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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1  Ziel der vorliegenden Untersuchung

Ziel der vorliegenden Untersuchung ist die Analyse der Zwischenwirbelscheibe (Discus inter-
vertebralis, Bandscheibe) von adulten Rhesusaffen (Macaca mulatta) mit verschiedenen licht-
und elektronenmikroskopischen, insbesondere histochemischen und cytochemischen
Methoden. Dabei sollen insbesondere die auf engem Raum dicht beieinander vorkommenden
verschiedenen Binde- (bzw. Stiitz-) gewebeformen und ihre gegenseitigen Beziehungen
zueinander studiert werden. Untersucht werden Zwischenwirbelscheiben aus verschiedenen
Abschnitten der Wirbelsdule (Hals-, Brust-, und Lendenwirbelsdule). Als héherer Primat aus
der Gruppe der Altweltaffen (Catarrhini) kann der Rhesusaffe in vieler Hinsicht als Modell

fiir die mikroskopisch- anatomischen Verhiltnisse beim Menschen dienen.

1.2 Allgemeine Angaben zum Aufbau der Zwischenwirbelscheibe (Discus
intervertebralis)

Die funktionellen und morphologischen Baueinheiten der Primatenwirbelsédule sind die ,,Be-
wegungssegmente®. Dieser Begriff geht auf JUNGHANNS (1951) zuriick und wird heute
folgendermallen definiert: Ein Bewegungssegment besteht aus dem gesamten Bereich zweier
benachbarter Wirbel, die die kndcherne Grundlage des Segmentes bilden und durch die
Zwischenwirbelscheibe, sowie den zugeordneten Wirbelbogengelenken und eine Reihe von
Béndern miteinander verbunden sind... Zum Bewegungssegment sind auch die zugehorigen
Muskeln bzw. Muskelteile zu rechnen (PUTZ und MULLER-GERBL, 2002). Unter klinisch-
neurologischen Gesichtspunkten ist im Bereich eines Bewegungssegmentes insbesondere der
Inhalt des Wirbelkanales und der Zwischenwirbellocher von besonderem Belang

(TONDURY und TILLMANN 2003).
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Die Zwischenwirbelscheibe nimmt innerhalb eines Bewegungssegmentes eine zentrale Stel-
lung ein und bildet mit den hyalinen Knorpelplatten (knorpelige AbschluBplatten) der Wir-
belkorper, den angrenzenden knochernen Wirbelkdrperendflichen und dem Bandapparat eine
Funktionseinheit.

Eine besondere Bedeutung kommt dem Discus intervertebralis hinsichtlich seines Einflusses
auf die Beweglichkeit und Beanspruchbarkeit der Wirbelsdule zu. Linge und Eigenform der
Wirbelsdule werden beim Menschen wesentlich von der Form der Zwischenwirbelscheiben
bestimmt. Sie machen zusammen etwa ein Viertel ihrer Gesamtlédnge aus und bilden durch
ihre Gestalt die Grundlage fiir die typische Form der Wirbelsdule. Die Hohe der Scheiben
nimmt von der Brust- zur Lendenwirbelsdule hin zu. Die Scheiben tragen zur normalen
Krimmung der Wirbelsdule bei, da sie nicht plan parallel, sondern schwach keilformig
gestaltet sind. In der Hals- und Lendenwirbelsdule sind sie vorne hoher als hinten; am
stirksten verjiingt sich die lumbosakrale Bandscheibe nach hinten (TONDURY und
TILLMANN 2003).

In der Brustwirbelsdule sind die Wirbelkorper, weniger die Zwischenwirbelscheiben, vorne
etwas niedriger als hinten (KNESE, 1979).

Die Wirbelsdule des Rhesusaffen ist dhnlich gebaut wie die des Menschen, die Zahl der Wir-
bel unterscheidet sich jedoch zum Teil naturgemadll (SULLIVAN, 1933). Die Halsregion
besteht aus sieben, die Brustregion aus zwolf, die Lendenregion aus sieben, die Sacralregion
aus drei fusionierten Wirbeln. Zusétzlich ist eine lange Kaudalregion aus ca. 20 Wirbeln
vorhanden, die beim Menschen sehr stark riickgebildet ist (3 bis 6 SteiBwirbel). Beim Gang
auf vier FiiBen sind bei lebenden Tieren die Biegungen der Wirbelsdule folgendermalien
ausgebildet: die Halswirbelsdule ist iblicherweise dorsal-flektiert, Brust- und Lenden-
wirbelséule sind leicht ventral-flektiert und Sakral- und Kaudalwirbelsiule sind leicht dorsal-

flektiert. Uber Analysen der Beweglichkeit und Haltung der Wirbelsiule des Rhesusaffen
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beim aufrechten Sitzen oder Gehen oder bei anderen Kdorperhaltungen liegen meines Wissens
keine ausfiihrlichen Angaben vor. Beim aufrechten Sitzen sind zufolge Lebendbeobachtungen
die Halswirbelsdule ventral- und Brust- und Lendenwirbelsdule dorsal flektiert (NOWAK,

1991, eigene Beobachtungen). Insgesamt ist die Beweglichkeit der Makakenwirbelséule groB.

PEACOCK (1952) teilt die Zwischenwirbelscheibe von auflen nach innen in mehrere Zonen
ein:

1) den Anulus fibrosus mit einer duleren straff-faserigen und einer inneren faserknorpeligen
Zone, wobei die faserknorpeligen Zone mit ihren Lamellen den Hauptteil bildet, 2) die
Grenzzone zwischen dem Faserknorpel und dem Nucleus pulposus und schlielich 3) den
zentral gelegenen Nucleus pulposus.

Funktionell werden 4) die hyalinen Knorpelplatten der Wirbelkorper ebenfalls zu dem Discus

intervertebralis hinzugerechnet.

1.3 Ubersicht iiber die histo-morphologischen Kenntnisse des Discus
intervertebralis

Aus zellbiologischer und allgemein histologischer Sicht bietet die Zwischenwirbelscheibe
einige interessante Besonderheiten. In ihr kommen auf kleinem Raum unterschiedliche Binde-
bzw. Stlitzgewebsformen vor und gehen hier ohne scharfe Begrenzung ineinander iiber:

straffes Bindegewebe, Faserknorpel, hyaliner Knorpel und das gallertige Gewebe des Nucleus
pulposus. Funktionell bilden diese Gewebe eine Struktur, die manche Ahnlichkeiten mit

einem Gelenk hat.

1) Die groBe Mehrzahl der histologischen und mikroskopisch- anatomischen Befunde am
Discus intervertebralis stammen vom Gewebe des Menschen. Im Normalfall besteht die

duBere Zone des Anulus fibrosus aus Lamellen straffen Bindegewebes, die innere Zone aus
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faserknorpeldhnlichem Gewebe, welches ohne scharfe Begrenzung in den Nucleus pulposus
iibergeht (TONDURY und TILLMANN, 2003).

KNESE (1979) beschreibt flieBende Ubergiinge vom straffen Fasergewebe zum Faserknorpel,
wie auch zum hyalinen Knorpel mit jeweils entsprechender Transformation der Zellgestalt,
Anordnung und des Charakters der Fibrillen. Knorpelbestandteile der inneren Lamellen des
Anulus fibrosus konnen in den Gallertkern einbezogen werden (BRETTSCHNEIDER, 1952).
Die duBeren Faserlamellen des Anulus fibrosus sind in den Randleisten der Wirbelkorper
verankert, weiter innen strahlen sie kontinuierlich in den hyalinen Knorpelbelag der
Wirbeldeckplatten ein, wobei sich die Kollagenfasern des Anulus fibrosus in der
hyalinknorpeligen Interzellularsubstanz verankern. Damit entsteht eine synchondrotische
Verbindung der Wirbelkorper (PUTZ und MULLER-GERBL, 2002). Die Fasern des Anulus
fibrosus verlaufen in schriger Richtung schraubig zur Lingsachse der Wirbelsdule und
kreuzen sich in 10 bis 15 aufeinanderfolgenden Schichten. Auf dieser Anordnung beruht

hauptséchlich die Hemmung stirkerer Bewegung der Wirbel untereinander (KNESE, 1979).

Unterliegen diese Fasern einer pathologischen Belastung, folgen degenerative Verdnderungen
der Wirbelkorper (Spondylosis deformans).

Die oben beschriebene Faserarchitektur dient dem Aufnehmen von Schubkriften, die vom
Nucleus pulposus iibertragen werden, wobei sowohl zentrische als auch exzentrische Kraft-
wirkungslinien in variabler Hohe des Discus intervertebralis abgefangen werden (TONDURY
und TILLMANN, 2003).

An Zellen treten in der Zwischenwirbelscheibe Fibroblasten und Knorpelzellen auf. Die
Fibrozyten kommen im Faserring vor und haben die Gestalt von Fliigelzellen. Die
fligelformigen Fortsétze schieben sich zwischen die Fasermassen und nehmen stetig an Dicke

ab (bis auf 70 nm).
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Beim Ubergang zum Faserknorpel runden sich die Zellen ab, und wandeln sich kontinuierlich
in Knorpelzellen um. Sie werden von einem Hof aus spezieller Matrix umgeben. Gleichzeitig
vergroBern sich die R&ume mit amorpher Matrix zwischen den Kollagenfibrillen (KNESE,
1979, SCHAFFER, 1930). Die Chondrozyten haben zum Teil untypische lange, diinne Fort-
sitze. Einzelne Zellen zeigen Zeichen der Degeneration mit Verschwinden des endoplasma-
tischen Retikulums und geschrumpften Kernen, andere Zellen sind zu einem Detritus zerfal-
len (KNESE, 1979). Die Kapsel bzw. der Hof, (als Kapsel wird oft die proteoglykanreiche
innerste Zone des Hofes bezeichnet), mit einem Durchmesser von mehr als 10 x 15 um, ent-
hilt relativ wenig sehr diinne feine Kollagenfibrillen und besteht vorwiegend aus Proteo-
glykanen. In diese Matrix sind unterschiedlich groBe, fein homogene bzw. granulidre Areale
eingelassen, die den Zusammenlagerungen bei der Elastogenese dhnlich sein sollen (KNESE,
1979). Im Hof verlaufen die feinen Kollagenfibrillen (Durchmesser 40-150 nm) haufig
parallel zueinander, wobei iiber eine kiirzere oder ldngere Strecke eine periodische Gliederung
von 60 nm erscheint (KNESE, 1979). Beim Menschen treten faserige Elemente auf, die eine
Periode von 100 nm haben (MEACHIM und CORNAH, 1970). Die Autoren sprechen von
geometrisch regelméfBigen Aggregaten, die mdoglicherweise eine besondere Art Kollagen-
zusammenlagerung darstellen. Im Randgebiet des Hofs stehen die feinen Fibrillen mit den 40-
150 nm dicken Kollagenfibrillen in Verbindung. Es besteht die Annahme, da3 die in den
Knorpelhdéfen des Faserknorpels vorhandenen Proteoglykane die Bildung von feinen
Kollagenfibrillen begiinstigen. Im Knorpelhof treten vereinzelt amorph erscheinende, dunkel
kontrastierte Massen ungeklérter Natur und Herkunft auf (MEACHIM und CORNAH, 1970).
Vermutlich handelt es sich um abgestoflene und degenerierende Zellfortsétze (KNESE, 1979).
Bei der Einstrahlung von kréftigeren Kollagenfaserbiindeln in den hyalinen Knorpel scheinen

sich dicke (40-50 nm) in diinnere (8-10 nm) Fibrillen aufzuspalten (KNESE, 1979).
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Das Gesamtfeuchtgewicht des Anulus fibrosus enthélt etwa zu 16% Kollagen (HALLEN,
1962; DICKSON et al., 1967; GALANTE, 1967). Die geformte Extrazelluldrmatrix der Bin-
degewebslamellen des Anulus fibrosus setzt sich etwa zu 90% aus Kollagenfasern vor allem
des Typ-I und seltener des Typ-II-Kollagens und etwa zu 10% aus elastischen Fasern zusam-
men. Das Typ-I-Kollagen befindet sich hauptsédchlich in der AuBBenzone, das Typ-II-Kollagen
hauptséchlich in der Innenzone am Ubergang zum Nucleus pulposus (TONDURY und
TILLMANN, 2003).

Morphologisch betrachtet stellt sich der Nucleus pulposus als undeutlich begrenzter, weich-
schleimiger Gallertkern mit einem feinen Faserwerk und wenigen rundlichen oder sternfor-
migen Zellen dar (BRETTSCHNEIDER, 1952). Der Nucleus pulposus besteht hauptsidchlich
aus Typ-II-Kollagen, wobei sich der Anteil dieses Kollagentyps mit zunechmendem Alter er-
hoht. Bis zum mittleren Lebensalter bestehen die Glykosaminoglykane zu gleichen Anteilen
aus Chondroitin-6-Sulfat und Keratansulfat, wobei mit zunehmendem Alter Dermatansulfat
an deren Stelle tritt (TONDURY und TILLMANN, 2003). Chondroitin-6-Sulfat, Keratan-
sulfat und Dermatansulfat {ibernehmen als hochpolymere, kovalent an Proteine gebundene
Aminozuckerverbindungen den verbindenden Teil der gallertigen Grundsubstanz, in dem sie
Kollagenfibrillen miteinander verfilzen und andererseits einen Diffusionsraum schaffen.
AuBerdem binden Glykosaminoglykane K+, Na+, Ca*"-Ionen und vor allem viel Wasser,
wodurch der Nucleus pulposus die mechanischen Eigenschaften eines Wasserkissens tiiber-

nimmt (TONDURY und TILLMANN, 2003).

Infolge des stindigen Drucks des Korpergewichtes bei aufrechter Korperhaltung werden die
Zwischenwirbelscheiben durch Abpressen einer geringen Menge von Gewebsfliissigkeit
etwas niedriger. Daher kann die gesamte Korperldnge am Abend bis zu 3 cm geringer sein als

am Morgen nach der Bettruhe (PUTZ und MULLER-GERBL, 2002). Im Alter sind diese
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Schwankungen geringer, da die Zwischenwirbelscheiben durch Wasserverlust von vornherein
schméler sind und damit auch ihre Nachgiebigkeit reduziert ist.

Der Nucleus pulposus iibt unter normalen Bedingungen immer einen Druck auf seine
Nachbarschaft aus und versucht die Wirbel auseinander zu treiben. Gehindert wird er daran
durch den Anulus fibrosus und durch Binder, die Wirbelkorper und Bandscheiben in der
ganzen Lange der Wirbelsdule vorn und hinten verbinden.

Das vordere Langsband, Ligamentum longitudinale anterius, verbindet die Wirbelkorper
ventral und iiberspannt die Zwischenwirbelscheiben, ohne sich mit diesen fester zu verbinden.
Umgekehrt haftet das hintere Langsband, Ligamentum longitudinale posterius, fest an den
Zwischenwirbelscheiben, iiberspringt in der etwas ausgehohlten Mitte die Wirbelkorper, die
Austrittslocher der Venae basivertebrales, und strahlt zusétzlich in die obere Randleiste und in
das Periost der Pediculi ein. Die Bénder werden durch den inneren Druck der Zwischen-
wirbelscheiben in Spannung gehalten. Erst dadurch wird die Wirbelséule zu einem beweg-
lichen Stab, der nach einer Verbiegung wiederum zu seiner Ausgangsform zuriickfindet.
Beugt man die Wirbelsdule nach vorn, so werden die Zwischenwirbelscheiben auf der kon-
kaven Seite niedriger und auf der entgegengesetzten Seite hoher. Der Nucleus pulposus wirkt
bei der Belastung als ein nicht komprimierbares Wasserkissen, das den Druck nach allen Sei-
ten gleichméaBig verteilt und die Kollagenfasern des Anulus fibrosus dabei in Spannung ver-
setzt. Infolge seines hohen Fliissigkeitsgehaltes ist er zwar verformbar, nicht aber kompri-
mierbar. Dadurch hilt er den Bandapparat sowohl bei axialem Druck als auch bei Verschie-
bung benachbarter Wirbel zueinander gespannt und tibertrdgt den Druck gleichméBig auf die
angrenzenden Wirbelkorperendflachen. In der Ruhelage liegt der Gallertkern in der Mitte des
Ringes oder mehr nach dorsal verschoben (im Brust- und Lendenbereich). Bei der Biegung
verschiebt er sich etwas nach der Seite der Dehnung. Auf der Druckseite wird der Faserring

zusammengepreBt, auf der Zugseite gedehnt (KNESE, 1979).
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Im Nucleus pulposus bestehen nur 15-20% des Trockengewichtes aus Kollagen (HALLEN,
1962) und zwar vom Typ-II (DRENCKHAHN und HUNZIKER, 2002). Die Konzentration
der Glykosaminoglykane nimmt von 14% des Trockengewichtes in der ersten Dekade auf 6%
bei 90 Jahren ab (HALLEN, 1958), der Wassergehalt sinkt von 88% auf 69% (PUSCHEL,
1930; KEYES und COMPERE, 1932; SCHUMMELFELDER und SCHUMMELFELDER,

1949; HEVELKE und HEVELKE, 1960).

