Aus der Anatomischen Anstalt der Ludwig-Maximilians-Universitit
Miinchen

Vorstand: Univ. Prof. Dr. med. Dr. hc. R. Putz

Molekulare Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix
der Sehne des M. tensor veli palatini an der Umlenkung am

Hamulus pterygoideus

Dissertation
zum Erwerb des Doktorgrades der Zahnheilkunde
an der Medizinischen Fakultét der

Ludwig-Maximilians-Universitdt zu Miinchen

vorgelegt von
Michael Gitt
aus Miunchen

2006



Mit Genehmigung der Medizinischen Fakultat

der Universitat Munchen

Berichterstatter:

Mitberichterstatter:

Dekan:

Tag der miindlichen Priifung:

Priv. Doz. Dr. S. Milz

Prof. Dr. F. X. Reichl

Priv. Doz. Dr. M. Suckfull

Prof. Dr. D. Reinhardt

21.06.2006



GLIEDERUNG

1. Einleitung

1.1 Anatomische Situation

1.1.1 Ubersicht

1.1.2  Makroskopische Morphologie des knochernen Hamulus pterygoideus
1.1.3 Topographie im Schidelskelett

1.1.4 Topographie der angrenzenden Weichgewebe

1.2 Funktionelle Anpassung des Sehnengewebes an Zug- und Druckbelastung
1.3 Klinischer Bezug

1.4  Zielsetzung der Arbeit

2. Material und Methode

2.1  Material

2.2 Methode

2.2.1 Entnahme, Priparation und Zwischenlagerung
2.2.2 Gefrierschnittanfertigung

2.2.3 Immunhistochemische Markierung

2.2.4 Mikroskopische Auswertung

3. Ergebnisse

3.1  Kollagene
3.2 Glycosaminoglykane
3.3  Proteoglykane und Link Protein



4. Diskussion

4.1 Wertigkeit des gewéhlten methodischen Ansatzes

4.1.2 Wahl der geeigneten Priparate

4.1.1 Wahl der geeigneten Nachweismethode

4.2 Interpretation der Ergebnisse

4.3  Klinische Bedeutung des Nachweises knorpeltypischer Antigene

5. Zusammenfassung

6. Literatur

7. Lebenslauf



1 Einleitung

1.1 Anatomische Situation

1.1.1 Ubersicht

Der Hamulus pterygoideus wird in der Literatur im Allgemeinen als hakenformiger
Fortsatz am kaudalen Ende der Lamina medialis des Proc. pterygoideus des Keilbeins
beschrieben, welcher nach auflen und hinten gekriimmt ist. Am menschlichen Schédel
finden sich somit zwei Hamuli, welche beidseits etwa in Hohe der Tuberebene hinter dem

Gaumenbein (Os palatinum) liegen.

Der Hamulus pterygoideus dient als Umlenkung fiir die Sehne des M. tensor veli palatini,
welche in einer Gleitfurche, dem Sulcus hamuli pterygoidei, den ,,Gaumenhaken*
(Salomon 1842) umschlingt. Dieser Muskel ist Bestandteil des weichen Gaumens und

spannt das Gaumensegel (Merkel 1901; Braus 1954; Pernkopf 1957; Frick et al. 1992).

Schon frith wird in der Literatur beschrieben, dass die konkave, ventro-lateralwérts
gerichtete Kontaktfliche zur Sehne an der Basis des Hamulus Zeichen eines

faserknorpeligen Phéanotyps aufweist (Riidiger 1874; Disse et al. 1896; Spalteholz 1922).

Eine weitere wichtige Funktion erfiillt der Hamulus als Ursprungs- bzw. Ansatzstelle
mehrerer Muskeln und Sehnen. Im Einzelnen sind hier die Raphe pterygomandibularis, der
M. tensor veli palatini, der M. buccinator, der M. constrictor pharyngis superior und der M.

palatopharyngeus zu nennen (Gardener et al. 1963; Frick et al. 1992; Putz et al.1993).

Die Raphe pterygomandibularis entspringt an der Spitze des Hamulus und zieht schrig
lateral abwirts und inseriert zwischen dem zweiten und dritten Molaren an der Innenseite
der Mandibula in Hohe der Alveolarfortsatzbasis (Eisler 1912).

Sie dient dem M. buccinator und der Pars buccopharyngica des M. constrictor pharyngis
superior als Zwischensehne (Kopsch 1940).

Der M. palatopharyngeus, welcher an der Innenseite des Schlundschniirers abwiérts zieht,

strahlt von Gaumenaponeurose und Hamulus aus (Frick et al. 1992).



1.1.2 Makroskopische Morphologie des knochernen Hamulus pterygoideus

Der Hamulus selbst ldsst sich in drei Abschnitte unterteilen. Die Basis liegt direkt am
Ubergang zur Lamina medialis und zeigt im Querschnitt die groBte Fliche. Kaudalwirts
folgt nun der Hals, die schmalste Stelle sowohl in medio-lateraler (Breite), als auch in
ventro-dorsaler (Dicke) Richtung. Diese Verjiingung liegt ca. 1-3 mm kranial des

Kopfchens, welches sich in den meisten Fillen ausbildet.

Die durchschnittliche Breite liegt in transversaler Richtung bei 1,4 mm und ist somit
deutlich geringer als die Dicke in der sagittalen mit einem Mittelwert von 2,3 mm. Die
mittlere Gesamtlédnge vom tiefsten Punkt des Sulcus an der Basis bis zur kaudalsten Spitze
des Kopfchens betrdgt 7,2 mm. Im Querschnitt zeigt sich die ventrale Seite deutlich

rundlicher und breiter als die manchmal scharfkantig zulaufende dorsale Seite.
Zusammenfassend zeigt sich zwischen verschiedenen Individuen eine grof3e

morphologische Vielfalt, doch innerhalb desselben Individuums héufig im Seitenvergleich

die gleiche Tendenz.

1.1.3 Topographie im Schidelskelett

Die topographische Lage des Hamulus pterygoideus im Schidelskelett ldsst sich anhand
verschiedener Linien und Ebenen beschreiben. In der Horizontalebene liegt er beim
Menschen ca. 2,0 — 5,0 mm medio-dorsal des kndchernen Tuber maxillae, im Mittel
betrdgt der Abstand 4,8 mm. Hierbei zeigt sich kein direkter Zusammenhang zur
Bezahnung im Molarenbereich. Die Relation zum Tuberniveau variiert erheblich, das
Kopfchen kann sowohl 8 mm kranial, als auch 5 mm kaudal des Proc. alveolaris liegen.
Denkt man sich eine Linie durch die Basen beider Hamuli, so verlduft diese ca. 3mm
dorsal der Spina nasalis posterior parallel zur Fontalebene. Thr durchschnittlicher Abstand
betrdgt 30,6 mm und in der Regel liegen sie etwas kaudal des Os palatinum, wobei die
Spitzen der Hamuli das Tuberniveau im Mittel nicht iiberragen.

Der Winkel zwischen Hamuluslingsachse und Camper’scher Ebene betrigt auf die
Sagittalebene projiziert ca.75° nach dorsal geneigt. Auf der Frontalebene liegt der Winkel

zwischen Hamulusldngsachse und Bipupillarlinie bei durchschnittlich 58°.



