-CTS)
untersucht. Die Effekte auf Bestandteile des TLBN, der Bandscheibenmatrix,

Entzindungsfaktoren sowie auf die mechanischen Eigenschaften des AF wurden
charakterisiert.

Material und Methoden:

Die Untersuchung der Hypothese, dass Entzindungsbedingungen die Gen-
expression anaboler TLBN- und Matrixbestandteile, sowie kataboler Enzyme und
Entzindungsmarker beeinflussen und diese Effekte durch mechanische Stimulation
moduliert werden, erfolgte an isolierten humanen AF- Zellen (WP1) mit Hilfe
unseres bewahrten Zelldehnungsgerates (Abb.1) sowie auf Gewebe-Ebene an
Organkulturstanzen des bovinen AF (WP2).
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Abb.1: Zur Applikation zyklischer Dehnung auf Zellen in Monolayerkultur wurden AF-Zellen in
dehnbaren Silikonschalen durch zyklische Dehnung stimuliert. Die Methode ermdéglicht die simultane
Dehnung von 6 Kulturschalen. Die Dehnungsamplitude kann (iber die Exzenter an der rotierenden
Antriebsachse variiert werden, die Frequenz wird (iber die Motor-Getriebeeinheit kontrolliert[1, 2].



Um den Einfluss des Zusammenspiels von Entziindungsbedingungen und
mechanischer Belastung hinsichtlich Struktur und Zusammensetzung sowie
biomechanischer Eigenschaften des AF zu untersuchen, dienten uns bovine
Bandscheiben als Modell. Die Bandscheiben wurden aus der Schwanzwirbelsaule
frisch geschlachteter Rinder isoliert und prapariert. Mit Hilfe speziell hergestellter
Schneide- und Stanzgerate wurden daraus unter sterilen Bedingungen ringformige
AF-Lamellenpraparate von definierter Grof3e gewonnen (Abb.2a), die dann als AF-
Organkulturen (AF-OC) durch definierte zyklische Dehnung (CTS) mechanisch
stimuliert wurden (WP2) (Versuchsaufbau siehe Abb.2a). Mit Hilfe des in Abb.2c/d
gezeigten speziell entwickelten Stimulationsgerat (Modifikation der Methode aus
Abb.1) konnten die AF-OC-Ringe durch definierte Dehnungen stimuliert werden.
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Abb. 2: Mit Hilfe speziell entwickelter Stanzen wurden aus bovinen Bandscheibenprdparaten
standardisierte AF-Ringe prépariert (a). Diese wurden in unserem AF-OC-Gerét (¢ und d) durch
definierte zyklische Dehnung (CTS) an finf aufeinander folgenden Tagen mechanisch stimuliert.
Parallelansétze ohne Dehnungsapplikation dienten als Kontrollen. In beiden Gruppen wurde zur
Simulation des Entziindungsmilieus einem Teil der Ansétze IL-18 zugesetzt (e).

Das geeignete Stimulationsprotokoll fur die Applikation zyklischer Dehnungen (CTS)
wurde in unseren Vorarbeiten ermittelt. Die Untersuchungen erfolgten durch
Vergleich der Gruppen mit/ohne Zusatz des Entzindungsfaktors IL-1B jeweils in
mechanisch unbelasteten Kontrollen und Parallel-Ansatzen, die an funf



aufeinanderfolgenden Tagen durch Applikation zyklischer Dehnungen (9% CTS, 1
Hz, 5 Tage) mechanisch stimuliert wurde (Versuchs-Ablauf siehe Abb.3):
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Abb. 3: Darstellung des Versuchsablaufs der AF-Organkulturversuche (WP2): Versuchsgruppen
(siehe Abb. 2e): unbelastete Kontrollen (oben) mit/ohne Zusatz von IL-18 bei jedem Mediumwechsel,
oder Ansétze mit zyklischer Dehnung (CTS) mit/ohne Zusatz von IL-18 zugesetzt.

Als anti-inflammatorischer Behandlungsansatz wurde im Rahmen des Arbeits-
pakets WP3 der Aspekt einer Entzindungshemmung durch Diclofenac-Zusatz und
die anti-inflammatorische Wirkung des Sekretoms mesenchymaler Stammzellen
inanalysiert. Diese Versuche wurden in Monolayerkulturen — und in ersten
Experimenten auch im AF-Organkultur-Ansatz untersucht.