In den nicht ganz regelméBig verlaufenden Bindegewebsziigen der dulleren Bezirke des
Nucleus pulposus befinden sich vereinzelte Knorpelzellen (PEACOCK, 1952). Es schlielen
sich nach innen lamellenartige bindegewebige Strukturen an, die zum Zentrum breiter
werden. Die Anzahl der Knorpelzellen vergroBert sich (KNESE, 1978). Nach STRASSER
1913, FRANCESCHINI, 1948, 1957, BRETTSCHNEIDER, 1952, NAYLOR, 1962 scheint

in den Lamellen eine rechtwinklige Kreuzung von Fasern stattzufinden.

Die Spongiosagefdfle der Wirbelkorper und die Blutgefia3e der Disci intervertebralis sind zu
Beginn der Entwicklung voneinander getrennte Systeme, wobei die Knorpelplatte die Grenze
zwischen beiden Versorgungsgebieten darstellt (TONDURY und TILLMANN, 2003).

FICK (1904); BRACK (1929); und PEACOCK (1952) beschreiben Blutgefdfle ausschlieBlich
im Anulus fibrosus, bei Kindern im Gebiet der knorpeligen Endplatte (UBERMUTH 1929,
1930; COVENTRY et al. 1945a). Die fetale Zwischenwirbelscheibe hat, vor allem dorsal,
reichlich Blutgefile (BRETTSCHNEIDER, 1952), die aus der Gegend um die Foramina
intervertebralia stammen (TONDURY, 1958). Beim Neugeborenen dringen die GefiBe von
der Peripherie in die oberflichlichen Schichten ein. Sie bilden sich vom zweiten Jahr an zu-
riick und fehlen nach dem vierten Lebensjahr (BRETTSCHNEIDER, 1952, TAYLOR et al.,
1992). Der Gallertkern wird nicht versorgt (KEYES wund COMPERE, 1932,

BRETTSCHNEIDER, 1952).
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2) Zur mikroskopischen Anatomie der Zwischenwirbelscheibe von Rhesusaffen liegen bisher
keine Untersuchungen vor. Da in makroskopisch- morphologischer und physiologischer
Hinsicht kaum wesentliche Unterschiede zwischen der Wirbelsdule der Makaken und des
Menschen bestehen, konnen Untersuchungen an der Wirbelsidule des Makaken modellhaft fiir
die Verhiltnisse beim Menschen angesehen werden. Es soll jedoch darauf hingewiesen
werden, dal a) aufgrund des unterschiedlichen Korpergewichtes und b) aufgrund der
unterschiedlichen Lebensweise nicht vollige morphologische Ubereinstimmungen zwischen
einem hoheren Affen und dem Menschen zu erwarten sind. Wéhrend der relativ gro3e und
schwere Mensch sich ganz iiberwiegend aufrecht auf zwei Beinen fortbewegt, ist die
Korperhaltung der relativ kleinen und leichten Makaken sehr variabel, sie laufen im all-
gemeinen auf vier Beinen, konnen aber auch aufrecht stehen und sich sogar aufrecht
fortbewegen. Im Sitzen nehmen sie meistens eine aufrechte Rumpfhaltung ein. Ein weiterer

Unterschied betrifft das hochentwickelte Sprungvermogen der Makaken.

1.4 Degenerative Verinderungen der Wirbelsiule des Menschen und
Krankheitssymptome

Alle an der Bewegung beteiligten Strukturen der Wirbelsdule (Wirbel, Zwischenwirbel-
scheiben, Intervertebralgelenke, Deck- und Grundplatten der Wirbelkorper, Ligamente)
unterliegen im Laufe des Lebens einem natiirlichen Abnutzungsprozef3, der sich am ehesten
und stirksten dort abspielt, wo die Beanspruchung am grofiten ist. Dies sind beim Menschen
vor allem die Umschlagstellen der physiologischen Kriimmungen der Wirbelsdule und die
Ubergiinge von gut zu weniger beweglichen Abschnitten: in erster Linie die
Lumbosakralregion, dann die untere Halswirbelsdule (C4-C6), je nach der Riickenform und
Besonderheiten der Belastung auch die untere Brust- sowie die obere Halswirbelsdule mit der

Verbindung zum Hinterhaupt.
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Degenerative Verdnderungen an der Wirbelsdule miissen nicht mit Beschwerden verbunden
sein, sind aber ein betrdchtliches Krankheitspotential von grofler sozialmedizinischer Bedeu-

tung (ROSSLER und RUTHER, 2000).

Die meisten degenerativen Wirbelsdulenerkrankungen gehen direkt oder indirekt von den
Zwischenwirbelabschnitten aus. Die durch Bandscheibendegeneration hervorgerufenen
Krankheitsbilder werden als Wirbelsdulensyndrome bezeichnet. Wirbelsdulensyndrome sind
sehr haufig, fiihren zu 20% aller krankheitsbedingten Ausfille (Krankschreibungen) und sind

in fast 50% Gegenstand vorzeitig gestellter Rentenantrige (KRAMER, 1993).

Je nach Lokalisation unterscheidet man Zervikal-, Thorakal- und Lumbalsyndrome. Zwei
Drittel der Erkrankungen entfallen auf den unteren Abschnitt der Lendenwirbelsdule, etwa ein
Drittel auf die Halswirbelsdule und nur ein geringer Anteil von etwa 2% betrifft die Brust-
wirbelsdule. Bleiben die Beschwerden auf die betroffenen Wirbelsdaulenregion beschrinkt,
spricht man von lokalem Zervikal-, Thorakal- oder Lumbalsyndrom. Strahlen die Schmerzen
durch Wurzelkompression oder pseudoradikulidre Symptomatik in die Extremitdten aus, so
bezeichnet man diese Syndrome als Zervikobrachialgie bzw. an der Lendenwirbelsdule als
Lumbo-ischialgie. An der Brustwirbelsdule ersetzt man jetzt die vorher iibliche Bezeichnung
"Intercostalneuralgie" mit thorakalem Wurzelsyndrom.

Alle mit der Bandscheibendegeneration zusammenhingenden biomechanischen und patho-
logisch-anatomischen Verdnderungen am Zwischenwirbelabschnitt bezeichnet man als
"Diskose". Dazu gehoren Quelldruckverlust, Riflbildungen und Zermiirbungserscheinungen,
die den Zustand der Lockerung der Zwischenwirbelscheibe ergeben. Spondylose und
Osteochondrose sind kndcherne Reaktionen der angrenzenden Wirbelanteile und stellen keine
Diagnose sondern nur ein rontgenologisches Symptom der durchgemachten Bandscheiben-

lockerung dar.
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Im Rahmen der Bandscheibendegeneration kommt es zu intradiskalen Massenverschiebungen
mit Sequesterbildung. Fiir den therapeutischen Ansatz ist entscheidend, ob das nach dorsal
verschobene Bandscheibengewebe nur zu einer Protrusion, d. h. Vorwdlbung des noch er-
haltenen Anulus fibrosus, gefiihrt hat oder ob der Sequester unter Perforation der dulleren

Bandscheibenbegrenzung als Prolaps bzw. Vorfall nach aulen getreten ist.

Anhaltend starke axiale Druckbelastungen durch den aufrechten Gang und verlangsamter
Stoffaustausch im Zwischenwirbelabschnitt durch mangelnde Bewegung sind wesentlich fiir
das friihzeitige Auftreten degenerativer Verdnderungen der Bandscheiben. Blutgefif3lose
bradytrophe Gewebe neigen ohnehin zu rascher Alterung, insbesondere dann, wenn statisch-

mechanische Belastungen hinzukommen.

Lumbale Bandscheiben stellen die grofiten zusammenhingenden, nichtvaskularisierten
Gebilde im Organismus dar. Neben vertikaler Wirbelsduleneinstellung und Haltungskonstanz
wirken auch anlagebedingte Faktoren beim Auftreten degenerativer Bandscheibenver-
anderungen mit. Genetische Faktoren sollen u. a. flir die Qualitit und Anordnung der

Kollagenfasern im Anulus fibrosus verantwortlich sein (Krdmer, 1993).

Die Involution der Zwischenwirbelscheiben beginnt schon gegen Ende des Wachstumsalters.
Nach dem 20. Lebensjahr 148t die Fahigkeit des Nucleus pulposus, Wasser zu binden, deutlich
nach und nimmt im 3. Dezennium rapide ab. Im Anulus fibrosus kommt es unter dem Einfluf3
der funktionsmechanischen Beanspruchung (Belastung und Bewegung) zu Strukturauf-
lockerung und Auffaserung; es bilden sich Spalten und Risse. Der geschwichte Faserring ist
dem Innendruck des Nucleus pulposus nicht mehr gewachsen: er buckelt sich vor (Protrusio)
oder 146t Anteile des Gallertkerns durch seine Faserschichten hindurch nach auflen dringen
(Nucleus-pulposus-Prolaps, Bandscheibenvorfall). Geschieht dies in dorsaler Richtung zum

Wirbelkanal hin (unter Vorwolbung bzw. Durchwanderung des Lig. longitudinale dorsale),
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werden das Riickenmark bzw. die Fasern der Cauda equina komprimiert (medianer Prolaps).
Bei dem hiufigeren dorsolateralen Vordringen kommt es vornehmlich zur Druckschadigung
der Spinalwurzel. Diese als Chondrosis intervertebralis bezeichneten Vorgiange werden durch
die Reaktion der angrenzenden knorpelig-kndchernen WirbelabschluBplatten bald zur
Osteochondrosis intervertebralis, die sich im Rontgenbild nicht nur durch eine Verschma-
lerung des betroffenen Intervertebralspaltes zu erkennen gibt (wie die Chondrose), sondern
auch durch UnregelmiBigkeit der kndchernen Endfldchenkonturen und reaktiven Knochen-

verdichtung (ROSSLER und RUTHER 2000).

Durch die Hohenabnahme der Bandscheibe 146t die auf eine bestimmte Distanz ausgelegte
Spannung des Bandapparates nach, und die bisher durch diese Bandspannung und die distra-
hierende Kraft der Bandscheibe aufrechterhaltene Stabilitidt im Segment geht verloren. Diese
Lockerung veranla3t zu stindiger (unbewuBter) Haltungskorrektur durch die Muskulatur mit
fortgesetzten Zerrungsreizen der sensibel versorgten Bénder und Gelenkkapseln sowie auch
zu verstirkter Flichenpressung der Intervertebralgelenke mit daraus folgenden Beschwerden
(Facettensyndrom). Sie duflern sich als lokale Riickenschmerzen oder werden in die Musku-
latur, bei der Irritation von Nervenwurzeln auch von diesen fort, geleitet.

Eine weitere Folge der Hohenabnahme des Zwischenwirbelraumes ist die Lageabweichung
des hoherstehenden Wirbels: Er kann in einer bestimmten, meist um die Langsachse rotierten
Stellung blockiert oder um ein geringes nach hinten verlagert werden (Dorsaldislokation).

Aus der vermehrten und pathologischen Beanspruchung der Intervertebralgelenke resultiert
der gleiche Vorgang wie bei der Arthrosis deformans an anderen Korpergelenken: Es kommt
zur Spondylarthrosis deformans mit Knorpeldegeneration und Bildung von osteophytiren
Randwucherungen, die ihrerseits eine Raumbeeintriachtigung im Foramen intervertebrale zur

Folge haben konnen.
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Hohenminderung des Intervertebralraumes mit Ausweitung des Anulus fibrosus und Abheben
der Bénder von den Wirbelkorperkanten iiben dort unter dem EinfluB der stindigen Be-
wegungsreize eine reaktive Knochenneubildung aus, die zur Bildung wulst-, sporn- und span-
genformiger Osteophyten fiithrt: Spondylosis deformans.

Im Laufe der Zeit ndhern sich die benachbarten Wirbelkorper immer mehr, bis es durch bin-
degewebige Obliteration zu einer spontanen Abstiitzung kommt. Wie bei der Arthrosis
deformans tritt dabei keine knocherne Verbindung ein, aber durch die nunmehr eintretende
"Ruhe im Bewegungssegment" horen gewohnlich die Beschwerden auf. Es kann aber jeder-
zeit zu neuerlichen Schmerzen kommen.

Involution und Degeneration sind schicksalhafte Vorgénge, auf deren Beginn, Zeitablauf und
Intensitdt genetische und stoffwechselbedingte Gegebenheiten (Konstitution) ebenso Einflufl
haben wie berufliche und andere Belastungsmodalititen, Haltungsfehler und traumatische
Einwirkungen. Die damit verbundenen Verdnderungen stellen ein betréchtliches Krankheits-
potential dar, das bei den meisten Menschen frither oder spiter zu Beschwerden fiihrt, aber

keineswegs fiihren muB (ROSSLER und RUTHER, 2000).
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in dieser Studie verwendeten Gewebe entstammen der Wirbelsdule von fiinf adulten
mannlichen Rhesus-Affen (Macaca mulatta) aus dem Deutschen Primatenzenrum (DPZ)
Gottingen, sowie von zwei Pavianen (Papio anubis), die im Rahmen anderer genehmigter
wissenschaftlicher Projekte geopfert wurden. Den Professoren F. J. Kaup, E. Fuchs und
U. Jiirgens (alle DPZ) bin ich fiir die groBziigige Uberlassung von bereits fixiertem
Wirbelsdulenmaterial der Rhesusaffen sehr dankbar. Das Pavianmaterial iiberlieB mir
freundlicherweise Herr Dr. med. Stefan Milz, Anatomische Anstalt der LMU, dem ich fiir das
Material sehr dankbar bin. Das Pavianmaterial wurde fiir diese Studie nur als ,,interner

Vergleich herangezogen und ist im Text nicht erwéhnt.

2.2 Priparation und Fixation der Gewebe fiir Paraffinschnitte

Das frisch entnommene Gewebe wird ohne Zeitverzogerung in eine gepufferte Fixations-
16sung, bestehend aus einem Teil 37% Formaldehyd und neun Teilen 0,1 M Phosphatpuffer-
16sung gegeben. Nach 24 Stunden haben sich die Proteine vollstindig vernetzt, wodurch eine
Fixation des Gewebes erreicht wird. In einer aufsteigenden Alkoholreihe (drei mal aufein-
anderfolgend jeweils fiir acht Stunden Gewebelagerung in 70%igem Alkohol, danach Ge-
webelagerung in 80%igem Alkohol fiir acht Stunden, anschliefend Gewebelagerung in
96%igem Alkohol fiir ebenfalls acht Stunden, daraufhin zweimal jeweils zehnstiindige La-
gerung des Gewebes in 100%igem Alkohol, dann einmal Baden des Gewebes fiir vier
Stunden in Xylol, anschlieBend zweimal jeweils fiir drei Stunden Baden des Gewebes in
Xylol) wird das Gewebe dehydriert. Fiir eine Dauer von 15 Stunden wird das Gewebe in

flissiges Paraffin eingelegt, anschlieBend noch einmal fiir 5 Stunden in einem weiteren
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Paraffinbad gelagert. AnschlieBend erfolgt die Einbettung der Gewebeproben in einem auf
56°C erwarmten fliissigen Paraffin-Kunststoffgemisch in Einbettkassetten. Nach halb-
stiindigem Auskiihlen auf der gerdtezugehorigen Kiihlplatte sind die Gewebeblocke

schneidbar.