Auch topographisch zeigt sich am gleichen Individuum beidseits meist die gleiche
Tendenz, wihrend die Unterschiede zwischen den Individuen doch deutlich ausgeprigt

erscheinen konnen. (Kroyer 1997; Putz & Kroyer 1999).

1.1.4 Topographie der angrenzenden Weichgewebe

Der M. pterygoideus medialis verlduft lateral, parallel zur Lingsachse des Hamulus. Es
konnen aber einige Fasern, die vom Kd&pfchen entspringen, schrdg nach unten in den
Hauptmuskel einstrahlen.

Zwischen dem Hamulus und dem M. pterygoideus medialis liegt der M. tensor veli
palatini. Dieser zwei- bis dreibduchige Muskel entspringt beim Menschen mit seinem
kranialen Bauch in der Fossa scaphoidea, mit dem mittleren an der Ala major ossis
sphenoidalis und manchmal mit einem kaudalen Bauch an der Tuba auditiva. In einem
Winkel von 45-65° laufen die Béuche nach anterior schrig abwirts und vereinigen sich zu
einer Zwischensehne, welche den Hamulus im Sulcus auf der konkaven Seite umschlingt.
Von hier aus strahlen sie schrig nach medio-ventral in die Aponeurosis palatina ein. Die
Richtungsdnderung hier ist erheblich und betrigt ca. 90°. Einzelne Fasern inserieren direkt
lateral am Knochenfortsatz, anstatt in die Sehne {iberzugehen, andere wiederum
entspringen medial. Wenn ein dritter kaudaler Bauch vorhanden ist, so strahlt er direkt in
das Kopfchen ein.

Die Zwischensehne liegt dem Hamulus im Sulcus bis kurz vor dem Koépfchen auf einer
Linge von ca. 6mm an und nutzt ihn als Hypomochlion. Bei sehr kurzen
Knochenfortsdtzen konnen aber sowohl das Kopfchen, als auch der kraniale Teil der Raphe
pterygomandibularis als Umlenkung fiir die Sehne dienen.

Die bindegewebige Raphe pterygomandibularis entspringt an der Spitze des Hamulus,
zieht schrég lateral nach unten und setzt an der Innenseite der Mandibula an. Sie trennt den
M. buccinator von der Pars superficialis des M constrictor pharyngis superior. Der M.
buccinator steht sowohl direkt iiber bestimmte Faserbiindel am Kopfchen, als auch indirekt
iiber die Raphe pterygomandibularis mit dem Hamulus in Beziehung.

Die Medialseite des Knochenfortsatzes mit ihrem straffen bindegewebigen Uberzug dient

einigen Faserziigen der Pars pterygopharyngea des oberen Schlundschniirers als Ursprung.



Der Hamulus ist an allen Bereichen, an denen Sehnen und Muskeln inserieren, mit derben
Bindegewebe umgeben, welches von deren Fasern durchdrungen wird, da diese meist
direkt am Knochen iiber Sharpey'sche Fasern verankert sind. Die dorsale Flache, an der

keine Strukturen einstrahlen, ist mit normalem Periost iiberzogen.

1.2 Funktionelle Anpassung des Sehnengewebes an Zug- und Druckbelastung

Es gibt eine Vielzahl wissenschaftlicher Untersuchungen, welche sich mit dem Phinomen
der funktionellen Anpassung des Bewegungsapparates an die mechanische Belastung
auseinandersetzen. Der Grundsatz ,,form follows function, die Formanpassung folgt der
Funktionsidnderung, besagt, dass sich die Gewebe in ihrer Form prinzipiell an die
vorherrschende Beanspruchung anpassen. In diesem Zusammenhang trifft man immer
wieder auf die Stichworte ,,Wolff'sches Gesetz“ (basierend auf den Arbeiten von Meyer
1867; Wolff 1870, 1884, 1892 und Roux 1885, 1896) und ,kausale Histiogenese®,
(basierend im Wesentlichen auf den Arbeiten von Pauwels 1949, 1960, 1963, 1965, 1974,
1976 und Kummer 1959, 1962, 1968, 1978, 1980) welche den theoretischen Uberlegungen
neuerer Arbeiten (Peters 1975; Tillmann 1978; Milz & Putz 1994; Milz et al.1995) zu

Grunde liegen.

Den Anpassungsprozessen von Sehnen und Béndern im Speziellen widmen sich nur
wenige Autoren (Ploetz 1938; Tillmann 1978; Benjamin & Evans 1990; Benjamin et al.
1986, 1995 a, b; Benjamin & Ralphes 1997, 1998; Milz et al. 1998, 1999).

Muskelsehnen und Bénder haben die Aufgabe, Muskelkrifte auf die Skelettelemente des
Bewegungsapparates zu tbertragen, in dem sie die auftretenden Zugkrifte an ihrer
Anheftungsstelle, der sog. Enthesis, auf den Knochen iibertragen. Diese ,,Zugsehnen®
werden aber an einigen Korperstellen mit einer auBergewdhnlichen mechanischen
Konstellation konfrontiert. Es wurde nachgewiesen, dass Sehnen und Bénder, welche
neben der Zugbelastung auch einem lokalen Druck ausgesetzt sind, in diesen Bereichen
mit der Bildung von Faserknorpel reagieren. Diese Druckzonen entstehen an den Stellen,
an denen die Sehnen und Bénder iiber Umlenkpunkte, sog. Hypomochlia (entweder ein
Knochenvorsprung oder ein Halteband, sog. Retinaculum) hinweg ziehen.

Durch die erzwungene Richtungsidnderung kommt es im Bereich der Auflagefliche der

Gleitsehne zu einer lokalen Druckbeanspruchung.



Die faserknorpelige Verdnderung im Bereich der Gleitsehne unterscheidet sich vom
typischen Faserknorpel, wie er an einer knochernen Anheftung zu finden ist, (Vogel &
Koob 1989; Benjamin & Ralphs 1995; Rufai et al. 1996) und hilft der Sehne, der

dauerhaften Druckbelastung standzuhalten.

Die molekulare Zusammensetzung dieses Faserknorpels &hnelt dem hyalinen
Gelenkknorpel und weist somit deutliche Differenzen zum typischen Zugsehnengewebe
auf, das heiflt, die verschiedenen Kollagentypen und Glycosaminoglykane weichen in
threm Vorkommen, sowie ihrer Anzahl ab von den angrenzenden Sehnenabschnitten
(Berenson et al. 1996). Die ECM (extrazelluldre Matrix) enthélt hier das Kollagen II,

die sulfatierten Glycosaminoglykane (GAGs), sowie das Proteoglykan Aggrecan (Vogel
1995).

Auch die Zellmorphologie @ndert sich in der Druckzone. Wiéhrend die Tenozyten (in
Anlehnung an den in der englischen Literatur gebrduchlichen Begriff ,,fibroblasts® wird im
weiteren Verlauf dieser Arbeit der Begriff ,Fibroblasten verwendet) der Zugsehnen
langliche, sternformige Gestalt aufweisen und mit Thren Nachbarzellen {iber eine Vielzahl
an Zellfortsdtzen in Kontakt treten (Mc Neilly et al. 1996), sind Faserknorpelzellen gro8,

rundlich bis oval und besitzen nur wenige Zellfortsitze.