Auswertungskriterien in  den verschiedenen  Versuchsblocken  waren
Entziindungsmarker (Prostaglandin E2, COX-2, IL-6), Bestandteile der Matrix
und des TLBN, sowie matrixabbauende Enzyme (Elastin, Fibrillin, MMPs, Collagen
Typ 1), die immunhistochemisch und auf Genexpressionsebene analysiert werden.
Die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften erfolgte durch Messung der
Delaminationskraft zwischen benachbarten AF-Lamellen mit Hilfe eines Peel-Tests
(siehe Abb.4).

Biomechanische Analyse der AF-Praparate
("Peel-Force-Test" nach Gregory et al.)
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(modihea from Gregory et al. Eur Spine J 2012)
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Abb. 4: Die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften der AF-Préparate (a) in einer Hélfte eines
AF-Ring-Préparates (b) mit Hilfe des sogenannten ,Peel-Force-Tests” (c). Die Delaminationskraft, die
erforderlich ist, um benachbarte AF-Lamellen voneinander zu trennen, wurde analysiert. Dazu wurden
die Proben zwischen zwei Lamellen Y-férmig mit einem Skalpell angeschnitten und die beiden Enden
der Proben (Anular tabs) wurden mit Hilfe einer Materialpriifmaschine von einander getrennt (c).
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Ergebnisse:
Dehnungsversuche mit isolierten AF-Zellen mit/ohne und CTS (WP1):

In WP1 untersuchten wir die Hypothese H1, dass Entziundungsbedingungen die
Genexpression anaboler TLBN Komponenten sowie kataboler Enzyme und
Entzindungsmarker beeinflussen und diese Effekte durch mechanische Stimulation
moduliert werden.

In Vorversuchen wurde dafur ein geeignetes Protokoll zur mechanischen Stimulation
der AF-Zellen ermittelt. Die Applikation zyklischer Dehnung (cyclic tensile strain =
CTS) erfolgte im unteren und oberen physiologischen Bereich (2% bis 8% CTS, 1 Hz,
3 Stunden/Tag, 3-5 Stimulationszyklen). Durch Zusatz von IL-18 im Nahrmedium
(Standard-Kulturmedium + 1 ng/ml IL-13) wurden in einem Teil der Parallelansatze
pro-inflammatorische Bedingungen simuliert. Ansatze ohne mechanische Stimulation
und IL-1B dienen als Kontrollen. Die nachfolgend dargestellten Ergebnisse zeigen
die Effekte der verschiedenen Behandlungen auf die Expression der AF- und TLBN-
Bestandteile Kollagen Typ |, Elastin und Fibrillin, Entzindungsmarker (Interleukin IL6
und IL8, Prostaglandin E2, sowie die Matrixmetalloproteinasen (MMP1, MMP3).
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Abb. 5: Einfluss zyklischer Dehnung (CTS) und des Entziindungsfaktors IL-18 (IL1b) — separat
oder in Kombination (IL-1b-CTS) - auf die Genexpression der AF-Zellen. Ergebnisse von Elastin
(a), Fibrillin (b) bzw. die matrix-abbauenden Metalloproteinasen MMP1 (c) und MMP3 (d).



Die Expression des Strukturproteins Kollagen Typ 1 (ohne Abbildung), sowie der
wichtigsten TLBN-Bestandteile Elastin und Fibrillin (Abb. 5a, b) zeigte relativ hohe
Schwankungen und wurde durch die verschiedenen Behandlungen nicht signifikant
verandert. Die matrix-abbauenden Enzyme MMP1 und MMP3 wurden jedoch
signifikant erhoht. Dieser Effekt war besonders ausgepragt und hochsignifikant in der
kombinierten Gruppe (IL-1B-CTS), was auf eine synergistische Verstarkung des
Effekts hindeutet.
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Die Expression der Entzindungsmarker IL6 und IL8 und die Freisetzung von
Prostglandin E, wurde durch Stimulation mit IL-18 und die Kombination von IL-1f3
und CTS signifikant erhoht. Die Kombination beider Stimuli zeigte aufgrund der
hohen Schwankungen zwischen den Versuchswiederholungen keinen signifikanten
Unterschied. CTS alleine beeinflusste die Expression der Entzindungsmarker nicht.
Um diese Ergebnisse auch auf Proteinebene zu verifizieren und zum Nachweis
eventueller struktureller und funktioneller Veranderungen in den Gewebeproben,
wurden in einem auf die AF-Zellkulturversuche angepassten Versuchsschema in
WP2 Untersuchungen am AF-Organkulturmodell durchgefuhrt.