2.3  Anfertigen der Paraffinschnitte

Fiir diese Methode werden spezielle, mit einer einseitigen elektrostatisch anziehenden Be-

schichtung versehenen Objekttrager verwendet.

Die in Paraffinblocke eingebetteten Gewebe werden mit dem Mikrotom in 5 um dicke
Schichten geschnitten, mit einer Pinzette oder einem Pinsel aufgenommen und auf die Ober-
fliche des dem Objekttriger aufliegenden destillierten Wassers aufgelegt. Mit Hilfe einer
Wirmeplatte werden die Objekttrager und das ihnen aufliegende destillierte Wasser konstant
bei einer Temperatur von 37°C gehalten, wodurch sich die bei Zimmertemperatur befind-
lichen Paraffinschnitte strecken und somit von Faltungen befreien konnen. Auf dieser Wir-
meplatte trocknen die Paraffinschnitte an und werden anschlieBend fiir 24 Stunden bei 37°C
in einem Wéarmeschrank vollends durchgetrocknet, wodurch eine Lagerungsfahigkeit von

mehreren Monaten bei Zimmertemperatur erreicht wird.

2.4 Farbemethoden

2.4.1 Masson-Trichrom-Firbung (Bindegewebs-Ubersichts-Firbung)

Soweit nicht anders angegeben, wurden die Methoden nach den Vorschriften von ROMEIS
(1989) durchgefiihrt.

Diese Farbemethode setzt sich aus den folgenden drei Farbungen zusammen:
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1. Celestin-Blau-Hamalaun-Féarbung, bei der sich die Zellkerne und Sekretgranula

blau-schwarz farben,

2. Séurefuchsin-Farbung, bei der das Zytoplasma, die Muskelzellen und Erythro-

zyten rot gefarbt werden,

3. Methylblau-Féarbung, bei der Kollagen und saure Mukosubstanzen blaue Farbe

annehmen.

1.) Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe (2 x 10 Mi-
nuten Xylol, jeweils 5 Minuten in Alkohol mit einer Konzentration von 100%, 95%,
90%, 80%, 70%, 60%, 5 Minuten destilliertes Wasser) werden die Schnitte in Leitungs-
wasser gesplilt und noch feucht fiir 5 Minuten in Celestin-Blau-Hédmalaun-Féarbelosung
gebadet. Kurzes Spiilen in Leitungswasser entfernt die liberschiissige Firbelosung aus
dem Gewebe. AnschlieBend werden die Schnitte 5 Minuten lang in Himatoxylin geférbt.
Unter flieBendem Leitungswasser erfolgt daraufthin fiir 10 Minuten das sogenannte
Blduen, bei dem {iiberschiissige Farbelosung ausgespiilt, der pH-Wert neutralisiert wird

und die Féarbung der Zellkerne von rot ins blduliche umschlégt.

2.) Nun erfolgt die Sédurefuchsin-Fiarbung durch 5 miniitiges Baden der Schnitte in Sdure-
fuchsin-Losung und anschlieBendes kurzes Spiilen in Leitungswasser. Darauthin werden

die Schnitte fiir 5 Minuten in Phosphormolybdén-Séure gebadet.

3.) Nach griindlichem Abtropfen der Phosphormolybdédn-Séure erfolgt eine 5 miniitige Fir-
bung in Methylblau-Lésung mit anschlieBendem Spiilen in flieBendem Leitungswasser,

zweiminiitiges Baden in 1%iger Essigsédure schlie8t die Farbereihe ab.

Zur Fixation der gefarbten Gewebeschnitte werden die Priparate in einer aufsteigenden Alko-

holreihe dehydriert (jeweils 5 Minuten in dest. Wasser, 60% Alkohol, 70% Alkohol, 80%
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Alkohol, 90% Alkohol, 95% Alkohol, 100% Alkohol), zweimal fiir jeweils 10 Minuten in
Xylol gebadet und mit Eukitt und einem Deckgldschen eingedeckt. Nach etwa 24 Stunden ist

das Préparat ausgehértet und fixiert.

2.4.2 Azan-Firbung

Nach dem Entparaffinieren und Rehydrieren in absteigender Alkoholreihe, (s. 0.) werden die
Gewebeschnitte fiir eine Dauer von 10-15 Minuten in eine im Wiarmeschrank vorgewérmte
Azokarminlosung bei 56°C gestellt. AnschlieBend werden die Schnitte mit dest. Wasser abge-
spiilt. Mit einer Anilin-Alkohol-Losung (1ml Anilindl auf 1000 ml 96%igen Alkohol) werden
die Gewebeschnitte soweit entfarbt, bis nur noch die Zellkerne rot geférbt sind. Um die Ent-
farbungsreaktion abzubrechen, werden die Schnitte in Essigsédure-Alkohol (1 ml Eisessig auf
100 ml 96%igen Alkohol) ausgewaschen. Anschliefend ein- bis dreistiindiges Beizen in
5%iger walriger Phosphorwolframsdure. Darauthin erfolgt ein kurzes Spiilen in aqua dest.,
und ein 1 — 3-stiindiges Féarben in Anilinblau-Orange G-Essigsdure. AbschlieBend wird das
Material mit dest. Wasser ausgespiilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit

Eukitt und Deckgldschen eingedeckt.

Die Azan-Fiarbung markiert kollagene Bindegewebsfasern scharf blau, Interzellularsubstanz
im hyalinen Knorpel blablau, Zellkerne rot, Muskelgewebe rotlich bis orange, Erythrozyten

rot, saure Mukosubstanzen blau, und elastische Fasernetze und elastische Membranen blaf3rot.

2.4.3 Alcianblau-Fiarbung

Die Alcianblaufiarbung zur Markierung von Polyanionen wird bei verschiedenen pH-Werten

durchgefiihrt (SCOTT, J. E., 1996):
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a) mit dem pH-Wert von 2,5;

b) mit dem pH-Wert von 1,0;

Fiir (a) die AB 2,5-Féarbung wird 1 g Alcianblau in 3%iger Essigsdure geldst und gefiltert, fiir

(b) die AB 1,0-Féarbung 1g Alcianblau in 0,1 M Salzsdure (niedrigere pH-Werte analog).

Nach der Rehydratation (s. 0.) werden die Gewebeschnitte fiir drei Minuten in 3%iger Essig-
sdure (a) bzw. 0,1 M Salzsdure (b) gebadet, und anschlieend fiir 30 Minuten in der jewei-
ligen Alcianblaulosung geféarbt. AnschlieBend wird der Farbiiberschufl mit destilliertem Was-
ser ausgespiilt und die Gegenfarbung mit Kernechtrot fiir 3-5 Minuten durchgefiihrt. Wieder
wird der Farbiiberschuf3 mit destilliertem Wasser ausgespiilt, das Gewebe dehydriert und ein-

gedeckt.

2.44 Lektin-Fiarbungen

Mit Hilfe der Lektinfarbungen werden im Gewebe bestimmte -im allgemeinen an Proteine
gebundene- Zucker nachgewiesen, wobei die biologische Funktion der meisten Lektine bis
dato nicht eindeutig geklart ist (BROOKS et al. 2002).

Nach der Entparaffinierung der Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe (2 mal 5 Minuten
Xylol, 2 Minuten 100% Alkohol, 2 Minuten 96% Alkohol, 2 Minuten 80% Alkohol, 1 Minute
70% Alkohol, 1 Minute 50% Alkohol, 5 Minuten destilliertes Wasser), wird die endogene
Peroxidase mit 3%igem H,0O, (0,15 M NaCl, 203 ml PBS, 21 ml 30% H,0,) fiir 10 Minuten
unter Lichtabschlufl geblockt und anschlieBend fiir 15 Minuten in PBS in einer feuchten
Kammer bei Raumtemperatur gepuffert (1% BSA in 0,01 M PBS bei 0,15 M NaCl). Darauf-
hin wird das jeweilige Lektin in seiner Verdiinnung mit PBS entsprechend der Spezifitit auf
den Objekttriger pipettiert, bei 4°C in einer feuchten Kammer fiir etwa 12 Stunden inkubiert

und wieder in PBS gepuffert (2 mal 10 Minuten). Die eigendliche Anféarbung des an das je-



Material und Methoden 19

weilige Lektin gekoppelten Zuckers erfolgt mit DAB (1 ml DAB in PBS, 0,15 M NaCl, unter
Zugabe von 2 ml H,O, 3% als Katalysator) unter Lichtabschlu. Nach KLEIN 1991 wird
unter oxidativer Polymerisation des DAB (Diaminobenzidin) und gleichzeitiger Zyklisierung
ein unldsliches Polymer gebildet, das durch seine zahlreichen Doppelbindungen braun er-
scheint. Aufgrund seiner Unloslichkeit sowohl in wissrigen Losungen, als auch in Lipiden, ist

das Polymer ortsstindig fixier- und konservierbar.

Tab. 1: Verwendete Lektine und ihre Zuckerspezifitit (nach BROOKS et al. 2002)

Lektin Abkiirzung Zuckerspezifitit
Lens culinaris Agglutinin LCA Mannose
Wheat germ agglutinin
‘ ‘ o WGA N-acetylglucosamin

(Weizenkeim-Agglutinin)
Maclura pomifera Agglutinin MPA Galactose
Peanut agglutinin

o PNA Galactose
(ErdnuB3-Agglutinin)
Wistaria floribunda Agglutinin WFA N-acetylgalactosamin
Helix pomatia Agglutinin HPA N-acetylgalactosamin
Ulex europaeus Agglutinin

UEA 1 Fucose

Typ-1
Canavalia ensiformis Agglutinin ConA D-Mannose

Um die Sperzifitit der Reaktion zu gewihrleisten, werden die Schnitte mit der jeweiligen

Zuckerlosung vorinkubiert und anstelle des Lektins nur mit dem Puffer beschickt.
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2.4.5 PAS-Firbung (Periodic acid Schiff)

Die PAS-Fiarbung dient dem Nachweis von unsubstituiertem 1,2-Glykolen (neutrale
Carbohydrate). Als erster Arbeitsschritt erfolgt das Entparaffinieren analog den oben genann-
ten Methoden. Anschliefend wird das Gewebe fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur in 1%iger
wafriger Perjodsdureldosung oxidiert. Darauf folgt dreimaliges Spiilen in destilliertem Wasser,
15-miniitiges Einstellen in Schiff*scher Reagenz und Spiilen in Sulfitwasser (18 ml 10%iger
wafriger Losung von Natriumdisulfit in 300 ml Aqua dest., sowie 15 ml N HCI) (3 mal je-
weils 2 Minuten), sowie 15 miniitiges Spiilen in Leitungswasser. AbschlieBend werden die
Zellkerne mit Hamatoxylin gegengeférbt, die Gewebe erneut in destilliertem Wasser gespiilt,

dehydriert und eingedeckt.

PAS-positive Strukturen farben sich gegeniiber der zartrosa Hintergrundfarbung kréftig rot-
violett. Neben Glykogen reagieren unter anderem neutrale Mukosubstanzen und Glyko-

proteine positiv.

2.4.6 Immunhistochemischer Nachweis von Dermatansulfat und Decorin

Fir den immunhistochemischen Nachweis von Dermatansulfat und Decorin werden die
Schnitte in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert und rehydriert, und die endogene
Peroxidase 5 min. mit H202 3% unter Lichtabschlufl geblockt. AnschlieBend werden die
Gewebeschnitte mit PBST (Phosphat buffered saline und 0,5% Tween 20) gepuffert.

Die unspezifischen Bindungen werden 10 min. lang mit Reagenz A (ZYMED) minimiert und
anschlieBend fiir 60 min. der Primérantikérper (Dermatansulfat oder Decorin 1:10 verdiinnt in
PBST) aufpipettiert. Danach werden die Gewebeschnitte 3 mal mit PBST gespiilt. Der
Sekundérantikdrper (Reagenz B, ZYMED) wird fiir eine Einwirkzeit von 10 min. auf die Ge-

webeschnitte aufgetragen, und anschlieBend wieder 3 mal mit PBST gespiilt. Darauthin wird
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Reagenz C (Enzym-konjugat, ZYMED) fiir 10 min. auf die Schnitte aufgetragen, und an-
schlieBend wieder 3 mal mit PBST gespiilt. Im Anschlufl daran erfolgt eine 5 miniitige Ein-
wirkzeit von Reagenz D (AEC-Single Solution=3-Amino-9-Ethylcarbazol), danach werden
die Schnitte in destilliertem Wasser gespiilt, in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert

und mit Kaisers Glyceringelatine fixiert.

2.4.7 Immunhistochemischer Nachweis von Chondroitin-6-Sulfat

Der immunhistochemische Nachweis von Chondroitin-6-Sulfat erfolgt durch Entparaffinieren
und Rehydrieren der Gewebeschnitte in einer absteigenden Alkoholreihe. Die Schnitte wer-
den in destilliertem Wasser gespiilt und 60 min. mit 0,25 U/ml Chondroitinase bei 37°C
vorinkubiert. AnschlieBend wird die endogene Peroxidase 5 min. lang mit 3% H202 geblockt,
das Gewebe mit destilliertem Wasser gespiilt und mit PBST (phosphat buffered saline und
0,5% Tween 20) gepuffert. Um unspezifische Bindungen auszuschlieBen wird das Gewebe
10 min. lang mit Reagenz A (ZYMED) inkubiert und danach 3 mal mit dem Puffer gespiilt.
Der Primédrantikdrper in einer Verdinnung von 1:100 wird fiir 60 min. aufgetragen.
Anschlieffend erfolgt dreimaliges Spiilen mit dem Puffer, und das 10 miniitige Bebriiten mit
dem Sekundirantikdrper (Reagenz B, ZYMED). Darauthin werden die Schnitte erneut 3 mal
im Puffer gespiilt und mit dem Reagenz C (Enzym-Konjugat, ZYMED) fiir eine Einwirkzeit
von 10 min. versehen. Nach dreimaligem Spiilen der Gewebeschnitte im Puffer erfolgt die
Anfarbung der Reaktionsprodukte mit DAB ( 5 min. Einwirkzeit von 3’3-Diaminobenzidin-
Tetrachlorid). Uberschiisse werden durch Spiilen in destilliertem Wasser entfernt.
Abschliefend werden die Gewebeschnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert, in

Xylol tiberfiihrt und mit Entellan eingedeckt.
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2.4.8 Monoclonal-Mouse-Anti-Human-Zymed-Ki-67-Antigen-Reaktion

Dieser von der Firma ZYMED (San Francisco, USA) produzierte monoklonale Antikdrper
reagiert mit dem sogenannten Ki-67-Immunogen-Antigen, welches in den Kernen aller pro-

liferierenden menschlichen Zellen exprimiert wird.

Nach dem bereits oben erwdhnten Entparaffinierungsschema werden die Schnitte drei mal mit
destilliertem Wasser fiir jeweils zwei Minuten gewéssert und mit kochendem 0,01 M Citrat-
puffer im pH 6,0 fiir 10 Minuten gepuffert. AnschlieBend werden die Gewebeschnitte bei
Raumtemperatur fiir 20 Minuten abgekiihlt, und in PBS gebadet. Nun wird der Antikdrper
aufpipettiert und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer inkubiert.
Danach folgt eine zehnminiitige Spiilung der Schnitte in PBS, um {iberschiissige nicht gebun-
dene Antikorper auszuspiilen.

Zur farbigen Markierung wird die DAB-Reaktion im Tauchbad unter Lichtabschlu3 durchge-
fiihrt. 0,07 g Diaminobenzidin und 0,05 g Imidazol werden in Losung mit 70 ml Tris HCl
gegeben und mit 50 ml H,O, 30% wird die Reaktion gestartet. Nach zwei Minuten wird die
Reaktion mit PBS, ebenfalls als Tauchbad, gestoppt. Anschlielend werden die Gewebe-

schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und eingedeckt.