1.3 Klinischer Bezug

Der Mund-Rachenraum ist der Ausgangspunkt fiir eine Vielzahl von verschiedenen

Beschwerden und somit fir viele unterschiedliche Bereiche der Medizin von Interesse.

Die Differentialdiagnose vieler unklarer Schmerzempfindungen im Kopf-, Gesichts-,
Nacken-, Pharynx- und Gaumenbereich erweist sich als dullerst komplex und schwierig.
Oft belastet die Ungewissheit iiber den Behandlungsverlauf und die Heilungschancen
Patienten und behandelnden Arzt gleichermalen.

So kommt es vor, dass diffuse Missempfindungen am Gaumen oder im Pharynxbereich,
bei fehlendem klinischen Bezug als Neuralgie, Peritonsillitis oder psychosomatische

Erkrankung behandelt werden.



Weichgaumenschmerzen konnen von systemischen und lokalen Faktoren ausgelost

werden.

Zu den systemischen Stérungen zdhlen unter anderem die Andmie, Bluthochdruck,
Autoimmunerkrankungen, Neurosen, Psychosen sowie psychosomatische Erkrankungen.

Lokale Einfliisse, wie abnorme Formvariationen des Hamulus pterygoideus bzw. des
Processus styloideus, Entziindungen, Stomatitis, Xerostomie, oropharyngeale Tumoren

und impaktierte Zdhne konnen ebenfalls Schmerzen verursachen.

Verschiedene Wissenschaftler haben sich in der Vergangenheit mit einem Krankheitsbild,
dem so genannten ,,Hamulus Syndrom®, auseinandergesetzt (Gores 1964; Hertz 1968;
Wooten 1970; Charbeneau et al. 1981; Brook 1982; Berke et al. 1986; Hjorting-Hansen et
al. 1987 a + b; Kronman et al. 1991; Eyrich et al. 1997).

Sie beschreiben schmerzhafte Zustinde, Fremdkorpergefiihl, Brennen, Dysphagie und
Schwellungen, die von einem verldngerten Hamulus pterygoideus ausgehen.

Die abnorme Liange und Dicke des Hamulus verursacht dabei eine mechanische Irritation
der umliegenden Gewebe und stort die Muskelkontraktion des M. tensor veli palatini, was
wiederum zu einer Fibrose oder Bursitis fithren kann (Shankland 1996,1997).

Ein erhdhter Druck auf die Sehne und die Aponeurose kann Zweige der Nervi palatini
major und minor, glossopharyngeus wund facialis stimulieren, und dadurch
Schmerzsensationen im Gaumen-, Pharynx-, Gesichts-, Kopf- und Nackenbereich auslosen

(Sasaki et al. 2001).

Das Phianomen, dass sich ein Knochenfortsatz unphysiologisch verlidngert, indem ein dort
anheftendes Band verkalkt, ist bereits ldnger bekannt und wurde 1937 erstmalig von W. W.

Eagle berichtet.

Das ,,Eagle-Syndrom* (Kelly et al. 1975; Lorman et al. 1983; Fiamminghi et al 1984;
Catelani et al. 1989; Zeidler et al. 1990; Yetiser 1997; Thot et al. 2000; Sela et al.2003)
beschreibt einen Symptomenkomplex, der durch eine Elongation des Proc. styloideus und

eine Kalzifikation des Lig. stylohyoideum hervorgerufen wird.
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Neben den Symptomen, die mit dem Hamulus-Syndrom identisch sind, konnen beim
Eagle-Syndrom die Schmerzattacken auch ins Ohr (Slavin 2002) und ins Kiefergelenk
ausstrahlen (Morterallo 2002; Forman 1990), da die abnorme Grdf3e zu einer Kompression

des Nervus glossopharyngeus fiihren kann (Slavin 2002).

Die Atiologie von Eagle-Syndrom und Hamulus-Syndrom ist noch nicht endgiiltig geklirt;
es werden in der Literatur diverse Theorien diskutiert (Baugh et al. 1993; Morterallo et al.

2002).

Fiir die Diagnosestellung Eagle- bzw. Hamulussyndrom sind die Radiographie und die
manuelle Palpation das Mittel der Wahl. Allerdings kann die Verldngerung des Proc.
styloideus oft vollig symptomlos bleiben und ist héufig als Nebenbefund bei
zahnérztlichen Orthopanthomogrammen zu erkennen. Ein verldngerter Hamulus ldsst sich

am besten mittels Computertomographie diagnostizieren.

Als Behandlung des Eagle-Syndroms wurde noch vor 20 Jahren die Styloidektomie mit
extraoralem Zugang empfohlen, (Chase et al. 1986) doch heute ist der intraorale Eingriff in
Lokalandsthesie Standardtherapie (Morterallo et al. 2002; Slavin 2002). Zur Entfernung
der liberméBigen Hamulusanteile bieten sich minimalinvasive, endoskopische

Operationstechniken mit enoralem Zugang an.

In der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde sind Erkrankungen auf Grund einer
Fehlbeliiftung der Tuba auditiva unter der Mitwirkung des M. tensor veli palatini von
Bedeutung.

Dieser Muskel setzt am Perichondrium der lateralen Lamina der Tuba eustachii an und
penetriert dort in die sehnendhnliche Membran. Durch seine Kontraktion wird diese
Lamina latero-kaudal bewegt, um den oberen Teil des Lumens stirker zu weiten als den
unteren.

Eine gestorte Funktion des Muskels oder seiner Sehne kann zu einer unzureichenden

Beliiftung der Tube und damit zu einer Otitis media fiihren.

Im Bereich der Mund-Kiefer-Gesichts-Chirurgie findet dieses anatomische Areal

besondere Beachtung bei Weichgaumenoperationen im Rahmen der Therapie von Lippen-
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Kiefer-Gaumen-Spalten, sowie bei diversen Schnitttechniken in der chirurgischen
Schnarchtherapie (Myatt et al. 1996).

Bei der Luxation von verlagerten, ankylosierten oberen Weillheitszahnen kann es zu einer
Fraktur des Tuber maxillae und in der Folge zu einer Traumatisierung im Bereich des

Hamulus kommen.

Bei Verdacht auf einen oropharyngealen Tumor ist eine rasche differentialdiagnostische
Abkldrung der vorgenannten Erkrankungen besonders wichtig, um den Patienten die grof3e
psychologische Belastung und Angst vor der endgiiltigen Diagnose zu nehmen (Ettinger

1975).

Entziindliche Verdnderungen wie Stomatitis oder auch eine Bursitis an der Umlenkstelle
sind weitere wichtige Erkrankungen in diesem anatomischen Bereich.
Ob dieser Ort eine Pradilektionsstelle fiir die Manifestation der rheumatoiden Arthritis sein

kann, soll im weiteren Verlauf dieser Untersuchungen erarbeitet werden.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Im Folgenden soll untersucht werden, ob die geringe Druckbelastung, die auf die Sehne
des M. tensor veli palatini im Bereich seiner Umlenkung um den Hamulus pterygoideus
ausgeiibt wird, stark genug ist, auf molekularer Ebene eine Verdnderung zu bewirken, wie
sie fiir Gleitsehnen charakteristisch ist.