Ergebnisse WP2: Dehnungsversuche am bovinen AF-Organkulturmodell:

Im Rahmen von WP2 wurde das Zusammenspiel von Entzindungsbedingungen und
mechanischer Belastung hinsichtlich Struktur und Zusammensetzung sowie
biomechanischer Eigenschaften des AF untersucht. Wir untersuchten die Hypothese,
dass Entziundungsbedingungen und mechanische Belastung die Gewebeintegritat
des AF storen und die mechanische Festigkeit des Gewebes schwachen.



Einfluss auf die Zellviabilitat

Die Zellviabilitat in den AF-OC-Ansatzen (Abb.7) wurde durch die unterschiedlichen
Behandlungen nicht beeintrachtigt — es zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen den verschiedenen Behandlungs-Gruppen.
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Abb. 7: Einfluss der Stimulation der AF-Organkulturen durch zyklische Dehnung (CTS) und/oder IL-113
auf die Zellviabilitét im Gewebe (a) und quantitative Analyse der Zellviabilitét (b)

Einfluss auf Entziindungsmarker

Die Kombination von CTS+IL-1B fuhrte im Vergleich zu den Kontrollen zu einer 25-
fachen Erhohung des Entzindungsmarkers Prostaglandin E» (PGE;), (p<0.05,
Abb.8a). Die Genexpression der Entzindungsmarker COX-2 und Interleukin 6
konnte immunhistochemisch besonders ausgepragt im TLBN nachgewiesen werden.
Eine signifikante Erhohung wurde in der kombinierten Gruppe (CTS+IL-1pB)
nachgewiesen (p<0.05, Abb.8b).

Prostaglandin E, Interleukin 6
r - " 1 ? 2.04
401 — @ / 1
o ft
2 30 gf y T
© 1 mg
e c : s s
- £ e 1011 vz (B
g 201 T /
o = -
5 > £ 0.5] /
T 101 o
S 2 ol 177 8
e . S R L& 8
& N & N & RV o Xy
& W o NG ° M
o x S

Abb. 8: Einfluss der Stimulation der AF-Organkulturen durch zyklische Dehnung (CTS) und/oder
Zusatz von IL-18 auf die Entziindungsmarker Prostaglandin E2 (im Kulturmedium) und Interleukin 6
(immunhistologische Auswertung der Farbung im TLBN relativ zur lamelldren Matrix LM).
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Einfluss auf Matrixproteine und Matrixmetalloproteinasen
Immunhistochemischen Auswertungen zeigten im TLBN eine starkere Farbungs-
intensitat fur Elastin, Fibrillin (Abb.9a) und MMP3 (Abb.9b) im Vergleich zur
lamellaren Matrix (LM). Die MMP3-Expression war in der kombinierten Gruppe
(CTS+IL-1pB) signifikant hoher (Abb.9c)

a
Fibrillin MMP3
Polarised Bright-field Polarised Bright-field

e
4 \ :
~ {‘
b TN c
Fibrillin
2 2.04 2
S E g L £3
. m.-l
4 =
= g 1.0 / -L = g
53 / £2
w v =
z ® 0.5 / z o
F ool 7z =
o N 2
( ’
O\ A 4 ©
< &"
&

Abb. 9: Einfluss der Stimulation der AF-Organkulturen durch zyklische Dehnung (CTS) und/oder IL-113
auf die Entziindungsmarker Prostaglandin E2 (im Kulturmedium) und Interleukin 6
(immunhistologische Auswertung der Gewebeschnitte.