2.4.9 PCNA-(Proliferating Cells Nuclear Antigen)-Fiarbung

Der immunhistochemische Nachweis proliferierender Zellen erfolgte mit Hilfe eines mono-
klonalen Antikdrpers (DAKO) gegen das ,,proliferating cell nuclear antigen* bei einer Ver-
diinnung von 1:200. Die Schnitte wurden zweimal mit Mikrowellenerwdrmung vorbehandelt,
nachdem sie zuvor jeweils 10 Minuten lang im Citratpuffer bei pH 6,0 gelegt worden waren.
Der primire Antikorper wurde mittels biotinyliertem Ziegen-Anti-Maus IgG (Sigma, Ver-

diinnung 1:1000) nachgewiesen. Die Schnitte wurden zum Teil mit Hamatoxylin gegen-
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gefarbt. Positivkontrollen erfolgten mit Hilfe von Schnitten des Diinndarmes des Menschen.
Bei den Negativkontrollen wurde der primére Antikorper durch irrelevante Maus-Antikorper

oder Nicht-Immun-Mausserum ersetzt.

2.4.10 Objekttriger fiir Semidiinnschnitte

Standardisierte Glasobjekttriger werden mit einer Losung aus 1 pg Poly-L-Lysin pro 1 ml

TBS-Puffer 1 Stunde lang benetzt und 12 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank getrocknet.

2.4.11 Anfertigen der Semidiinnschnitte

Zur Lokalisation der Schnitttiefe filir die spdteren Ultradiinnschnitte werden vorerst Semi-
diinnschnitte angefertigt.

Mit einer Skalpellklinge wird aus dem etwa 1cmx 0,5 cmx 0,5 cm groBen Kunststoff-
gewebeblock eine pyramidenformige Probe geschnitten, die eine Grundfliche von 3 mm x
3 mm und eine Hohe von 1 mm nicht iiberschreitet. Aus dieser Probe werden mit einem
Mikrotom 1 um dicke Schnitte geschnitten und auf der Oberfliche eines kleinen Wasser-
beckens aufgefangen. Die Oberflachenspannung des destillierten Wassers trigt die Semidiinn-
schnitte, so da3 sie mit einem Glasstab entnommen werden und auf die Poly-Lysin-beschich-
teten Objekttrager aufgetragen werden konnen. Eine Streckung und Trocknung der Schnitte

erfolgt analog den Paraffinschnitten.

2.4.12 Objekttriger fiir Ultradiinnschnitte

Kleine, handelsiibliche, mit Polyvinylformal beschichtete kreisrunde Metallnetze, die so-

genannten Nickelgrids, dienen fiir die Elektronenmikroskopie als Objekttriager.
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2.4.13 Anfertigen der Ultradiinnschnitte

An einem Ultracut E-Mikrotom werden mit einer Diamantklinge 40 nm bis 60 nm dicke
Schnitte aus der pyramidenformigen Kunststoff-Gewebeprobe geschnitten. Die optische
Kontrolle der Schichtdicke erfolgt iiber die grau-silbrige Farberkennung mit bloBem Auge.
Von der Wasseroberfliche des Auffangbeckens werden die Gewebeschnitte mit Polyvinyl-

formal beschichteten Nickelgrids entnommen.

2.4.14 CMB-Firbung (Cupromeronic-Blue-Firbung)

Glycosaminoglycane (GAGs) wurden mit cupromeronischem Blau (CMB) und Scotts kriti-
scher Elektrolytkonzentrationsmethode gefirbt (SCOTT und HAIGH, 1988). Mit Hilfe dieser
Methode werden sulfatierte Glycosaminoglycane als Saccharidkomponenten von Proteo-
glycanen selektiv gefarbt und kénnen als elektronendichte nadelférmige Précipitate im Elek-

tronenmikroskop sichtbar gemacht werden.

Die Gewebeproben wurden 3 x 10 min. in 0.2 M Acetatpuffer (pH 5,6) gewaschen und dann
iiber Nacht in 1% CBM (Aldrich Chemie, Steinheim) gefarbt. Das CBM war in 0.2 M Acetat-
puffer , der 0.3 M MgCl2 enthielt, gelost. Nach 3 x 20 miniitigem Auswaschen in der selben
Losung ohne Farbstoff wurde das Gewebe eine Stunde lang in 0,5% NaWOs4 liber Nacht ge-
farbt. Das Gewebe wurde dann in Ethanol dehydriert und zwei Stunden lang in eine gesittigte
Losung von Uranylnitrat in 70% Ethanol eingelegt. Es folgte 3 x 20 min. Auswaschen in 70%
Ethanol. Nach weiterer Dehydrierung in Ethanol wurden die Gewebeproben in Propylenoxyd
iiberfiihrt und in Araldit (Merck) eingebettet.

Ultradiinnschnitte wurden in einem Philips CM 10-Elektronenmikroskop untersucht. Fiir die
Untersuchung des Bandenmusters der Kollagenfibrillen wurden die Schnitte fiir 20 min. in

einer gesattigten Losung von Uranylacetat in Methanol geférbt.
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2.4.15 Photodokumentation der Ergebnisse

Uber das Elektronenmikroskop Philips CM 10 werden die Diinnschnitte mit einer integrierten
Kamera Agfa Pan 100 der Firma Agfa fotografiert. Die Negative wurden in einer Standard-
dunkelkammer von Hand entwickelt und abgezogen. Die lichtmikroskopischen Priparate
wurden mit einem Olympus-Photomikroskop (BH-Z) auf Diafilm (Fujichrome, 64 T) auf-

genommen und in einem gewerblichen Labor entwickelt und abgezogen.
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3 Befunde

3.1 Allgemeiner histologischer Aufbau der Zwischenwirbelscheibe bei Macaca
mulatta.

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dal die Zwischenwirbelscheibe des Rhesusaffen
grundsétzlich dhnlich aufgebaut ist wie beim Menschen, so daB3 hier auch die aus der Human-
histologie bekannten Termini gebraucht werden kdnnen.

In der Zwischenwirbelscheibe lassen sich unterschiedliche Bereiche feststellen, die schema-

tisch auf den folgenden Zeichnungen dargestellt sind:

®® ava"s'e ® "
\..su*.. o0

Abb. 1a: Schemazeichnung der Zwischenwirbelscheibe von Macaca mulatta.

A: Anulus fibrosus, Aullenzone, B: Anulus fibrosus, Innenzone, C: Nucleus pulposus, D:
knorpelige Abschlussplatte, E: Lamellenknochen
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B ) Anulus fibrosus, Innenzone

A ) Anulus fibrosus, Aullenzone
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D) knorpelige Abschluf3platte

C) Nucleus pulposus
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Abb. 1b: Schematische Darstellung der wesentlichen Bereiche der Zwischenwirbelscheibe

von Macaca mulatta.
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A) Knorpelige Abschlufiplatte

Auf der kndchernen, nach vorn (oben, kranial) oder hinten (unten, kaudal) gerichteten End-
fliche der Wirbelkorper befindet sich eine Schicht von hyalinem Knorpel, die knorpelige Ab-

schluBiplatte. Diese 148t zwei Anteile unterscheiden:

1) unmittelbar an den Knochen grenzt eine unterschiedlich dicke Schicht aus Sdulen-Blasen-
knorpel, dessen Matrix verkalkt ist. In der Tiefe sitzt dieser Sdulen-Blasenknorpel einer
knochernen Endfliche auf. Diese ist oft recht diinn und kann sogar Unterbrechungen auf-

weisen.

Abb. 2: knorpelige AbschluB3platte mit gut ausgebildeter Sdulen-Blasenknorpelschicht
(BWS), M-Tr., x 440.

Saulen-
Knorpel

X Blasen-

Knorpel



Befunde

29

Abb. 3: knorpelige AbschluBlplatte (BWS) mit Unterbrechungen ( * ) in der
peripheren Knochen- und Blasenknorpelschicht, M-Tr., x 125.



Befunde 30

Der Schicht aus Sdulen-Blasenknorpel liegt eine kréftige Schicht nicht verkalkten hyalinen
Knorpels auf. Zwischen beiden Schichten 146t sich oft eine klare, im Masson-
Trichrompréparat rot gefarbte Linie erkennen, die der Grenzlinie (tide mark) im Gelenk-
knorpel entspricht. Im nicht verkalkten Knorpel sind die Knorpelzellen relativ homogen
verteilt. Im Schnittprdparat werden sie meist als Einzelzellen angetroffen, aber man findet
auch regelmiBig Zweiergruppen. Die Knorpelzellen sind von einem Hof aus kréftig gefarbter
Matrix umgeben. Zwischen den Knorpelzellen liegt eine blassere ,,interterritoriale® Matrix.
Die Gestalt der Knorpelzellen verdndert sich mit zunehmendem Abstand von der
Knochenoberfliche. In der Tiefe des nicht verkalkten Knorpels sind die Zellen abgerundet
oder oval, in Nédhe des Nucleus pulposus sind sie stark abgeflacht. Die knorpelige Ab-
schluBplatte ist kaudal meist etwas dicker als kranial. In der Peripherie strahlen in diese

Abschluf3platte Kollagenfasern des Anulus fibrosus ein, sie dhnelt hier z. T. Faserknorpel.
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Abb. 4:  knorpelige AbschluBplatte, BWS, Ubersicht, M-Tr., x 220.

Knorpel mit nicht
verkalkter Matrix
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B) Anulus fibrosus

Der Anulus fibrosus besteht insgesamt aus etwa dreillig Schichten, die aus Kollagenfasern
bestehen. In einer Schicht sind die Kollagenfasern anndhernd parallel angeordnet. Die
Ausrichtung dieser Kollagenfasern unterscheidet sich jedoch in benachbarten Schichten, sie
treffen in einem Winkel von etwa 80°-90° aufeinander. Zwischen den Kollagenfasern liegen

abgeplattete Fibrozyten. Dieses Gewebe bildet die AuBBenzone des Anulus fibrosus.

Im inneren Drittel des Anulus fibrosus (Innenzone) treten zwischen den Kollagenfasern
rundliche Knorpelzellen auf. Bei ihnen handelt es sich meistens um Einzelzellen, die von
einer hofartigen homogenen Matrix umgeben sind. Thre Zahl nimmt nach innen stetig zu.
Diese Region mit den Knorpelzellen entspricht hinsichtlich der Gewebediagnose

Faserknorpel.

Abb. 5: Querschnitt durch die Zwischenwirbelscheibe, BWS, Anulus fibrosus, rechts

AuBlen-, links Innenzone, M-Tr, x 110.
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C) Nucleus pulposus

Der Nucleus pulposus ist ein zell- und faserarmes Gewebe. Speziell am Rande finden sich
einzelne Kollagenfasern. Im histologischen Préparat treten weite strukturfreie Raume auf.
Solche Raume kdnnen scharf begrenzt sein, ohne dal3 bei der eingesetzten Methodik die Natur
der Grenzfldche erkannt werden kann. Zum Teil ist es schwer zu erkennen, ob die Struktur
aufgrund der Entwésserung und Einbettung artifiziell verdndert ist.

Reste der Chorda dorsalis wurden nie angetroffen. An Zellen treten vereinzelt Knorpelzellen
mit deutlichem Hof auf. An der Grenze zur hyalin- knorpeligen AbschluBlplatte, deren
Oberfliche aus abgeflachten Zellen besteht, finden sich einzelne kleine ovale oder rundliche
Knorpelzellen. Schwer zu beurteilen sind immer wieder anzutreffende, im Azan-Préparat rot
gefarbte oft lingliche Strukturen. Moglicherweise handelt es sich dabei z. T. um zugrunde-

gehende Knorpelzellen.

Abb. 6: BWS, Randzone des Nucleus pulposus, (— ): Knorpelzellen, Azan,
x 220.
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3.2  Spezielle Darstellung der Zwischenwirbelscheibe verschiedener
Wirbelsaulenabschnitte

3.2.1 Zwischenwirbelscheibe im Bereich der Halswirbelsiule (HWS)

Die Zwischenwirbelscheibe der HWS zeigt in typischer Weise alle Gewebebestandteile der
Zwischenwirbelscheiben (Abb. 7). Die kndcherne Endfliche ist unterschiedlich dick,
gemessen wurden Stirken zwischen 50 und 250 um. Wie in anderen Wirbelsdulenbereichen
kann sie Unterbrechungen aufweisen, so dal Knochenmarksrdaume mit Blutgefa3en bis an den
verkalkten Knorpel herantreten. Das Knochengewebe besteht in der Grenzzone zum Knorpel
tiberwiegend aus schrig oder anndhernd parallel zur Oberfliche verlaufenden Lamellen,
typische Osteone (Abb. 10) treten etwas tiefer auf.

Die knorpelige AbschluB3platte ist in die Zone des nicht-verkalkten hyalinen Knorpels und in
die dem Knochengewebe anliegende verkalkte Zone des Sdulen-Blasenknorpels gegliedert.
Die Dicke der knorpeligen AbschluB3platte variiert etwas und ist im Zentrum diinner als in der
Peripherie; die kraniale AbschluBplatte ist etwas diinner als die kaudale (siche Tabelle 3

und 4).

Die Gestalt der Knorpelzellen im nicht verkalkten hyalinen Knorpel der Abschluf3platte ist
relativ einheitlich; sie sind abgeflacht, jedoch ist deutlich, daB3 sie an der Oberfliche flacher
sind als in der Tiefe. Die Matrix ist im M.-Tr.-Préparat tiefblau gefarbt. Die Zone des Blasen-
und Séulenknorpels ist relativ gut gegen die des nicht verkalkten hyalinen Knorpels abgesetzt,
da die Matrix im Masson-Trichrom-Priparat hier blal ist. In der Zone des Siulen-
Blasenknorpels liegen zumeist 5-10 Zellen iibereinander. Die Knorpelzellen neigen zu
Gruppenbildung (Abb. 8), wohingegen die Zellen im nicht verkalkten hyalinen Knorpel eher
einzeln und nur relativ selten in Zweiergruppen in der Matrix liegen. Die Gruppenbildung in

der Zone des Saulen-Blasenknorpels ist auch im Alzianblaupriparat gut erkennbar (Abb. 9).
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Der Ubergang des hyalinen AbschluBplattenknorpels zum Gewebe des Nucleus pulposus ist
relativ scharf, wohingegen er zum Gewebe des Anulus fibrosus flieBend ist. Es gibt jedoch nie
eine scharfe Begrenzung des AbschluBlplattenknorpels gegen die anderen Gewebeformen der

Zwischenwirbelscheibe.

Der Anulus fibrosus ist — wie im allgemeinen Teil beschrieben — deutlich in zwei Zonen
gegliedert. Die schmalere AuBBenzone besteht aus ca. 10 bis 12 Schichten straffen Binde-
gewebes, die breitere Innenzone aus Faserknorpel. Beide Zonen gehen flieBend ineinander
tiber. Die Zahl der Schichten aus Kollagenfasern betrdgt in der Innenzone ca. 15 bis 20. Die

Knorpelzellen der Innenzone liegen meistens einzeln, seltener bilden sie kleine Gruppen.

Der Nucleus pulposus ist durch sehr weite Interzellularriume gekennzeichnet, in denen nur
vereinzelte Kollagenfasern vorkommen. Vereinzelt treten ganz unregelmiBig strukturierte
Gebilde auf, in denen Kollagenfasern und Zellkerne sowie einzelne Knorpelzellen abgrenzbar
sind. Im Randgebiet zum Anulus fibrosus kommen regelméfig einzelne Knorpelzellen mit

deutlichem Hof vor (Abb. 6).