Im Detail interessiert dabei die regional unterschiedliche Zusammensetzung der
extrazelluliren Matrix der Sehne und der topographische Bezug der erhobenen Ergebnisse

zur Umlenkungsstelle am Hamulus pterygoideus.
Im FEinzelnen werden dazu die regionalen Verteilungen der Kollagene, der
Glykosaminoglykane und der Proteoglykane im Bereich der Sehnenumlenkung des

Hamulus pterygoideus bestimmit.

Da eine Gewinnung von frischem, humanen Gewebe aus préparatorischen und

organisatorischen Griinden in Miinchen nicht moglich war, wurde die Untersuchung an
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einer Reihe von frischen Primatenkadavern durchgefiihrt, welche im Rahmen einer mit

diesem Projekt nicht zusammenhédngenden Versuchsreihe problemlos verfiigbar waren.
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2. Material und Methode

2.1 Material

In der vorliegenden Untersuchung werden die Kadaver von elf Primaten zur Gewinnung
der Hamulusregion seziert. Sechs Pavianen und fiinf Makaken beiderlei Geschlechts wird
beidseitig die Sehne des M. tensor veli palatini an ihrer Umlenkung um den Hamulus
pterygoideus entnommen. Die Kadaver werden unmittelbar nach der Tétung und der
Entnahme der inneren Organe bei -20 Grad tiefgefroren. Die Priparation erfolgt aus dem

aufgetauten Gewebe.

2.2. Methode

2.2.1. Entnahme, Priparation und Zwischenlagerung

Zundchst wird mit einer Sdge der Kopf vom Rumpf getrennt und das Fell samt Kopfhaut
mittels Skalpell entfernt. Die Kau — und Mundbodenmuskulatur wird durchtrennt und die
Mandibula im Kiefergelenk exartikuliert. Dadurch wird der Zugang zur Schidel-
basisunterseite freigelegt. Nach der Lokalisation des Hamulus durch Palpation mit dem
Finger, wird die umliegende Schleimhaut von medial bis zur Knochenspitze entfernt. Um
die Sehne des M. tensor veli palatini im Verlauf darstellen zu konnen, wird die derbe
Mukosa des Palatum durum ab dem letzten Molaren von anterior nach posterior bis zum
Sulcus hamuli abgehoben. Gegenldufig wird die aus dorsocranialer Richtung kommende
Sehne freigelegt. Um die Umlenkungsstelle der Sehne nicht zu beschéddigen, wird das
Periost auf der der Sehne zugewandten Seite von der Hamulusspitze aus stumpf prépariert.
Die Sehne wird jeweils ca. 5 mm anterior, bzw. posterior der Umlenkstelle durchtrennt, so
dass das ca. 12 — 13 mm lange Stiick Gewebe entnommen werden kann.

Die so gewonnenen Priparate werden bis zur Weiterverarbeitung in 90 % Methanol fixiert

und bei + 4 ° Celsius im Kithlschrank aufbewahrt.
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2.2.2. Gefrierschnittanferticung

Nach der Fixierung in Methanol werden die Prdparate fiir 10 bis 12 Stunden in 5 %
Saccharoseldsung (in PBS) inkubiert, um das Methanol aus dem Gewebe zu verdrangen

und ein schonendes Auffrieren auf den Probenhalter des Kryomikrotoms zu ermdoglichen.

Vor Anfertigung der Gefrierschnitte werden die Objekte auf einem runden Prédparatehalter
mit Gefriermedium (Fa. Jung, Kat.-Nr.020108926) aufgefroren. Dies geschieht entweder
mittels Trockeneis oder direkt auf einem Peltier-Element im Kryomikrotom (Microm HM
500 OMV). Dabei wird die Sehne so orientiert, dass sie parallel zu threm Verlauf um den
Hamulus geschnitten werden kann.

Nach dem Ausrichten in dieser Ebene erfolgen zunichst S0um dicke Trimmschnitte bis in
den fiir die Untersuchung relevanten Bereich der Umlenkung. Sobald diese Zone
makroskopisch ~sichtbar wird, reduziert man die Schnittstirke auf 12 pum und fertigt
Serienschnitte an. Hierbei ist es giinstig, wenn die Temperatur des Objektes 4 bis 6 Grad
tiber der Kammertemperatur (ca. — 20° bis - 25° Celsius) liegt, damit sich der Schnitt vor
dem Aufbringen auf dem Objekttrager nicht rollt. Bis zur Weiterverarbeitung werden die

angefertigten Gefrierschnitte im Tiefkiihlschrank bei — 20 © Celsius gelagert.

2.2.3. Immunhistochemische Markierung

Vor der immunhistochemischen Markierung werden die einzelnen Préparate auf lhren
Objekttragern mit einem Fettstift (Dako-Pen oder PAP-Pen, Sigma) umrandet. Ein
Verlaufen der fairbenden Reagenzien wird so verhindert. Diese Methode ermdglicht zwei
unterschiedliche Markierungen (durch verschiedene Primérantikdrper) auf einem Objekt-

triger mit mehreren aufgezogenen Schnitten.

Nachdem die so vorbereiteten Schnitte fiinf Minuten in PBS + Tween (0,1%) rehydriert
wurden, werden sie fiir 30 Minuten in Methanol (100 ml + 1 ml 30% H202) inkubiert.
Hierdurch wird die endogene Peroxidaseaktivitit im Gewebe irreversibel gehemmt. Damit

wird ausgeschlossen, dass die Substrat—-Chromogen—Reaktion, welche die Peroxidase
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sichtbar macht, keine enzymatische Aktivitdt anzeigt, die schon vor Beginn der Anfarbung
im Préparat vorhanden war.

Anschlieffend folgen drei fiinfminiitige Waschschritte in PBS + Tween (0,1%). Um die
verschiedenen Epitope zu demaskieren, werden die Gefrierschnitte nun mit entsprechenden
Enzymen vorbehandelt. Bei 37 © Celsius ldsst man die Chondroitinase AC und ABC (je
0,25 U/ml) sowie die Hyaluronidase (1,5 U/ml) fiir 30 Minuten einwirken (siche Tabelle).
Es folgen wiederum Waschschritte fiir jeweils fiinf Minuten in drei Fraktionen PBS +
Tween. Durch die Gabe von hochkonzentriertem Pferdeserum (1:20), dem so genannten
Blockadeserum, welches bei Raumtemperatur fiir sechzig Minuten aufgetragen wird,
werden etwaige unerwiinschte unspezifische Proteinbindungen abgesittigt. Die
iiberschiissige Fliissigkeit wird abgeklopft und sofort danach mit dem Auftragen der

Primérantikorper (siche Tabelle 1) begonnen.

Die Schnitte, die mit Antikdrpern gegen Aggrecan und Linkprotein markiert werden
sollen, miissen vorher 2 Stunden lang mit 10 mM Dithiothreitol in 50 mM Tris HCL,
200mM Natriumchlorid, pH 7.4 bei 37°C reduziert und dann mit 40 mM lodacetamid in
PBS fiir eine Stunde bei 37°C alkyliert werden.