Einfluss auf die mechanische Eigenschaften des Anulus fibrosus

Zur Charakterisierung der mechanischen Eigenschaften wurden die AF-Halften
stimulierter Ansatze im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen biomechanisch
getestet (siehe Abb.4). Die Bestimmung der Delaminationskraft zwischen
benachbarten AF-Lamellen aus den Kraft-Dehnungskurven ergab eine signifikante
Erniedrigung der Adhasionskraft (N/mm) in der CTS+IL-1B3-Gruppe im Vergleich zu
den unstimulierten Kontrollen (p=0.02).
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Abb. 10: Kraft-Dehnungskurven des Peel-Force-Tests aus den verschiedenen Versuchsgruppen (a).
Quantiative Bestimmung der Delaminationskraft.

Ergebnisse WP3: anti-inflammatorische Behandlungsstrategien

Unsere dritte Hypothese bezieht sich auf die Madoglichkeit die Effekte der
Entzindungsantwort, die durch IL-1B und zyklische Dehnungsbelastung induziert
wurden, durch Zusatz einer Substanz mit bekannter anti-inflammatorischer Wirkung
(Diclofenac) zu reduzieren (H3).

Dazu wurden in unserem AF-Organkultur-Modell weitere Versuchsgruppen
eingefuhrt, die zusatzlich mit Diclofenac im Nahrmedium behandelt wurden. In
Erganzung dazu wurden Ansatze mit dem Sekretom mesenchymaler Stammzellen
behandelt, um die Moglichkeit einer anti-inflammatorischen Zelltherapie zu
untersuchen.

Die Zugabe von Diclofenac fuhrte in ersten Experimenten zu einer Erniedrigung von
Entziindungsmarkern, allerdings konnten wir keine signifikante Anderung in der
strukturellen und funktionellen Beschaffenheit des AF nachweisen. Hinsichtlich der
Moglichkeit regenerativer Behandlungsstrategien ware die immunmodulatorische und
anti-inflammatorische Wirkung des Sekretoms mesenchymaler Stammzellen ein
neuer erfolgsversprechender Ansatz. Zum Nachweis einer potentiellen Wirkung
konditionierter Medienuberstdnde von mesenchymalen Stammzellen deuten erste
Zellkulturversuchen auf eine Erniedrigung der Expression matrixabbauender Enzyme
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hin (Abb.11). Weiterfuhrende Studien, fur die wir gegenwartig finanzielle
Unterstutzung beantragen, sind erforderlich um diese Zusammenhange aufzuklaren.
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Abb. 11: Anti-inflammatorische Behandlung mit dem Sekretom mesenchymaler Stammzellen.
Dargestellt ist der Einfluss von CTS und IL18 in Standard-Basalmedium (CTS-IL1b10-BM) oder in
Kombination mit MSC-Sekretom unter normalen (CTS-IL1b10-MSC sec) oder degenerativen
Bedingungen (CTS-IL1b10-MSC deg).

Diskussion:

Die Adhasion benachbarter AF-Lamellen ist fur die Integritat des Anulus fibrosus ein
wichtiger Faktor. Unser neues belastetes AF-Organkulturmodell ermoglicht die
Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Struktur und Funktion des AF und
TLBN. Unsere Auswertungen zeigen einen synergistischen Effekt von zyklischer
Dehnungsbelastung und IL-1B. Die Ergebnisse unserer Studie deuten daraufhin,
dass durch Kombination von zyklischer Dehnung und IL-1 pro-inflammatorische und
katabole Faktoren im AF, vor allem im Bereich des elastischen Fasernetzwerks der
TLBN-Matrix verstarkt werden und dadurch zu einer Schwachung dieser
Gewebestruktur beitragen konnten. Unser AF-OC-Modell bietet neue Moglichkeiten,
um zu einem besseren Verstandnis des Pathomechanismus eines Bandscheiben-
vorfalls beizutragen und in weiterfuhrenden Studien neue Therapieansatze —
beispielsweise mit dem Sekretom mesenchymaler Stammzellen - zu untersuchen

Publikationen:

Eine Publikation dieser Arbeit befindet sich im Review-Prozess des European Spine

Journals. Auf verschiedenen nationalen (DWG) und internationalen Kongressen

(ISSLS, eCM) wurden Ergebnisse dieser Studie vorgestellt (siehe Abstract-Anlagen).
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