Die Ergebnisse der Lektinfirbungen und der Alcianblaufirbung dhneln sich in allen
Abschnitten der Wirbelsdule. Sie werden ausfiihrlich im Abschnitt Brustwirbelsdule
beschrieben und illustriert. Generell reagiert der Hof der Knorpelzellen kréftiger als die
interterritoriale Matrix (Abb. 18). Die Zone des Sdulen-Blasenknorpels der Abschlufplatten

reagiert meistens starker als der hyaline Knorpel und der Faserknorpel.
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Zwischenwirbelscheibe, HWS, Ubersicht; die Zwischenwirbel-
scheibe ist einseitig belastet (links im Bild), wodurch der Anulus

fibrosus unilateral komprimiert wird. Masson-Trichrom, x 12.
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Abb. 8:

Zwischenwirbelscheibe, HWS, knorpelige Abschlulplatte (Séulen-
knorpel) und Ubergang zur kndchernen Endplatte, Masson-
Trichrom, x 250.
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Abb. 9: Proteoglykannachweis in der Zwischenwirbelscheibe, HWS. Unten:
knorpelige AbschluBplatte und oben: Ubergang zur Innenzone des
Anulus fibrosus, Alzianblau (pH 2,5) und Kernechtrot, die
territoriale Matrix hat den hochsten Gehalt an Proteoglykanen;

x 250.
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3.2.2 Zwischenwirbelscheibe im Bereich der Brustwirbelsiule (BWS)

Die kndcherne Endfliche besteht aus Lamellenknochen, jedoch treten typische Osteone
(Abb. 10) nur in der Tiefe auf. Die Dicke der knochernen Endfliche schwankt zwischen ca.
250 und 70 um, regelméBig finden sich in dieser Platte Liicken, so daf3 an solchen Stellen das

Knochenmark direkt an den verkalkten Siulen-Blasenknorpel grenzt.

Abb. 10: BWS, Osteone in der knochernen Endfldche, Flachschnitt, M-Tr., x 110.
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Der Saulenknorpel zeigt eine blaBblaue Matrix und eher flache bis dreieckige Zellkerne. Die
Matrix des nicht verkalkten hyalinen Knorpels ist intensiv blau, die Knorpelzellen selbst
bleiben im Azanpridparat farblos, was zum groBen Teil auf artifizieller Schrumpfung des
Zytoplasmas beruht, sind aber von einem dunkelblauen Hof umgeben, die ovalen Zellkerne

sind rotlich. Eine ,.tide-mark* ist meist nicht erkennbar.

Abb. 11: AbschluBlplatte am Rande des Wirbelkorpers (BWS); unten: knocherne End-
fliche, oben knorpelige Abschlulplatte. Die Zone mit Sdulen- und Blasen-
knorpel ist vielfach unterbrochen, M-Tr., x 110.
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In der Peripherie der Zwischenwirbelscheibe ist ein flieBender Ubergang vom hyalinen Knor-
pel zum Faserknorpel zu beobachten. Die homogene Matrix des hyalinen AbschluBplatten-
knorpels wandelt sich allméhlich in die faserig-strukturierte Matrix des Faserknorpels um. Die
deutlichen Kollagenfasern des Faserknorpels sind in der Matrix des hyalinen Knorpels veran-
kert. Die ovalen Knorpelzellen des nicht verkalkten hyalinen Knorpels nehmen in der
Ubergangszone zum Faserknorpel eine rundliche Gestalt an. Im Faserknorpel sind die meist

einzeln liegenden Knorpelzellen locker verstreut.

Abb. 12: Ubergang vom hyalinen Knorpel der AbschluBplatte (oben) zum Faserknorpel
der Innenzone des Anulus fibrosus (unten), (BWS), M-Tr., x 440.
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Die Textur der einzelnen Kollagenschichten des Anulus fibrosus wird von innen nach au3en

immer straffer.

Der Ubergang zum Nucleus pulposus erfolgt relativ abrupt. Als Ubersichtsfirbung des Anulus
fibrosus eignet sich die Azan-Farbung am besten, die Kollagenfasern blau farbt. Die einzeln
liegenden Knorpelzellen der Innenzone erscheinen blau mit rotem Kern und violettem Hof.

Der Nucleus pulposus zeigt weite ungefarbte Rdume.

Abb. 13: Faserknorpel in der Innenzone (links im Bild) des Anulus
fibrosus. Rechts: Auflenzone des Anulus fibrosus mit straffen

Bindegewebslamellen, BWS, M-Tr., x 220.
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Die Alcianblau-Farbung markiert die knorpelige Abschlussplatte gut. Die Knorpelzellen
bleiben farblos, dafiir farbt sich die Matrix des Sdulenknorpels in mittlerer Intensitit, die
Matrix des hyalinen Knorpels intensiv an, wobei die territoriale Matrix am kréftigsten
reagiert. Die Farbung ist bei einem pH-Wert von 2,5 deutlich kriftiger als bei pH 1.

Im Saulenknorpel der Brustwirbelsdule treten Zellstapel von ca. 4 bis zu 13 Zellen auf.

Abb. 14: Siulenknorpel und nicht verkalkter hyaliner Knorpel in der knorpeligen
AbschluB3platte eines Brustwirbelkdrpers (oben). Aufgrund des Reichtums an
Proteoglykanen férbt sich der Knorpel mit Alzianblau generell deutlich blau an.
AB pH 2,5, x 440.
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Zur Darstellung des Faserknorpels eignet sich die AB-Féarbung ebenfalls. Sie zeigt deutlich

die einzelnen Faserstrange, und markiert die Hofe der Knorpelzellen (Abb. 15).

Abb. 15: Nachweis von Proteoglykanen im Faserknorpel des Anulus fibrosus
einer Zwischenwirbelscheibe der Brustwirbelsdule ( —: Knorpel-

zellen mit Hof'), AB pH 2,5, x 220.
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Auch der Nucleus pulposus 148t sich mit Alcianblau darstellen. Es zeigen sich hier mit dieser
Methode weite ungefarbte Raume, unregelméBig strukturiertes, blaugefarbtes Material und

einzelne versprengte blaue Knorpelzellen mit dunkelblauem Hof.

Abb. 16: Verteilung von Proteoglykanen und Glycosaminoglykanen im Nucleus pulposus
im Bereich der Brustwirbelsdule, rechts oben: Innenzone des Anulus fibrosus,

AB pH 2,5, x 110.
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Die Farbung mit LCA (Lens culinaris Lektin) farbt die Matrix des hyalinen Knorpels schwach
braun und den Hof der Knorpelzellen intensiv braun, 146t die Zellen selbst ungefarbt. Am
Ubergang zum Nucleus pulposus wird die Matrixfirbung intensiv braun. Im Nucleus pulposus
selbst treten neben weiten ungefirbten Rdumen einzeln versprengte Knorpelzellen auf, die

schwach gefarbt und von einem intensiv braunen Hof umgeben sind (Pfeile).

Abb. 17: Knorpelige AbschluBlplatte (oben) eines Brustwirbelkorpers,
Verteilung von LCA - Bindungsstellen. Unten: Nucleus pulposus,
( —: Knorpelzellen im Nucleus pulposus), LCA, x 110.
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Die WGA-Lektinfarbung eignet sich zur Darstellung aller Strukturen der
Zwischenwirbelscheibe. Das Knochenmark der Wirbelkorper erscheint dunkelbraun, die
Knochenmatrix selbst ist hellbraun, die Osteoidsdume sind intensiv braun gefarbt. Im
Saulenknorpel ist die Matrix mittelbraun gefirbt. Die interterritoriale Matrix des hyalinen
Knorpels erscheint mittelbraun, die Knorpelzellen selbst sind ungeférbt, besitzen jedoch einen
breiten intensiv gefirbten Hof. In Richtung Nucleus pulposus wird die Matrixfarbung wieder
(wie bei LCA) intensiv braun. Der Nucleus pulposus selbst zeigt weite ungefirbte Raume mit

vereinzelt dunkelbraun gefarbter Matrix.

Abb. 18: WGA — Bindungsstellen in der knorpeligen AbschluB3platte, BWS,
WGA, x 110,
1) Nucleus pulposus,
2) dichte Randzone des Nucleus pulposus,
3) hyaliner Knorpel,
4) artefizieller Spalt,
5) Zone des Saulen-Blasenknorpels.
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Die Fasern des Anulus fibrosus farben sich mit WGA blall braun. Die einzeln liegenden

Knorpelzellen bleiben ungefarbt, ihr schmaler Hof ist intensiv braun gefarbt.

Abb. 19: WGA - Bindungsstellen im Faserknorpel (unten) und Nucleus pulposus (oben)

einer Zwischenwirbelscheibe der Brustwirbelsdule, WGA, x 110.
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Die MPA-Lektinfirbung eignet sich ebenfalls zur Darstellung aller Strukturen der
Zwischenwirbelscheibe. Das Knochengewebe mit seinem Knochenmark erscheint
mittelbraun. Die ihm aufliegende Sdulenknorpelschicht reagiert besonders stark bei dieser
Farbemethode, wobei die Knorpelzellen selbst ungefirbt bleiben, jedoch von einem
dunkelbraunen Hof umgeben sind, die Kerne nur schwach angefirbt werden und die Matrix
recht intensiv braun erscheint.

Im nicht verkalkten hyalinen Knorpel bleiben die Zellen ebenfalls ungeféarbt und sind ebenso
von einem dunkelbraunen Hof umgeben. Die interterritoriale Matrix erscheint hier jedoch

wolkig strukturiert und reicht in ihrer Anfarbbarkeit von mittel- bis hellbraun.

Abb. 20: MPA — Bindungsstellen (Galactose - Nachweis) in der Abschlulplatte eines
Brustwirbelkorpers. Oben: nicht verkalkter hyaliner Knorpel, unten: kréftig
gefidrbtes Band des verkalkten Saulen-Blasenknorpels ( * ), MPA, x 220.
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Im Anulus fibrosus lassen sich die einzelnen Fasern intensiv braun darstellen, die Hofe der

Knorpelzellen der Innenzone lassen sich nur relativ schwach anférben.

Abb. 21: MPA — Bindungsstellen in der Innenzone des Anulus fibrosus einer
Zwischenwirbelscheibe der Brustwirbelsdule, ( —: Knorpelzellen),

MPA, x 220.
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Die PNA-Lektinfarbung, die WFA-Lektinfairbung, die HPA-Lektinfarbung, und die UEA-

Lektinfarbung erbringen gleiche Farbemuster wie die MPA-Lektinfarbung.
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3.2.3 Zwischenwirbelscheibe im Bereich der Lendenwirbelsidule (LWS)

Die Zwischenwirbelscheibe der LWS dhnelt der der BWS. Auffallende Unterschiede zeigt
insbesondere der Nucleus pulposus. Im Vergleich zum Nucleus pulposus der Brustwirbelsdule
ist der Nucleus pulposus im Lendenwirbelbereich wesentlich stirker strukturiert, enthilt
weitaus mehr Knorpelzellen und Matrixbestandteile. Auch treten die Knorpelzellen vermehrt
in Zweier- oder grofleren Gruppen auf. Der Anteil an Kollagen ist ebenfalls erhdht.
Strukturlose Rdume sind im Vergleich stark reduziert, so daf insgesamt der Eindruck entsteht,
das Nucleus pulposus-Gewebe sei dichter als in weiter oben gelegenen Bereichen der
Wirbelséule.

Die Azanfiarbung eignet sich auch hier besonders gut zur Veranschaulichung der
Gewebestruktur des Nucleus pulposus. Sie zeigt auch hier die Knorpelzellen (Pfeile) mit
rotem Kern und blauen Hof, die kollagenen Fasern sind intensiv blau und Matrixbestandteile

oft violett gefarbt.

Abb. 22: Ausschnitt aus dem Nucleus pulposus der LWS, ( —: Knorpel-
zellen), Azan, x 220.
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Auch die iibrigen Strukturen der Zwischenwirbelscheibe im Lendenwirbelbereich sind mit der
Azanfirbung gut darzustellen. Der Anulus fibrosus ist deutlich in seinen anndhernd parallel
angeordneten Faserschichten zu erkennen. Die einzelnen Kollagenfasern sind dunkelblau
angefarbt, die faserige Struktur deutlich erkennbar. Auch hier treffen die Kollagenfasern in
den benachbarten Schichten in einem Winkel von etwa 80°-90° aufeinander. Auffallig ist hier
die besonders dichte Anordnung der Kollagenfasern, die im Vergleich zu weiter kranial
gelegenen Wirbelsdulenabschnitten von einer erhohten Zahl von flachen Fibroblasten mit rot
gefiarbtem Kern durchsetzt ist. Schon in der mittleren Zone des Anulus fibrosus sind die

Zellen oft oval oder abgerundet und dhneln zum Teil schon Knorpelzellen (Abb. 23).

Abb. 23: Mittlerer Bereich des Anulus fibrosus mit Knorpelzellen einer Zwischenwirbel-
scheibe der LWS, die Schichten aus Kollagenfasern sind hier noch gut gegen-

einander abgrenzbar, Azan, x 220.
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In den weiter innen gelegenen Bereichen des Anulus fibrosus der Lendenwirbelsdule treten
die Knorpelzellen vermehrt in Zweiergruppen auf, auch ist die Banderung der Kollagenfasern
homogener, was hier in der AB-Farbung mit einem pH-Wert von 1,0 gut dargestellt werden
kann.

Die Knorpelzellen zeigen hier einen breiten blau gefarbten Hof (Abb. 24).

Abb. 24: Proteoglykannachweis im Anulus fibrosus innen, mit vielen Knorpelzellen,

BWS, AB pH 1,0, x 220.
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Die duBleren Schichten des Anulus fibrosus sind besonders dicht gelagert, was sich in der

Azanfirbung durch eine deutliche Rotfarbung gegeniiber des sonst blauen Kollagens abhebt.

Abb. 25: Anulus fibrosus im Bereich der LWS, rechts: Aullenzone, Mitte: Innenzone und

links: Nucleus pulposus, Azan, x 22.
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Der Ubergang vom Anulus fibrosus zum hyalinen Knorpel der AbschluBplatten erfolgt auch
in der Lendenwirbelsiule flieBend (Abb. 26, links, 4 ), die Matrix im Ubergangsbereich
weist jedoch ein deutliches Verkalkungsband (,.tide-mark®) auf, hier in der Azanfirbung

gegeniiber der sonstigen Blaufarbung rotlich geférbt.

Abb. 26: Ubergang Faserknorpel (links oben)/ hyaliner Knorpel der AbschluBplatte
(unten, mit rotlich gefarbter ,tide-mark®: A ). Rechts oben Nucleus pulposus,

BWS, Azan, x 110.
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Zwischen dem hyalinen Knorpel und dem Saulenknorpel findet sich fast immer ebenfalls eine
rote Linie, die einer Grenzlinie (,,tide-mark*) entspricht.

Die Anzahl der Zellen in den Zellstapeln im Sédulenknorpel erscheint im
Lendenwirbelsdulenbereich hoher als in weiter oben gelegenen Bereichen der Wirbelsdule. Es
treten oft Zellstapel von bis zu 16 Zellen auf, wobei die Zellen hier in der Azanfarbung
ungefarbt mit rotem Kern und hellblauer Matrix erscheinen.

Der Lamellenknochen und das Knochenmark grenzen sich durch ihre Rotfarbung klar vom

Knorpelgewebe ab.