Nach einer dreifligminiitigen Inkubation bei Raumtemperatur wird wieder drei mal fiinf
Minuten in PBS + Tween gewaschen. Nun wird der Sekundérantikorper (Pferd—Anti—
Maus-biotinyliert, Verdiinnung 1 : 200) bei Raumtemperatur auf die Praparate aufgebracht
und fiir 30 Minuten darauf belassen. Wéhrend der Wartezeit wird ein Avidin—Biotin-
Peroxidase—Komplex aus dem Vectastain Elite ABC—kit (Fa. Vector Labs., Burlingame,
Ca. USA) angesetzt, welcher sich wiahrend der dreifigminiitigen Wartezeit ausbildet. Da
dieser Komplex nicht stabil ist, sollte er tiglich frisch angesetzt werden und bei 4 ° Celsius

im Kiihlschrank gelagert werden.
Es folgt wieder der bereits beschriebene PBS + Tween - Waschschritt.

Bei Raumtemperatur trigt man nun fiir 30 Minuten den vorbereiteten ABC—Komplex auf;

anschlieBend werden die Schnitte wieder in der bekannten Art und Weise gewaschen.
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Nachgewiesenes  |Antikérper |Verdinnung|Enzym- Quelle Referenz
Antigen (Maus) vorbehandlung
Kollagen | Col1 1:2000 Hyal (1,5 IlU/ml & |Sigma Mayne 1988
ChABC (0,25 1U/ml)
Kollagen I CIICI 1:6 Hyal (1,51U/ml & |DSHB Holmdahl et
ChABC (0,25 1U/ml) al. 1986
Kollagen I 4H12 1:500 Hyal (1,51U/ml & [ICN Keine
ChABC (0,25 1U/ml)
Kollagen V 3C9 1:500 Hyal (1,5 IU/ml & |ICN Keine
ChABC (0,25 1U/ml)
Kollagen VI 5C6 1:6 Hyal (1,51U/ml & |[DSHB Hessle & Engvall
ChABC (0,25 1U/ml) 1984
Chondroitin-4-sulfat [2B6 1:1500 ChAC (0,25 IU/ml) |B. Caterson |Caterson et al.
1985
Chondroitin-6-sulfat [3B3 1:150 ChAC (0,25 IU/ml) |B. Caterson [Caterson et al.
1985
Chondroitin-6-sulfat [7D4 1:350 Keine B. Caterson [(Caterson et al.
(oversulphated) 1990
Dermatansulfat 2B6 1:1500 ChABC (0,25 IU/ml)|B. Caterson |Caterson et al.
1985
Keratansulfat 5D4 1:1500 Keine B. Caterson [(Caterson et al.
1983
Versican 12C5 1:10 ChAC (0,25 IU/ml) |DSHB Asher et al.
1991,1995
Tenascin T2H5 1:100 ChAC (0,25 IU/ml) |Serotec Verstraeten et al.
1992
Aggrecan 1C6 1:10 ChAC (0,25 IU/ml) |B. Caterson |Calabro et al.
nach Reduktion & 1992
Alkylierung
Link Protein 8A4 1:10 ChAC (0,25 IU/ml) |B. Caterson |Calabro et al.
nach Reduktion & 1992

Alkylierung

Tab. 1. Verwendete monoklonale Primérantikdrper. Alle Enzym - Vorbehandlungen
erfolgen in 0,1M Tris - Puffer (pH 8) bei 37°C iiber 30 Minuten. Abkiirzungen: ChAC =
Chondroitinase AC, ChABC = Chondroitinase ABC, Hyal = Hyaluronidase, DSHB =

Developmental Studies Hybridoma Bank der Universitidt von lowa (USA)
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AbschlieBend werden die Prdparate im Dunkeln fiir vier Minuten mit DAB (3,3'-
Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid) — Lésung inkubiert.

Der Uberstand wird in Leitungswasser ausgewaschen, die Kerne werden mit Mayer’s
Héamatoxylin fiir 20 Sekunden geférbt. Die Objekttrager werden in Leitungswasser solange

differenziert, bis keine Farbschlieren mehr erkennbar sind.

Die Dehydration der Schnitte erfolgt in einer aufsteigenden Alkoholreihe. In Kiivetten mit
Ethanol (50%, 70%, 80%, 90% und zweimal 100%) werden sie jeweils flir fiinf Minuten
entwassert.

Bevor die Objekte mit Eukitt (histologisches Eindeckmittel, Merck) eingedeckt werden,
durchlaufen sie nacheinander noch zwei Fraktionen 100%-igen Xylols. Hierbei ist darauf
zu achten, dass die Objekttrager beim Eindecken noch mit Xylol benetzt sind.

Dann werden die Préparate fiir mindestens einen Tag getrocknet, bevor man mit der

mikroskopischen Auswertung beginnen kann.

2.2.4. Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Priparate erfolgt mit einem Axiophot Durchlichtmikroskop der Firma
Zeiss. Die Sehne des M. tensor veli palatini wird dazu in 2 Abschnitte (Kontaktzone und
tibrige Sehnenanteile) eingeteilt. Zudem wird die Oberfliche des Hamulus pterygoideus

sowie der darunter liegende Knochen getrennt untersucht und bewertet.
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3. Ergebnisse

In der Auswertung werden die gefarbten Pridparate nacheinander auf das Vorhandensein
der entsprechenden Kollagene, Glycosaminoglykane und Proteoglykane (inkl. Link
Protein) hin untersucht. Die Bewertung erfolgt dabei jeweils getrennt fiir jeden der zuvor
definierten vier topographischen Bereiche. Diese umfassen im Einzelnen die Kontaktzone
der Sehne einerseits sowie sonstige freie Sehnenanteile ohne Knochenkontakt vor oder
nach der Umlenkzone und falls vorhanden, den periostalen Uberzug neben dem Gleitspalt.
Die mineralisierten Teile des Hamulus werden ebenfalls getrennt bewertet. Als Kriterium
zur Bewertung dient das Vorliegen oder Fehlen eines Farbniederschlags, der, wenn
vorhanden, als Antigennachweis in der bestimmten Region gezihlt wird.

Die Paviane und Makaken werden mit ,,P* bzw. ,,M* abgekiirzt, durchnummeriert und ihre
linken und rechten Sehnen unabhingig voneinander untersucht.

Eine Region gilt als positiv, ,,+“ markiert, wenn an einer Stelle ein eindeutiger
Farbniederschlag zu erkennen ist. Ein Farbniederschlag ist nur dann eindeutig, wenn eine
klare Differenz zur Kontrolle (Abb. 1, 2) zu erkennen ist. Eine schwache, nur vereinzelte
Teilbereiche der Region erfassende Farbung wird in Klammern gesetzt und ein ungefarbtes
Teilstiick mit ,,0 bewertet. Die Abkiirzung ,,n.v.* bedeutet, dass der betreffende Abschnitt

auf diesen Priparaten nicht vorliegt.