Abb. 27: Ubersichtsaufnahme kndcherne Endfliche (unten) und knorpelige AbschluB-
platte (Mitte des Bildes), oben: Faserknorpel und Nucleus pulposus, BWS,
Azan, x 44.
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3.3 Tabellarische Ubersicht der Fiirbeergebnisse an den einzelnen
histologischen Strukturen der Zwischenwirbelscheibe
Tab. 2: Farbeergebnisse der Zwischenwirbelscheibe
Firbe- M-Tr AB pH Azan LCA WGA MPA PNA,
methode 2,5 WFA,
HPA,
= UEA
anato-
mische
Struktur
2
Osteone [magenta- |ungefirbt |rot hellbraun |hellbraun |mittel- mittel-
der rot braun braun
knocher-
nen
Endfliche
Knochen- | magenta- |ungefdrbt [rot hellbraun |dunkel- |[mittel- mittel-
mark rot braun braun braun
Sdulen- [ Matrix Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen Zellen
knorpel hellblau, |ungefarbt, |ungefarbt, [ungefirbt, | hellbraun, |ungefirbt, [ungefirbt,
Zytoplas- | Matrix Kerne rot, | Kerne Matrix Kerne Kerne
ma der mittel- Matrix hellbraun, | mittel- hellbraun, |hellbraun,
Zellen blau hellblau | Matrix braun, Matrix Matrix
farblos dunkel- |Kerne dunkel- | dunkel-
mit braun dunkel-  |braun braun
magenta- braun
rotem
Kern
nicht Matrix Zytoplas- |Zytoplas- |Zellen Zellen Kerne Kerne
verkalkter | intensiv | ma der ma der ungefarbt, | ungefarbt, | ungefarbt, [ ungefirbt,
hyaliner |blau, Zellen Zellen Kerne Kerne Zellen Zellen
Knorpel |Zytoplas- |ungeférbt, |ungefdrbt, |schwach |[dunkel- |[schwach- |schwach-
ma der Kerne Kerne rot, | braun, braun, braun, braun,
Zellen braun, breiter Matrix Hof Hof Hof
farblos, Matrix dunkel- schwach [farblos, dunkel- dunkel-
Kerne rot |dunkel- blauer braun Matrix braun, braun,
blau Hof, mittel- Matrix Matrix
Matrix braun mittel- mittel-
blau braun mit |braun mit
hellen hellen
wolkigen |wolkigen
Struktu- | Struktu-
ren ren
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Anulus Kollagen |generell |Kollagen [Kollagen |Kollagen |Kollagen [Kollagen
fibrosus | blau, mittel- blau, hellbraun, |braun, braun, braun,
Fibro- starke Zyto- Hofder |Zellen Zellen Zellen
blasten- | Blau- plasma Knorpel- |ungeférbt, |ungefirbt, | ungefarbt,
kerne rot |farbung |der zellen Hofder |Hofder [Hof der
Knorpel- |dunkel- |Knorpel- [Knorpel- |Knorpel-
zellen braun zellen zellen zellen
ungefarbt dunkel- | dunkel- dunkel-
mit rotem braun braun braun
Kern
Nucleus | Geroll- Knorpel- |Kollagen |Knorpel- [Knorpel- |Knorpel- |Knorpel-
pulposus | strukturen | zellen blau, zellen zellen zellen zellen
blassrot, |blau, Knorpel- |braun, braun, hellbraun, | hellbraun,
Kollagen |Hof zellen Hof Hof Kern und |Kern und
blau, dunkel- blafirot, dunkel- dunkel- Hof Hof
verein- blau, Kern rot, |braun, braun, dunkel- dunkel-
zelte kollagene |Hof blau, |kollagene |kollagene |braun, braun,
Knorpel- | Matrix zum Teil | Matrix Matrix Kollagen |Kollagen
zellen blau violett, braun braun braun braun
blassrot geroll-
mit vio- artige
lettem Trimmer-
Kern und strukturen
blauem blau
Hof

Ubersichtstabelle der Fiirbeergebnisse an den jeweiligen anatomischen Strukturen der

Zwischenwirbelscheibe.
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3.4  Ubersichtstabellen und Erliuterungen der lichtmikroskopischen
Gewebemessungen an vier adulten méinnlichen Macaca mulatta

Im folgenden werden die lichtmikroskopischen MeBergebnisse hinsichtlich der ZellgroBBen
und Gewebedicken aufgefiihrt. Als Schnittpréparate dienten bei der Halswirbelsdule Proben
aus dem Bereich der Zwischenwirbelscheibe zwischen dem 3. und 4. Halswirbelkorper, bei
der Brustwirbelsdule Proben aus dem Bereich der Zwischenwirbelscheibe zwischen dem 8.
und 9. Brustwirbelkorper, bei der Lendenwirbelsdaule Proben im Bereich der Zwischenwirbel-

scheibe zwischen dem 3. und 4. Lendenwirbelkorper.

Tab. 3: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der gesamten knorpeligen AbschluB3platte

in der Halswirbelsaule.

HWS, gesamte Dicke der knorpeligen Abschlufplatte

zentral kaudal 600 um
zentral kranial 700 pm
peripher kaudal 700 pm
peripher kranial 850 um

Tab. 4: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der Zone des Sdulen-Blasenknorpels in der

Halswirbelsdule.

HWS, Dicke der Zone des Siaulen-Blasenknorpels der Abschlufiplatten

zentral kaudal 90 um
zentral kranial 110 um
peripher kaudal 120 um

peripher kranial 180 um
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Tab. 5: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der gesamten knorpeligen AbschluB3platte

in der Brustwirbelséule.

BWS, gesamte Dicke der knorpeligen Abschlufiplatte

zentral kaudal 700 um
zentral kranial 850 um
peripher kaudal 1000 pum
peripher kranial 1250 um

Tab. 6: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der Zone des Séulen-Blasenknorpels in der

Brustwirbelsaule.

BWS, Dicke der Zone des Siulen-Blasenknorpels der Abschluflplatte

zentral kaudal 100 pm
zentral kranial 120 pm
peripher kaudal 150 um
peripher kranial 200 um

Tab. 7: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der gesamten knorpeligen Abschlu3platte

in der Lendenwirbelsiule.

LWS, gesamte Dicke der knorpeligen Abschlufiplatte

zentral kaudal 650 pm
zentral kranial 750 pm
peripher kaudal 1000 pm

peripher kranial 1200 pm
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Tab. 8: Lichtmikroskopische Messung der Dicke der Zone des Saulen-Blasenknorpels in der

Lendenwirbelsaule.

LWS, Dicke der Zone des Siulen-Blasenknorpels der Abschlufiplatten

zentral kaudal 130 um
zentral kranial 130 um
peripher kaudal 150 um
peripher kranial 200 um

Der Durchmesser der Knorpelzellen mit Hof im hyalinen Knorpel mifit im Durchschnitt etwa

40 um (groBter Durchmesser der iiberwiegend abgeflachten Territorien), im Faserknorpel

etwa 25-27 um (groBter Durchmesser der meist ovalen Territorien), im Nucleus pulposus

mift er ebenfalls etwa 25-28 um. Die Zellen liegen hier relativ isoliert und ihr Hof ist sehr

deutlich abgrenzbar. Die ZellgroBe variiert innerhalb eines Gewebetypes insgesamt nur

wenig.

Generell fillt auf, dall die Dicke der knorpeligen Abschlu3platte kranial nahezu immer dicker

ist als kaudal. Aulerdem nimmt ihre Dicke von zentral nach peripher zu.
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3.5 Befunde der lichtmikroskopischen Immunhistochemie

3.5.1 Immunhistochemischer Nachweis des Decorins

Decorin 148t sich in kréftiger Intensitit im ganzen Anulus fibrosus nachweisen, also auch in
der Zone des Faserknorpels (Abb. 28, 29). In der knorpeligen Abschlu3platte fallt die Farbung
dagegen sehr viel schwicher aus und ist hier im Wesentlichen auf eine schmale Zone im Hof
der hyalinen Knorpelzellen beschrinkt. Im Nucleus pulposus treten einzelne deutlich

angefdrbte Faserziige auf.

Abb. 28: Decorin-Nachweis im Faserknorpel in der Brustwirbelsdule des
Rhesusaffen, ( —: Knorpelzellen mit Hof, N: Nucleus pulposus),
x 440.
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Abb. 29: Decorin-Nachweis im Faserknorpel in der Brustwirbelsdule des Rhesusaffen,

( —: Knorpelzellen mit Hof ), x 440.
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3.5.2 Immunhistochemischer Nachweis des Chondroitin-6-Sulfats

Chondroitin-6-Sulfat kommt sowohl im Faserknorpel der Innenzone des Anulus fibrosus
(Abb. 30 und 31) als auch im hyalinen Knorpel der AbschluBplatte vor. Eine schwach positive

Reaktion ist in der AuBBenzone des Anulus fibrosus erkennbar.

Abb. 30: Chondroitin-6-Sulfat-Nachweis im Faserknorpel in der Brustwirbel-
sdule des Rhesusaffen, (—: Knorpelzellen mit Hof), x 440.
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Abb. 31: Chondroitin-6-Sulfat-Nachweis im Faserknorpel in der Brustwirbelsdule des
Rhesusaffen, (—: Knorpelzellen mit Hof), x 440.
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3.5.3 Immunhistochemischer Nachweis des Dermatan-Sulfats

Dermatansulfat ist in kréftiger Reaktion im Faserknorpel der Innenzone des Anulus fibrosus
(Abb. 32) und im hylinen Knorpel der knorpeligen Abschlulplatte nachweisbar. Die Farbung
der Hofe der Knorpelzellen ist intensiver als die der interterritorialen Matrix. Die Matrix des
Blasenknorpels reagiert kriaftig. Im Nucleus pulposus reagiert ein lockeres faseriges Netzwerk

positiv.

Abb. 32: Dermatan-Sulfat-Nachweis im Faserknorpel in der Brustwirbelsdule des Rhesus-
affen, (—: Knorpelzellen mit Hof), x 440.
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3.6 Firbeergebnisse zum Nachweis proliferierender Zellen im Bereich der
Zwischenwirbelscheibe mit Ki-67 Antikorpern und PCNA (Proliferating
Cells Nuclear Antigen)

Der immunhistochemische Nachweis proliferierender Zellen in der Zwischenwirbelscheibe
ergab weitgehend negative Befunde. Nur ausnahmsweise fanden sich im Bereich der
Innenzone des Anulus fibrosus und der knorpeligen Deckplatte der Wirbelkoérper PCNA-
positive Zellkerne (Abb. 33). Der Nachweis proliferierender Zellen mithilfe der PCNA-
Immunhistochemie farbte generell nur relativ wenige Knorpelzellen. Abb. 33 zeigt einen

deutlich positiven Zellkern einer Faserknorpelzelle.

Abb. 33: Zwischenwirbelscheibe, BWS, Faserknorpelzelle mit PCNA-

positivem Kern ( — ), x 500.
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3.7 Elektronenmikroskopischer Nachweis von Proteoglykanen in der
Zwischenwirbelscheibe von Macaca mulatta unter Verwendung der CMB-
Methode

CMB (Cupromeronic blue) markiert im Gewebe vorkommende Proteoglykane. Der
elektronendichte Farbstoff CMB bindet an die negativen elektrischen Ladungen der
Glykosaminoglykane in der extrazelluliren Matrix des Bindegewebes. Das CMB bildet
nadelformige Prépizitate, die die Gestalt der Proteoglykane in situ wiedergeben. Generell ist

die Dichte der CMB-Prézipitate bei 0.06 M Elektrolytlosung sehr viel dichter als bei 0.3 M.

Die CMB-Prizipitate finden sich in zwei Lokalisationstypen:

1) sie finden sich an der Oberfliche von Kollagenfibrillen, wo sie in allen moglichen
Richtungen angeordnet sind und dicht gedringt vorkommen (Abb. 34). Die feinen,
nadelformigen Prizipitate messen in der Linge ca. 120 nm. Sie konnen benachbarte
Fibrillen verbinden. Die unregelméfige Anordnung an der Oberfliche der Fibrillen macht
es unmoglich zu bestimmen, wie viele Proteoglykane pro D-Periode an der Fibrille

befestigt sind.

2) CMB-Prézipitate finden sich frei in der Matrix, ohne Beziehung zu Kollagenfibrillen.

Sehr interessant ist der Befund, dal3 sich auch im Inneren der Kollagenfibrillen zahlreiche sehr
feine, 24 nm lange CMB-Prazipitate beobachten lassen. Diese sind bei 0.06 M
Elektrolytlosung zahlreicher und kraftiger gefarbt als bei 0.3 M. Sie sind regelmifBig in

bandenformiger Periodik angeordnet (Abb. 36).

Auch in den CMB-Priparaten lassen sich Durchmesser und D-Periode der Kollagenfibrillen
messen. Die D-Periode betrdgt ca. 55 nm (Abb. 37). Der Durchmesser variiert von 75 nm bis

120 nm.
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Die CMB-Prizipitate, die sich in Rdumen finden, die kein Kollagen enthalten (Abb. 38), sind

relativ grofl und kdnnen verzweigt sein (Abb. 39).

In der Matrix der Randzone des Nucleus pulposus lassen sich einzelne elastische Fasern

finden, deren Oberfldche dicht mit relativ kleinen CMB-Prizipitaten bedeckt ist (Abb. 40).

Die einzelnen Knorpelzellen am Rande des Nucleus pulposus besitzen in ihrem Zytoplasma
regelméBig grofe Lipideinschliisse, (Abb.41). An ihrer Oberfliche bilden sie viele
unterschiedlich lange und oft verzweigte Fortsétze aus. An der Oberflache der Zellmembran
lassen sich bei 0.06 M Elektrolytlosung zahlreiche CMB-Pricipitate nachweisen (Abb. 43).
Diese sind bei 0.3 M deutlich seltener. Sie sind von einem recht klar begrenzten Hof aus
Proteoglykanen und Kollagenfibrillen umgeben (Abb. 41). Hiufig finden sich in diesem Hof

eigentiimliche oft periodisch strukturierte Verdichtungen (Abb. 42).

Die Menge der CBM-Pricipitate ist bei einer 0.06 M Elektrolytlosung stets deutlich groBBer als

bei 0.3 M.

Im Bereich des Anulus fibrosus sind die CMB-Pricipitate ganz iiberwiegend an der
Oberfliche der dicht gelagerten Kollagenfibrillen zu finden. Sie sind hier, wie auf den
Fibrillen der Peripherie des Nucleus pulposus, in ganz verschiedener Ausrichtung angeordnet
(langs, schrag, ringférmig), oder sie verbinden benachbarte Kollagenfibrillen (Abb. 44, 45).
Im Inneren der Fibrillen treten regelhaft angeordnete kleine CMB-Précipitate auf (Abb. 44).
In den kollagenfreien Rdumen des Faserknorpels treten regelméflig CMB-Pricipitate auf, die
oft grol und verzweigt sind. Die Oberfliche der Knorpelzellen des Faserknorpels der
Innenzone ist mit kleinen CMB-Pricipitaten besetzt.

Die D-Periode der Kollagenfibrillen der Innenzone betrdgt ca. 55 nm. In der AuBlenzone
betridgt sie ebenfalls 55 nm. Der Durchmesser der Fibrillen variiert und kann 145 nm

erreichen. Die grofen Knorpelzellen im Faserknorpel (Abb. 46) konnen Lipidtropfen
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enthalten. Auffillig ist, daB} sie oft grofe Sekretgranula (330 nm im Durchmesser) enthalten,
deren Inhalt aus CMB-Pricipitaten besteht (Abb. 46). Sie sind von einem Hof umgeben, in
dem typische Kollagenfibrillen selten sind. Die helle Innenzone des Hofes enthilt locker
verteilt CMB-Précipitate. Die Aullenregion des Hofes ist durch Material gekennzeichnet, das
eine Streifenstruktur mit einer Periodik von ca. 75 nm aufweist (Abb. 46, 47). Die dunklen
Banden dieses Materials bestehen aus feinen CMB-Précipitaten. AuBBerdem sind regelmiBig
unterschiedlich grofle scharf begrenzte Felder sehr dicht gelagerter kleiner CMB-Précipitate

zu beobachten (Abb. 46), in denen CMB-freie ,,Locher* auftreten.

Auch die knorpeligen Abschlussplatten sind reich an Proteoglykanen, die sich mit der
CMB-Methode darstellen lassen (Abb. 48). Die Knorpelzellen sind von einem dichten Hof
kleiner Prézipitate umgeben. In der interterritorialen Matrix treten in relativ grofler Zahl
70nm- 80nm dicke Kollagenfibrillen mit gut erkennbarer Querstreifung auf. Sie gleichen den
Kollagenfibrillen, die vom Typ I Kollagen aufgebaut werden, und sind dicht mit CMB-

Prizipitaten besetzt.
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Abb. 34: BWS, Nucleus pulposus, Proteoglykannachweis mit CMB, 0.3
M. Tangentialschnitt durch zwei Kollagenfibrillen ( — ), die
aulen von Proteoglykanen bedeckt sind. Weite Zwischen-
rdume (*) sind mit CMB-Pricipitaten ausgefiillt. Ver-
groBerung: x 65550.
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Abb. 35: BWS, Nucleus pulposus AuBlenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB, 0.3 M. Kollagenfibrillen (rote Pfeile) mit CMB-Pricipitaten
dekoriert. Im Inneren der Fibrillen feine CMB-Pricipitate (blaue

Pfeilkopfe). VergroBerung: x 121716.
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Abb. 36: BWS, Nucleus pulposus, AuBlenzone, Proteoglykannachweis
mit CMB, 0.06 M. In den Kollagenfibrillen ( * ) sind deutlich
regelmdBig angeordnete kleine CMB-Précipitate zu erkennen
(P ). An der Oberflache der Fibrillen und im Zwischenraum

reich entwickelte Proteoglykane. Vergroflerung: x 65550.
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Abb. 37: BWS, Nucleus pulposus, AuBlenzone, Proteoglykannachweis mit CMB, 0.3 M.
Kollagenfibrille (Typ I) mit gut erkennbarer Periodik. VergroBerung: x 121716.
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Abb. 38: BWS, Nucleus pulposus, Proteoglykan- und Glycosaminoglykannachweis mit
CMB, 0.3 M. Region mit nur wenigen Kollagenfibrillen (rote Pfeile) und groflen
CMB-Prizipitaten (griine Pfeile) in der amorphen Matrix.VergroBerung:
x 89700.
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Abb. 39: BWS, Nucleus pulposus, Proteoglykan- bzw. Glycosaminoglykan-
nachweis mit CMB, 0.6 M. Region mit nur wenigen Kollagenfibrillen
(rote Pfeile) und sehr groBen CMB-Prézipitaten (griine Pfeile) in der
amorphen Matrix. VergroBBerung: x 27167.
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Abb. 40: BWS, Nucleus pulposus, AufBlenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB, 0.3 M. Eine elastische Faser ( * ), die auBen dicht mit kleinen
CMB-Précipitaten bedeckt ist. (—: quergetroffene Kollagen-
fibrillen).VergroBerung: x 66654.
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Abb. 41: BWS, Nucleus pulposus, Auflenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB 0.3 M. Knorpelzelle, die groe Lipidtropfen ( * ) enthdlt und

von einem klar begrenzten Hof umgeben ist. Vergroferung: x 6785.
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Abb. 42: BWS, Nucleus pulposus, AuBlenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB, 0.3 M. Knorpelzelle (N: Zellkern) mit Lipidtropfen ( * ) und
groBem Hof, der u. a. eigentiimlich bandformig organisiertes

Material ( — ) enthilt. Vergroferung: x 6785.
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Abb. 43: BWS, Nucleus pulposus, Auflenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB 0.6 M. Knorpelzelle (N: Kern, C: Zytoplasma, L:
Lipideinschluf}), deren Oberfliche dicht mit CMB-Pricipitaten
besetzt ist. Die Proteoglykane der Innenzone (1) des Hofes sind
lockerer angeordnet als in der AuBenzone (A ). Im Kern
reagieren hier die negativ geladenen Kernséuren. Vergroferung:

x 36609.
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Abb. 44: BWS, Anulus fibrosus, Innenzone, Proteoglykannachweis mit CMB 0.6 M.
Kollagenfibrillen, die auBlen dicht mit CMB-Pricipitaten umbhiillt sind ( — ) und feine
intrafibrillaire CMB-Précipitate enthalten ( A ).VergroBBerung: x 90293.
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Abb. 45: BWS, Anulus fibrosus, AuBlenzone, Proteoglykannachweis mit CMB 0.3 M.
Dichtgepackte Kollagenfibrillen, die auflen mit CMB-Précipitaten bedeckt sind.
VergroBerung: x 50000.
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Abb. 46: BWS, Anulus fibrosus, Innenzone,
Proteoglykannachweis mit CMB 0.3 M. Knorpel-
zelle (N: Zellkern) im Faserknorpel. Beachte die
Sekretionsgranula mit CMB-Prézipitaten (— ).
Hof innen (1) lockerer als auBlen (A). Ver-

groBerung: x 27167.
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Abb. 47: BWS, Anulus fibrosus, Innenzone, Proteoglykannachweis mit
CMB 0.3 M. AuBerer Bereich des Hofs einer Knorpelzelle;
auffillig ist die Zusammenlagerung kleiner CMB-Prézipitate zu

streifenformigen Strukturen ( — ). VergroBerung: x 36600.
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Abb. 48: BWS, knorpelige Abschlussplatte, Proteoglykannachweis mit CMB, 0.3 M;
Knorpelzelle (K) mit Lipideinschliissen ( * ). Schmaler Hof (H) mit zahlreichen
Proteoglykanen. Beachte, dass in der interterritorialen Matrix, relativ viele
Kollagenfibrillen auftreten ( — ), die den Kollagenfibrillen vom Typ I entsprechen.
Vergroferung: x 12006.
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3.8 Zusammenfassung der Befunde

In der vorliegenden Arbeit wurde mit verschiedenen cyto- und histochemischen Methoden die
Zwischenwirbelscheibe (Discus intervertebralis) in verschiedenen Abschnitten der
Wirbelsédule von adulten Rhesusaffen (Macaca mulatta) untersucht.

Ziel der Arbeit war die Analyse des strukturellen Aufbaus und der Verteilung histochemisch
und immunhistochemisch erfassbarer Komponenten der Zwischenwirbelscheibe eines
hoheren Primaten, der recht eng mit dem Menschen verwandt ist. Die Analyse des Aufbaus
der Zwischenwirbelscheibe ist aus zellbiologischer Sicht von besonderem Interesse, weil hier
auf engem gefilfreien Raum ganz unterschiedliche Formen des Binde- bzw. Stiitzgewebes
vorkommen.

Schwerpunktméfig kamen Methoden zum Einsatz, mit deren Hilfe Glykosaminoglykane und
Glykoproteine im Schnittprdparat nachgewiesen werden konnen, wie z. B. Férbung mit
Alcianblau, Cupromeronic Blue (CMB) sowie Lektine und Immunhistochemie.

Rhesusaffen sind hohere Primaten und kdnnen daher als Modellorganismen fiir den Menschen
angesehen werden.

Durch lichtmikroskopische Férbeverfahren 148t sich der histologische Aufbau der
Zwischenwirbelscheibe in verschiedene Bereiche gliedern: Die knorpelige Abschluf3platte mit
hyalinem Knorpel, einschlieflich Sdulen- und Blasenknorpel, den Anulus fibrosus (Faserring)
und den Nucleus pulposus (Gallertkern). Die Innenzone des Anulus fibrosus besteht aus
Faserknorpel. Der Nucleus pulposus ist durch Ubergangszonen mit seiner Umgebung
verbunden. Auch der Faser- und hyaline Knorpel sind durch breite Ubergangszonen

verbunden.

Die Dicke der knorpeligen Abschlufplatte variiert. Sowohl in der Halswirbelsdule, der

Brustwirbelsdule, als auch in der Lendenwirbelsdule ist die Knorpelplatte generell kranial
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dicker als kaudal (kranial und kaudal: bezogen auf den Wirbelkorper), was moglicherweise
auf die Druckbelastung durch das Korpergewicht der Rhesusaffen zuriickzufiihren ist.

Die Knorpelplatten werden sowohl kranial als auch kaudal in allen Wirbelsédulenbereichen
zum Zentrum hin generell immer diinner, so dal der Eindruck einer Art Wanne fiir die
Lagerung des Nucleus pulposus entsteht, was vermutlich die mechanisch giinstige Kissenform
des Nucleus pulposus unterstiitzt. Da der Nucleus pulposus sowohl von kranial als auch von
kaudal schiisselformig eingefalt wird, wird somit sicherlich seine Lagestabilitit gefordert.
Der Nucleus pulposus ist sehr locker strukturiert und enthilt neben Kollagenfasern vor allem
Glykosaminoglykane. Er entspricht einem ungewdhnlich faserarmen und glykosaminoglykan-

sowie wasserreichem Bindegewebe. Zellen (meist Knorpelzellen) sind relativ selten.

Besonders auffillig sind Unterbrechungen in den knorpeligen AbschluBplatten, die jenen
pathologischer Verdnderungen der menschlichen Zwischenwirbelscheibe dhneln, wobei die
Makakenwirbelsédule jedoch, anders als z. T. beim berufstitigen Menschen, durch artgerechte
Haltung nicht unphysiologisch belastet wurde.

Mittels des immunhistochemischen PCNA-Nachweises (proliferating cells nuclear antigen)
lieB sich zeigen, daBl die Proliferationsrate von Knorpelzellen innerhalb der

Zwischenwirbelscheibe des Rhesusaffen erstaunlich gering ist.

Faser- und hyaliner Knorpel sind insbesondere durch ihren Gehalt an spezifisch verteilten
Kollagenen und Proteoglykanen gekennzeichnet. Die Innenzone des Anulus fibrosus ist reich
an Decorin sowie Chondroitin-6-Sulfat und Dermatansulfat. Die letztgenannten
Glykosaminoglykane sind aber auch in den knorpeligen Abschlu3platten und im peripheren

Bereich des Nucleus pulposus immunhistochemisch nachweisbar.

Die elektronenmikroskopischen cytochemischen Untersuchungen der Zwischenwirbelscheibe

der Rhesusaffen mit Hilfe der CMB — Methodik zeigen eine ungewdhnliche Anordnung von
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extrazelluldren Proteoglykanen. Diese stehen oft in direkter Beziehung zu Kollagenfibrillen.
Die Mehrzahl der Proteoglykane liegt den Kollagenfibrillen direkt an, dies jedoch - im
Gegensatz zu manchen anderen Geweben - ohne erkennbare RegelmédBigkeit. Sie kdnnen
auch benachbarte Kollagenfibrillen verbinden, sowie frei in der Matrix enden. Bei diesen
kollagenassoziierten Proteoglykanen handelt es sich - zumindest zum Teil - vermutlich um
das Decorin. Ungewohnlicherweise finden sich auch im Inneren der Kollagenfibrillen,
speziell im Bereich des Anulus fibrosus, Glykosaminoglykane, die jedoch erheblich kleiner
als die der Fibrille auBen anliegenden Reaktionsprodukte sind. Die Funktion dieser
intrafibrilliren Proteoglykane ist bisher unbekannt, moglicherweise markieren sie Grenzen
zwischen fibrilliren Untereinheiten, den Protofibrillen. AuBerdem lassen sich
Glykosaminoglykane in kollagenfreien Rdumen nachweisen. Hier sind sie zum Teil relativ
grol und verzweigt. Auch die elastischen Fasern des Anulus fibrosus sind von
Proteoglykanen umbhiillt, deren Glykosaminoglykane vermutlich Heparansulfat entsprechen.

In den Faserknorpelzellen der Innenzone des Anulus fibrosus lassen sich im
Elektronenmikroskop neben relativ grolen Lipideinschliissen grofe Sekretgranula
nachweisen, deren Inhalt aus kleinen Proteoglykanvorstufen besteht, die offensichtlich

exozytotisch sezerniert werden.
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4 Diskussion

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, daf3 es hinsichtlich des histologischen Aufbaus der
Zwischenwirbelscheibe von Mensch und Rhesusaffen zahlreiche Ubereinstimmungen gibt, so
daB in dieser Hinsicht die Makaken durchaus als Modellorganismen fiir den Menschen
angesehen werden konnen. Die physischen und ethologischen Besonderheiten des Menschen,
die sich im wesentlichen auf die Korpergrofie, das Korpergewicht und die einseitig bipedale
Fortbewegung beziehen, spiegeln sich qualitativ nicht im licht- und elektronen-
mikroskopischen Aufbau der Zwischenwirbelscheibe wieder. Da3 die Zwischenwirbelscheibe
und andere Anteile der Wirbelsaule fiir viecle erwachsene Menschen ein Problem sein kann,
kann oft damit korreliert werden, dass der moderne Mensch im allgemeinen ein sehr viel
hoheres Lebensalter als die Makaken erreicht und sich oft einer unnatiirlichen Lebensweise

befleiBigt (ENGSTROM und BRATFORD, 2003).

In einer vergleichenden Studie der Wirbelkorper der Lendenwirbelsdule fanden BOSZCZYK
et al. (2001), dal die Wirbelkorper des Menschen strukturelle Anpassungen an hohe axiale
Belastungen zeigen, und zwar ist stets die kraniale Endfliche ungewdhnlich groB.

Auf die vielseitigen Bewegungsmoglichkeiten der Rhesusaffen wurde schon in der Einleitung
hingewiesen. Auffillig ist, da auch bei den Rhesusaffen der Rumpf sehr oft aufrecht
gehalten wird.

Interessant ist, daB3 bei Rotgesichtsmakaken, denen ein bipedaler Gang antrainiert wurde, eine
Tendenz zur Bildung einer Lendenwirbelsdulenkurvatur beobachtet wurde (PREUSCHOFT et
el., 1988). Die Zwischenwirbelscheiben dieser etwas verdnderten Wirbelsdulen wurden aber
nicht histologisch analysiert.

Die Riickenmuskulatur der Makaken dhnelt sehr stark der des Menschen (HARTMAN und

STRAUS, 1933).
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Eine sorgfiltige neuere histologische Analyse der Zwischenwirbelscheibe liegt innerhalb der
Primaten bisher nur von Homo sapiens vor. Die in der vorliegenden Studie am Rhesusaffen
nachgewiesenen Ubereinstimmungen der histologischen Struktur der Zwischenwirbelscheibe
von Makak und Mensch lassen sich am besten phylogenetisch, also aufgrund der engen
biologischen Verwandschaft, erkldren. Zufolge eines proteinchemischen Vergleichs (BAUER
und SCHREIBER, 1996) lebte der letzte gemeinsame Vorfahr von Makaken und Mensch vor

ca. 31 Millionen Jahren im Oligozén.

Die wichtigsten makromolekularen Komponenten der Zwischenwirbelscheibe sind Kollagene
und Proteoglykane (SCOTT, 2002). Mit Hilfe der Alcianblaufarbung wiesen TAYLOR und
SCOTT (1992) nach, dal beim Menschen alle Glykosaminoglykane und Proteoglykane der
Zwischenwirbelscheibe mit Hilfe der differenzierten Alcianblaufiarbung dargestellt werden
konnen. Das Alcianblau bindet an die elektrisch negativ geladenen Gruppen, z. B. Sulfat- und
Hydroxylgruppen, der Glykosaminoglykane. Es zeigte sich dabei, dal vom 1. bis zum 10.
Lebensjahr die Sulfatierung der Glykosaminoglykane zunimmt und danach konstant bleibt.
Die grofite Zunahme der Sulfatierung erfolgt nach Riickbildung der Blutgefifle (spétestens im
4. Lebensjahr). Auch im Zwischenwirbelscheibengewebe des adulten Rhesusaffen wurden
wie beim erwachsenen Menschen keine Blutgefiae nachgewiesen. Vermutlich wird im Zuge
der zunehmenden Sulfatierung Chondroitinsulfat zu einem erheblichen Teil durch
Keratansulfat ersetzt, was letztlich durch O2-Mangel ausgelost wird. Die Zunahme der
Sulfatierung ist nicht mit degenerativen Verdnderungen, wie gelegentlich behauptet wurde,
korreliert. Beim adulten Rhesusaffen konnten insbesondere im hyalinen (knorpelige
Abschlulplatten) und im Faserknorpel Chondroitin-6-Sulfat sowie Dermatansulfat
nachgewiesen werden. Diese Glykosaminoglykane sind ganz vorwiegend Komponenten von
Proteoglykanen wie z. B. Aggrecan und Decorin (ALBERTS et al., 2002). Sie sind wie beim

Menschen stets in den Knorpelhdfen in besonders hoher Konzentration nachweisbar.
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Die Alcianblaufairbung war beim Affen am kréftigsten in den Knorpelanteilen, also im
Faserknorpel der Innenzone des Anulus fibrosus und in den knorpeligen AbschluBlplatten.
Alcianblau-positive, d. h. proteoglykanreiche Strukturen finden sich aber auch in der
AuBenzone des Anulus fibrosus und im flieBenden Ubergang der Innenzone des Anulus
fibrosus zum Nucleus pulposus. Der wasserreiche Nucleus pulposus blieb im untersuchten
Material zumeist ungefarbt im Alcianblau-Préparat. Dies ist wahrscheinlich ein Artefakt, das
dem drastischen Wasserentzug bei den Routineverfahren der histologischen Einbettung
beruht. Der Nucleus pulposus diirfte eine spezielle Bindegewebsform darstellen, die nur sehr
wenige Zellen und eine geringe Menge an Kollagenfibrillen enthdlt. Ganz iiberwiegend

besteht er aus Glykosaminoglykanen und Wasser.