Abb. 1 Kontrolle ohne Markierung einer Abb. 2 Kontrolle ohne Markierung einer
Paviansehne im Bereich der Um- Makakensehne im Bereich der
lenkung Referenzstrecke 30pum Druckzone Referenzstrecke 30pum
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3.1 Kollagene

3.1.1 Kollagen I

Das Kollagen I ist in allen vier Bereichen durchgehend vorhanden. Der zur Markierung
verwendete Antikdrper Col 1 ist gleichmdBig auf alle Abschnitte verteilt anzutreffen.

Ein Intensitdtsunterschied des Farbniederschlags ldsst sich nicht feststellen (Tab. 2, Abb.
3.4).

Individuen Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.
P1li + n.v. n.v. +
Plre + n.v. n.v. +
P21 + n.v. n.v. +
P2re + n.v. n.v. +
P31 + n.v. n.v. +
P3re + n.v. n.v. +
P41 + n.v. n.v. +
P4re + + n.v. +
P51 + + + +
P5re + + n.v. +
Po6li + + + +
P6re + + + +
M1l (&) n.v. n.v. (63
M1re + + + +
M2l + + +
M2re + n.v. n.v. +
M3 1i i + n.v. +
M3re + + + +
M4l + n.v. n.v. +
M4 re + + + +
MS51i + + + +
M S5re + + + +
Tab. 2: Col 1 ( + = Féarbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

.........

o\

Abb. 3 Markierung fiir Collim Bereich des Abb. 4 Markierung fiir Coll im Bereich de -
Periosts einer Paviansehne Gleitspalts einer Makakensehne

Referenzstrecke S0pum Referenzstrecke 30um
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3.1.2 Kollagen 11

Im Bereich der freilaufenden Zugsehne ist keine Markierung fiir den Antikérper CIICI
erkennbar. In der Kontaktzone sind im Bereich der Sehne 9 von 22 schwach positiv
markiert, am Hamulus zeigen 8 von 19 Priaparaten einen Farbausschlag, wovon 3 etwas

schwicher erscheinen. Im Gleitspalt ist der Antikorper bei 5 von 19 Priparaten zu

beobachten (Tab. 3, Abb. 5-8).

Individuen Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.
Plli (+) n.v. n.v. 0
Plre 0 n.v.- n.v. 0
P21l +) 0 0 0
P2re (+) 0 0
P31l 0 0 0 0
P3re (+) 0 0 0
P41l 0 0 0 0
P4re 0 () () 0
P51 0 0 0 0
P5re 0 + 0 0
P6li 0 + + 0
P6re 0 0 0 0
M1l (+) (+) 0 0
M1 re 0 0 0 0
M2 li +) 0 0 0
M2re (+) 0 0 0
M3l (+) + + 0
M3re (+) n.v. n.v. 0
M4 li 0 + + 0
M 4 re 0 + + 0
M5 i 0 ) 0 0
M5 re 0 0 0 0

Tab.3: CIICI ( + = Féarbung, 0 = keine Férbung, n.v. = nicht vorhanden)

— =g T
@ -
3 e

Abb. 5 Markierung fiir CIICI im Bereich der Abb. 6 Markierung fiir CIICI im Bereich der En-

Enthesis einer Paviansehne Referenzstrecke 30um  thesis einer Makakensehne Referenzstrecke 30pum
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Abb. 7 Markierung fiir CIICI im Bereich des

Gleitspalts einer Makakensehne Referenz-

strecke 30um

Abb. 8 Markierung fiir CIICI im Bereich des Ha-
mulus einer Makakensehne Referenz-

strecke 100um
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3.1.3 Kollagen 111

Kollagen III ist iiber den kompletten Sehnenverlauf vorhanden und auch im Hamulus und
im Gleitspalt eindeutig nachweisbar. Die Markierungen mit 4H12 zeigen beziiglich ihrer

Intensitét keine relevanten Unterschiede in den einzelnen Sektoren (Tab. 4, Abb. 9,10).

Individuen Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

Plli + + + +
Plre + + + +
P21i + + + (+)
P2re + + + +
P31l + n.v n.v. +
P3re + + + +
P41 + + + +
P4re + + + +
P51l + n.v. n.v. +
P5re + + + +
P61l + + + +
P6re + n.v. n.v. +
M1l 6] (1) (1) (+)
M1re + + + +
M2l + + + +
M2re + n.v n.v +
M3 li + + + +
M 3re + n.v n.v +
M4l + + n.v. +
M4 re + + n.v. +
M5l + (+) n.v. +
M S5re + + + +

Tab.4: 4H12 ( + = Farbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

-

a [ BEAEW K dy AL R
Abb.9 Markierung fiir 4H12 im Bereich der Druck- ~ Abb.10 Markierung fiir 4H12 im Bereich des Gleit-

zone einer Paviansehne Referenzstrecke 30pum spalts einer Makakensehne Referenzstrecke 50pum
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3.1.4 Kollagen V

Kollagen V ist nur in 2 Sehnen eindeutig positiv markiert. 5 weitere Priparate weisen in
der Kontaktzone der Sehne eine schwache zelluldre Anfarbung auf. Im Gleitspalt und am
Hamulus lassen sich bis auf wenige (am Hamulus 3 und am Gleitspalt 1) Ausnahmen keine

Markierungen erkennen (Tab. 5, Abb. 11).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.
P1li
Plre
P21l
P2re
P31l + 0 0 +
P3re + 0 n.v. +
P4l 0 0 0 0
P4re 0 0 0 0
P51l 0 0 0 0
P5re 0 0 0 0
P6li 0 + n.v. 0
P6re 0 0 0 0
M1l (+) zelluldr ) n.v. 0
Mlre (+) zellular n.v. n.v. 0
M2 li (+) zelluldr 0 0 0
M2re (+) zelluldr ) (+) )
M3l
M3re 0 0 0 0
M4 li 0 0 0 0
M4 re 0 0 0 0
M5 li (+) zelluldr 0 0 0
M 5re + + n.v. 0

Tab.5: 3C9 ( + = Farbung, 0 = keine Fiarbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.11 Markierung fiir 3C9 im Bereich des

Hamulus einer Paviansehne

Referenzstrecke 30pm
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3.1.5 Kollagen VI

Kollagen VI kommt in der ganzen Sehne gleichméfig ausgeprigt vor. Auch im Gleitspalt
ist die Markierung die der Antikérper 5C6 hinterldsst, in 10 von 12 Fillen vorhanden. Die
Kontaktzone des Hamulus bleibt in 6 von 19 Féllen ungeférbt (Tab. 6, Abb. 12,13).