Interessant sind die regelméBig zu findenden vollig strukturfreien Rdume im Nucleus
pulposus. Solche Raume konnen von den sehr locker strukturierten mehr peripheren Teilen
des Nucleus pulposus durch eine scharfe Grenze abgetrennt sein. Die Natur der Grenze
konnte nicht aufgeklart werden, sie wird aber vermutlich durch kollagene Fasern aufgebaut.
Solche strukturlosen Rdume dhneln dem Binnenraum von echten Gelenken und betonen den
gelenkdhnlichen Charakter der Zwischenwirbelscheiben. Es ist daher vorstellbar, dass die
Zwischenwirbelscheiben somit eine Zwischenstellung zwischen Synarthrosen und

Diarthrosen einnehmen.

Die CMB (Cupromeronic Blue-) Firbung entspricht in ihrem Chemismus dem der
Alcianblaufarbung. Aufgrund der groBeren Elektronendichte ist das CMB im
Elektronenmikroskop gut sichtbar (SCOTT und HAIGH, 1988).

Im Elektronenmikroskop zeigt sich eine sehr differenzierte Verteilung der CMB-positiven

Strukturen, die Glykosaminoglykanen entsprechen.



Diskussion 93

Interessant ist ein Vergleich von CMB- und Alcianblaufarbung im Elektronenmikroskop.
DECKER et al. (1994) untersuchten mit Hilfe des Alcianblau die Proteoglykane im
Ligamentum cruciatum des Kniegelenks des Schafs. Die Proteoglykannachweise allein mit
dem Alcianblau sind viel kontrastirmer und unschérfer als in Préparaten, wie den
vorliegenden Zwischenwirbelscheibenschnitten, die mit CMB gefirbt werden. Dies beruht
sicher auch darauf, dass bei der CMB-Farbung der Kontrast durch das Metall Wismuth in der

Inkubationsldsung verstarkt wird.

Auffallend und im Elektronenmikroskop deutlich sichtbar ist die enge Beziehung zwischen
Kollagenfibrillen des Typ-I im Anulus fibrosus und den nadelférmigen CMB-Précipitaten.
Nach BROOKS et al. (2002) und SCOTT (2002) lagert sich das Proteoglykan Decorin
typischerweise an der Oberfliche von Kollagen-Typ-I-Fibrillen an, so da die CMB-
Précipitate, die in dieser Untersuchung an der Oberflidche der Kollagenfibrillen nachgewiesen
wurden, dem Decorin entsprechen diirften. Der grole Durchmesser der Kollagenfibrillen (75-

120nm) spricht dafiir, daB3 es sich bei ihnen um Kollagenfibrillen vom Typ-I handelt.

In verschiedenen anderen Geweben (ERLINGER 1995, ERLINGER et al. 1995, SCOTT
2002) ist das Decorin ganz regelméBig entlang der Kollagenfibrille angeordnet, und zwar
findet sich beim Saugetier — im transmissionselektronenmikroskopischen Priparat - ein CMB-
Pricipitat (entspricht im Prinzip einem Decorinmolekiil) pro D-Periode. Bei einigen
Wirbellosen (Echinodermen) finden sich dagegen zwei Decorin-Molekiile pro D-Periode.
Zufolge der genannten Autoren und SCOTT (1996) verbindet das Decorin benachbarte
Kollagenfibrillen und hat eine wichtige Funktion bei der Ausrichtung der Fibrillen wihrend
des Wachstums. Weiterhin erhilt es die Fibrillen in ihrer Lage und verhindert vermutlich auch
ihre Verschmelzung. In der Zwischenwirbelscheibe diirfte dem Decorin eine vergleichbare

Rolle zukommen. Auffallend ist aber, dal3 in der Zwischenwirbelscheibe das Decorin nicht
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regelhaft an den Fibrillen befestigt ist, sondern in allen mdglichen Anordnungen zu finden ist,
es kann z. B. parallel zur Langsachse der Fibrille oder auch zirkuldr zu ihr angeordnet sein. Es
finden sich daneben aber auch viele CMB-Pricipitate (entsprechen dem Decorin), die
benachbarte Fibrillen verbinden. Weiterhin ist der Belag der Kollagenfibrillen mit CMB-
Pricipitaten in der Zwischenwirbelscheibe sehr viel dichter als in anderen bisher untersuchten
Geweben. Dies konnte eine ungewohnlich enge Bindung zwischen benachbarten Fibrillen
bedeuten. Es konnte aber auch bedeuten, dall noch andere Proteoglykane als das Decorin an
der Oberflache der Kollagenfibrillen vorkommen.

Lichtmikroskopisch gelingt der immunhistochemische Nachweis des Decorins in
unmittelbarer Ndhe zum Typ-I-Kollagen im gesamten Anulus fibrosus in kréftiger Intensitét.
In den knorpeligen AbschluB8platten fillt die Farbung dagegen sehr viel schwiécher aus und ist
hier im wesentlichen auf eine schmale Zone im Hof der hyalinen Knorpelzellen beschrankt.

Im Nucleus pulposus treten einzelne deutlich angeférbte Faserziige auf.

Das Chondroitin-6-Sulfat ist als Teil des Aggrecans (BROOKS et al, 2002) im
Lichtmikroskpop immunhistochemisch nachweisbar. Es kommt sowohl im Faserknorpel der
Innenzone des Anulus fibrosus als auch im hyalinen Knorpel der Abschluf3platten vor.

Ein besonders kriftiger Nachweis gelingt — wie im Knorpelgewebe anderer Organe
(ERLINGER, 1995) - in den Hofen der Knorpelzellen des Faserknorpels und des hyalinen

Knorpels, eine schwach positive Reaktion findet sich in der AuBBenzone des Anulus fibrosus.

Im Bereich des Faserknorpels finden sich um die Knorpelzellen auffallende
proteoglykanreiche Hofe, in denen kaum typische Kollagenfibrillen vorkommen. In diesen
Hofen wurde in Untersuchungen anderer faserknorpeliger Strukturen wie z. B. dem
Ligamentum transversum des Acetabulums des Hiiftgelenkes (MILZ et al., 2001), der

Trochlea des M. obliqu. sup., (KUMAI, 2002) neben Kollagen-Typ-II auch Kollagen von
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Typ-III und Typ-VI nachgewiesen, und BOOS et al. (1997) fanden im Faserknorpel der
Zwischenwirbelscheibe dlterer Menschen hier auch Typ-X-Kollagen. In der vorliegenden
Studie wurden keine immunhistochemischen Kollagennachweise gefiihrt. Aus Griinden der
evolutiondren Homologie diirften sie hier aber auch beim Rhesusaffen vorkommen. In den
Hofen der Faserknorpelzellen der Bandscheibe des Makaken kommt mit Hilfe der CMB-
Nachweise ein hochdifferenziertes Proteoglykan- bzw. Glykosaminoglykanverteilungsmuster
zum Vorschein.

Dieses Muster ist in seiner speziellen Bedeutung bisher nicht exakt analysiert, was spiteren
Untersuchungen vorbehalten bleiben muB. Ein iiberwiegender Teil der CMB-Précipitate
entspricht dem im Knorpel ubiquitiren Aggrecan (ERLINGER, 1995, KUMAI, 2002).
ERLINGER (1995) fand im Bronchialknorpel perizellulir groere CMB-Pricipitate, die
Chondroitin- und Dermatansulfat-haltigen Proteoglykanen entsprechen. Unmittelbar an der
Zelloberflache findet sich moglicherweise (dhnlich wie bei Fibroblasten) das Proteoglykan
Syndecan-1 (BROOKS et al.,, 2002). Die Bedeutung der beschriebenen periodischen

bandartigen CMB-Pricipitate bleibt noch génzlich unbekannt.

Interessant ist der Nachweis elastischer Fasern in der AuBlen- und Innenzone des Anulus
fibrosus der Zwischenwirbelscheiben des Rhesusaffen. Diese sind von einer dicken Schicht
kleiner CMB-Précipitate umbhiillt, die — in Analogie zum Lungengewebe (ERLINGER,
1995) - Heparansulfat darstellen kdnnten.

Eine Besonderheit vieler Kollagenfibrillen vom Typ-I ist in der Zwischenwirbelscheibe des
Rhesusaffen offenbar das Vorkommen intrafibrillarer kleiner CMB-Précipitate. Intrafibrilldre
Glykosaminoglykane wurden vereinzelt bei Sdugetieren und Haarsternen (Echinodermen)
beschrieben (SCOTT, 1990, ERLINGER et al., 1993). In den Kollagenfibrillen der Haarsterne
wurde vermutet, daB sie eine Rolle spielen konnten beim Zusammenhalt von ca. 10 nm dicken

Untereinheiten der Fibrillen, sogenannter Protofibrillen (= Subfibrillen). Solche
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Untereinheiten waren in Kollagenfibrillen der Ratte zuerst von SCOTT (1990) beschrieben
worden. Es wurde vermutet, da3 thnen beim Wachstum der Fibrille eine Rolle zukommt. Thre
Funktion ist aber im wesentlichen ungeklért. Die Tatsache, dass Kollagenfibrillen, wie sie mit
ihrer typischen D-Periode im Elektronenmikroskop erkennbar sind, aus Protofibrillen
bestehen, wurde mit verschiedenen elektronenmikroskopischen Methoden nachgewiesen
(RUGGERI et al. 1979). Die Protofibrillen messen ca. 10 nm im Durchmesser und kénnen
geradlinig oder nelicoidal angeordnet sein. In Sehnen von Ratten beobachtete SCOTT (1990),
dass die intrafibrilliren Proteoglykane in verschiedener Richtung angeordnet sein kdnnen. Ob
dies auch in den Kollagenfibrillen der Zwischenwirbelscheibe der Fall ist, ist noch
detaillierter zu untersuchen. Die vorliegenden diesbeziiglichen Befunde lassen aber vermuten,
dass sie hier parallel zur Langsachse der Fibrillen vorkommen. Sie sind relativ klein und sind
offensichtlich auf eine bestimmte Zone der D-Periode beschriankt (Abb. 44), was so bisher
nicht beschrieben wurde. Die Bedeutung dieser intrafibrilliren Proteoglykane bleibt noch

unklar.

Auffallend ist, dass einerseits in der Zwischenwirbelscheibe des Rhesusaffen — und anderer
Saugetiere — auf engem Raum sehr unterschiedliche Binde- bzw. Stiitzgewebe vorkommen,
dass aber andererseits breite Ubergangszonen zwischen den jeweils typisch ausgepriigten
Gewebetypen auftreten. Weitere Untersuchungen sollen klidren, wie weit eine noch
differenziertere Analyse auf dem Gebiet der Proteoglykane, die Unterschiede der
verschiedenen Regionen auf eine breitere Grundlage stellen kann, womit vermutlich auch das
funktionelle Versténdnis vertieft wiirde. Weiterhin erhebt sich natiirlich die Frage nach der
genetischen Regulation der Unterschiede und auch der breiten Ubergiinge. Interessant ist in
diesem Zusammenhang, dass in den nicht verkalkten Arealen des hyalinen Knorpels
offensichtlich verbreitet Kollagenfibrillen vom Typ I (Fibrillendurchmesser zwischen 70 und

80 nm) vorkommen, wodurch der scharfe Unterschied zwischen dem Faserknorpel und dem
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Deckplattenknorpel verwischt wird. Moglicherweise erlangt der hyaline Knorpel durch die
vielen Typ-I-Kollagenfibrillen eine besonders robuste Struktur. Im hyalinen

Bronchialknorpel kommen keine Typ I Kollagenfibrillen vor (ERLINGER, 1995).

Schwer einzuordnen sind die Befunde zum Lektinbindungsmuster in der Zwischen-
wirbelscheibe des Rhesusaffen. Die Lektinbindungstellen sind Zucker oder Aminozucker
(BROOKS et al., 2002) und lassen sich schon frith in der Embryonalentwicklung der
Zwischenwirbelscheibe nachweisen (GOTZ et al., 1991). Die Lektinbindungsstellen sind
vermutlich zum groflen Teil Komponenten von Proteoglykanen oder auch Glykoproteinen.
Dafiir spricht z. B. ihr kraftiger Nachweis in den Knorpelhofen. In der Zwischenwirbelscheibe
des Rhesusaffen kommen besonders zahlreiche Bindungsstellen fir LCA und WGA im
Siulen-/Blasenknorpel der knorpeligen AbschluBplatte und in der Ubergangszone dieser
Platte zum Nucleus pulposus vor. Die spezifische funktionelle Bedeutung bleibt hier unklar,
ob eine Korrelation zum Kollagen Typ-X besteht, das bei Kindern stark vermehrt in der
Saulen-/Blasenknorpelzone (und auch im Nucleus pulposus) vorkommt (BOOS et al., 1997),

ist ganz ungewiB.

Sehr schwer einzuordnen sind auch viele Einzelheiten der Struktur des Nucleus pulposus.

Noch ginzlich unbekannt sind die mit Hilfe der Azanfarbung rot anfarbbaren stark
abgeflachten Strukturen. Sie erscheinen nur im Nucleus pulposus und treten immer
einzelnstehend auf. Auch eine besondere Lokalisationsspezifitdt dieser Strukturen ist nicht zu
erkennen, sie sind im Nucleus pulposus-Gewebe locker verteilt, wobei auch groBere
ansonsten zellfreie Rdume des Nucleus pulposus von ihnen frei bleiben. Mdglicherweise sind

es zum Teil Zelltrimmer absterbender Blasenknorpelzellen.

Obwohl die Makaken dieser Studie artgerecht gehalten wurden, zeigen sie Unterbrechungen

in der Knorpelschicht der Abschlu3platte, die jenen des unter degenerativen Wirbelsdulen-
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erkrankungen leidenden Menschen dhneln. Diese degenerativen Erkrankungen kénnen beim
Menschen zu schmerzhaften Syndromen und frithzeitigem Ausscheiden aus dem Berufsleben
fiihren (KRAMER, 1993). Langjihrige RehabilitationsmaBnahmen sind die Folge.

Da solche Verianderungen bei den untersuchten Tieren in allen Etagen der Wirbelsédule regel-
méBig gefunden wurden, ist zu vermuten, daf es sich beim Rhesusaffen nicht um patholo-
gische Verdnderungen sondern um normale Altersverdnderungen handelt. Mdglicherweise
haben die Blutgefile, die hier direkt in Kontakt mit den knorpeligen Abschlulplatten
kommen, sogar erndhrende Funktion.

Eine weitere Frage wird durch die Ergebnisse, die mit Hilfe der PCNA- und die Ki-67-
Antikdrper-Methode gewonnen wurden, aufgeworfen.

Diese Methoden dienen dem Nachweis proliferierender Zellen. In der Zwischenwirbelscheibe
der in dieser Arbeit untersuchten Makaken zeigt sich eine erstaunlich geringe Proliferations-
rate. Bei adulten Makaken scheint der zelluldre Turnover so gering zu sein, daf3 eine Reha-
bilitation von Degenerationszonen in der Zwischenwirbelscheibe langwierig und erschwert zu
sein scheint. Zusitzlich gilt es zu bedenken, dall bei adulten Makaken, genauso wie beim
adulten Menschen (TAYLOR et al., 1992) keine Vaskularisierung der Zwischenwirbelscheibe
vorliegt. Dem Menschen und dem Makaken ist also die Neigung zu Veridnderungen der knor-
peligen AbschluBplatten in der Zwischenwirbelscheibe gemeinsam, wobei noch zu unter-
suchen wire, welche Rolle in gewisser Weise statische Fehlbelastungen beim Menschen
spielen. Auch unter diesem Aspekt konnte der Rhesusaffe bei der Entwicklung orthopadischer
RehabilitationsmaBBnahmen fiir degenerative Wirbelsdulenerkrankungen als Modell-

organismus dienen.
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Abb. 13: Faserknorpel in der Innenzone (links im Bild) des Anulus fibrosus. Rechts:
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Abb. 23: Mittlerer Bereich des Anulus fibrosus mit Knorpelzellen einer
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Abb. 35: BWS, Nucleus pulposus Auflenzone, Proteoglykannachweis mit CMB, 0.3 M.
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