Individuen | Sehne Kontaktz. | Hamulus Gleitspalt/Periost Freie
Kontaktz. Sehne

Plli + + + +
Plre + + + +
P21 + + + +
P2re + + + +
P31l + + + +
P3re + n.v. + +
P41 + + n.v +
P4re + (+) n.v +
P51 + n.v. n.v +
P5re + 0 0 +
P6li + + + +
Pb6re + n.v n.v +
M1l + 0 0 +
Ml1re + 0 n.v +
M2 1i + 0 n.v +
M2re + 0 n.v +
M3l + () n.v +
M3re () 0 n.v ()
M4l + + n.v +
M4 re + + + +
MS51i + + + +
M Sre + + + +

Tab.6: 5C6 ( + = Farbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.12 Markierung fiir 5C6 im Bereich des Abb.13 Markierung fiir SC6 im Bereich des Gleit-
Gleitspalts einer Makakensehne spalts einer Makakensehne
Referenzstrecke 30pum Referenzstrecke S0um
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3.2 Glycosaminoglykane

3.1.1 Keratansulfat

Fiir den Antikorper 5D4 kann in der gesamten Sehne eine deutliche und gleichméBige

Farbmarkierung festgestellt werden. Auch am Hamulus und im Gleitspalt ist das

Keratansulfat in der Regel darstellbar. In nur 3 (bzw.4) von 10 Pavianpridparaten konnten

keine Antikorperspuren angetroffen werden. Die Makaken wiesen keine negativen

Bereiche auf (Tab. 7, Abb. 14-16).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.
Pll + n.v. n.v +
P1lre + 0 0 +
P21 + + 0 +
P2re + 0 0 +
P31 + + + +
P3re + + + +
P4l + 0 0 +
P4re + + + +
P51 + + + +
P5re + n.v n.v +
Po6li + + + +
P6re + + + +
M1l + + n.v +
M1re + + + +
M2l + n.v n.v +
M2re + n.v n.v +
M3l + + + +
M3re + n.v n.v +
M4l + + + +
M4 re + + n.v +
M5l + + nv +
M5 re + + nv T

Tab.7: 5D4 ( + = Farbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.14 Markierung fiir 5D4 im Bereich der Zug-  Abb.15 Markierung fiir 5D4 im Bereich des Faser-
sehne eines Pavians knorpels einer Paviansehne

Referenzstrecke 30pm Referenzstrecke 30um
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Abb.16 Markierung fiir 5D4 im Bereich des Gleit-
spalts einer Makakensehne

Referenzstrecke 100pm
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3.2.2 Dermatansulfat

In allen 4 Sektoren findet man eine einheitliche und kriftig positive
Dermatansulfat (Tab. 8, Abb. 17,18). Nur in zwei Priparaten fehlt
Nachweis fiir den Antikorper 2B6 (in Verbindung mit Enzym Ch-ABC).

Reaktion fiur das

am Hamulus der

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

Pl + n.v. n.v. +
Plre + n.v. n.v. +
P21l + + + +
P2re + + + +
P31l + + + +
P3re + + + +
P41 + 0 nv. +
P4re ) + n.v. +)
P51l + 0 nv. +
P5re + + + +
Po6li + + + +
P6re + + + +
M1l ) n.v. n.v. #*)
M1re + + + +
M2 li + + n.v. +
M2re + -+ -+ +
M3l + + + +
M3re + n.v. n.v. +
M4l + + + +
M4 re + + n.v. +
M5l + + + +
M5 re + + + +

Tab.8: 2B6 + ABC ( + = Farbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.17 Markierung fiir 2B6+ABC im Bereich des
Gleitspalts einer Paviansehne
Referenzstrecke 50pum

p_

e

l ]

Abb.18 Markierung fiir 2B6+ABC im Bereich des

28

Hamulus eines Pavians
Referenzstrecke 50um



3.2.3 Chondroitin — 4 — Sulfat

Chondroitin—4—Sulfat ist in fast jeder Sehne im Kontaktbereich nachzuweisen (nur einmal
fehlt die Reaktion). Auch beim Hamulus ist die Reaktion meist positiv zu werten (13 von
18). Dort wo der Gleitspalt sichtbar ist, ist die Markierung, welche der Antikorper (2B6
zusammen mit AC II als Enzym) hinterldsst, ausnahmslos positiv (Tab. 9, Abb. 19,20). Im

Bereich der freien Zugsehne sind keine Markierungen erkennbar.

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

Plli

Plre H) n.v. n.v. 0
P21 + + n.v. 0
P2re + + n.v. 0
P31 0 0 n.v. 0
P3re + 0 n.v. 0
P41l + 0 n.v. 0
P4re + + + 0
P51 + 0 n.v. 0
P5re + + n.v. 0
P61li + + n.v. 0
P6re + + n.v. 0
M1l + + + 0
M1re + + + 0
M2l + n.v. n.v. 0
M2re + () n.v. 0
M3l (+) (+) (+) 0
M3re + n.v. n.v. 0
M4l + + + 0
M4 re + 0 n.v. 0
M5 i (+) (+) nv. 0
M 5re + + n.v 0

Tab.9: 2B6 + AC II ( + = Féarbung, 0 = keine Fiarbung, n.v. = nicht vorhanden)

4

o

: 2, ‘ &0, : ,
VR, == (VW sl .
kierung fiir 2B6+ACII im Bereich des Abb.20 Markierung fiir 2B6+ACII im Bereich der

Hamulus eines Pavians Umlenkung einer Paviansehne

Referenzstrecke 50pm Referenzstrecke 30pum
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3.2.4 Chondroitin — 6 — Sulfat

Der Antikorper 3B3 (in Verbindung mit dem Enzym Chondroitinase ABC) markiert die
Sehne an der Umlenkungsstelle in 18 von 20 Prédparaten positiv. Dieser Farbniederschlag
zeigt eine variierende Intensitit und liegt bevorzugt perizellulér. Fiir die freilaufende Sehne
ergeben sich ausschlieBlich negative Befunde. Wahrend bei den Makakenpriparaten im
Bereich des Hamulus und des Gleitspalts immer positive Markierungen zu finden sind,

sind bei den Pavianen diese Sektoren nur vereinzelt positiv markiert (Tab. 10, Abb. 21-25).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

P1lli ) 0 0 0
Plre + 0 0 0
P21 0 0 0 0
P2re n.v. n.v. n.v. n.v.
P31 + 0 0 0
P3re + 0 0 0
P41 + 0 0 0
P4dre + + + 0
P51l n.v. n.v. n.v. n.v.
P5re + + n.v. 0
Po6li + + n.v. 0
Pb6re + n.v. n.v 0
M1l + + n.v. 0
M1re + + + 0
M2 1i + + n.v. 0
M2re + + + 0
M3l + + + 0
M3re + + + 0
M4l + + n.v. 0
M4 re + n.v n.v 0
MS51i + + + 0
M5re 0 + + 0

Tab.10: 3B3 + ABC ( + = Féarbung, 0 = keine Féarbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.21 Markierung fiir 3B3+ABC im Bereich des
Faserknorpels einer Paviansehne
Referenzstrecke 30pm

Abb.22 Markierung fiir 3B3+ABC im Bereich der
Enthesiszellen einer Paviansehne
Referenzstrecke 30pum
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Abb.23 Markierung fiir 3B3+ABC im Bereich des ~ Abb.24 Markierung fiir 3B3+ABC im Bereich des

Periosts am Gleitspalt einer Paviansehne Periosts am Gleitspalt einer Paviansehne

Referenzstrecke 5S0um Referenzstrecke 50um

Abb. 25 Markierung fiir 3B3+ABC im Bereich des
Gleitspalts einer Makakensehne

Referenzstrecke 50um
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3.2.5 Chondroitin — 6 — Sulfat (oversulphated)

Das Markierungsmuster fiir den Antikdrper 7D4, der eine spezielle Form von
Chondroitin-6-Sulfat (oversulphated) erkennt, ist nicht eindeutig auf die einzelnen
Sektoren verteilt.

Die freilaufenden Sehnenabschnitte sind groBtenteils negativ (14 von 20). Im Gleitspalt
und am Hamulus halten sich die positiven und negativen Befunde in den verschiedenen
Prédparaten in etwa die Waage.

Im Umlenkungsbereich der Sehne kann bei 13 von 20 Priparaten dieser Antikdrper
nachgewiesen werden (Abb. X), wobei die Intensitit der Markierung variiert (Tab. 11,

Abb. 26-31).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

P1lli 0 n.v n.v 0
Plre 0 n.v n.v 0
P2l + + 0 0
P2re (+) 0 0 0
P31 n.v n.v n.v n.v.
P3re n.v n.v. n.v. n.v.
P4l + 0 0 +
P4re + 0 0 +
P51l + + + )
P5re + + + 0
P6li + + + )
P6re 0 0 0 0
M1l + + + 0
M1 re 0 + + 0
M2 li + + + 0
M 2 re + 0 0 0
M3l + + + 0
M 3 re 0 n.v n.v 0
M 4 li + + + 0
M4 re (+) (+) nv 0
M5 li 0 (&) 0 0
M5 re 0 0 0 0

Tab.11 : 7D4 ( + = Féarbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)
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Abb.26 Markierung fiir 7D4 im Bereich des Faser- Abb.27 Markierung fiir 7D4 im Bereich des

knorpels einer Paviansehne Gleitspalts einer Paviansehne

Referenzstrecke 30pum Referenzstrecke 50pum

Abb.28 Markierung fiir 7D4 im Bereich des Hamulus Abb.29 streifige Markierung fiir 7D4 im Bereich der

eines Pavians Referenzstrecke 30um Zugsehne eines Pavians Referenzstrecke 30um

spalts einer Makakensehne Referenzstrecke 50um tesis einer Makakensehne Referenzstrecke 30pm
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3.3 Proteoglvkane

3.3.1 Tenascin

In den meisten Préparaten sind die Sehnenabschnitte positiv gefarbt. In 4 von 21 Féllen
bleibt die komplette Sehne ungefirbt und bei einem Individuum zeigt nur die
Umlenkungsstelle einen Farbniederschlag. In den anderen beiden Sektoren stehen mit 9
von 14 (Hamulus) bzw. 8 von 12 (Gleitspalt) die unmarkierten Priparate im Vordergrund

(Tab. 12, Abb. 32,33).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

P1li + n.v. n.v. +
Plre () 0 + 0
P21 + n.v. n.v. +
P2re + n.v. n.v. +
P31 + n.v. n.v. +
P3re + 0 0 +
P41l 0 0 0 0
P4re () n.v. n.v. ()
PS5l + 0 0 +
P5re + + + +
P6li 0 0 0 0
Po6re + 0 0 +
M1l 0 0 0 0
M1re + + n.v. +
M2l + n.v. n.v. +
M2re n.v. n.v. n.v. n.v.
M3l + + nv. 0
M3re + 0 0 +
M4l + n.v n.v. +
M4 re + + + +
M5 1 + + + +
M 5re 0 0 0 0

Tab.12: T2HS ( + = Farbung, 0 = keine Féarbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.32 Markierung fiir T2H5 im Bereich des Gleit- Abb.33 Markierung fiir T2H5 im Bereich des Gleit-

spalts einer Paviansehne Referenzstrecke S0um spalts einer Makakensehne Referenzstrecke S50um
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3.3.2 Versican

Versican ist in der Sehne durchgehend nachzuweisen. Auch am Hamulus und im Gleitspalt
dominiert die positive Markierung fiir 12C5. Wéhrend am Hamulus 3 von 14 Préparaten

ungefarbt bleiben, sind im Gleitspalt 4 von 12 unmarkiert (Tab. 13, Abb.34, 35).

Individuen | Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

P1lli + n.v. n.v. +
Plre + n.v. n.v. +
P21 + n.v. n.v. +
P2re + n.v. n.v. +
P31 + + + +
P3re + + + +
P41l + 0 0 +
P4dre + 0 0 +
PS5l + 0 0 +
P5re + () 0 +
P6li + + n.v. ()
P6re + n.yv. n.v. ()
M1l + n.v n.v +
M1re + + + +
M2l + + + +
M2re + n.v n.v +
M3l + + + +
M3re + + n.v +
M4l + + + +
M4 re + + + +
MS51i + + + +
M5 re + zellulér n.v. n.v. ()

Tab.13: 12C5 ( + = Féarbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)

Abb.34 Markierung fiir 12C5 im Bereich des Gleit- Abb.35 Markierung fiir 12C5 im Bereich des Gleit-

spalts einer Paviansehne Referenzstrecke S0um spalts einer Makakensehne Referenzstrecke S0um
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3.3.3 Agorecan

In der freilaufenden Zugsehne ist durchgehend keine Markierung des Antikorpers 1C6
nachweisbar. Die Sehne im Druckbereich zeigt bei den Pavianen in 7 von 9 Fillen einen
positiven Farbniederschlag und bei den Makaken ist dies bei der Hélfte der Préparate der
Fall. Auch im Bereich des Periost und des unmittelbar darunter liegenden Knochens,
sofern auf dem Objekt vorhanden, lassen sich manchmal positive Spuren des Markers
erkennen. Insgesamt sind die Farbniederschldge fiir 1C6 nicht sehr ausgeprigt (Tab. 14,
Abb. 36-39).

Individuen Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

P1li n.v. n.v. n.v. n.v
Plre n.v. n.v. n.v. nv
P21 (+) n.v. n.v. 0
P2re (+) n.v. n.v. 0
P31 + n.v. n.v. 0
P3re 0 0 0 0
P41 + n.v. n.v. 0
P4re + () + 0
P51l + n.v. n.v. 0
P5re (+) n.v. (+) 0
P61l 0 + 0 0
Po6re n.v. n.v. n.v. 0
M1l (+) n.v. n.v. n.v.
M1re n.v. n.v. n.v. 0
M2l n.v. n.v. n.v. 0
M2re + n.v. n.v. 0
M3l + + n.v. 0
M3re (+) n.v. n.v. n.v.
M4l 0 0 0 0
M4 re 0 n.v. 0 0
M5l 0 0 0 0
M5re 0 0 0 0

Tab.14: 1C6 ( + = Féarbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)
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Abb.36 Markierung fiir 1C6 im Bereich der Abb.37 Markierung fiir 1C6 im Bereich der Enthesis

Enthesis einer Paviansehne Ref.-strecke 100pm einer Paviansehne Ref.-strecke 30um

Abb.38 Markierung fiir 1C6 im Bereich der Enthesis ~ Abb.39 Markierung fiir 1C6 im Bereich des Gleit-
am Gleitspalt einer Paviansehne spalts einer Makakensehne

Referenzstrecke 100um Referenzstrecke 30um
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3.3.4 Link Protein

Wihrend die freilaufende Sehne ohne Farbniederschlag bleibt, ist das Link Protein in der
Sehne im Kontaktbereich in 12 von 19 Préparaten nachweisbar. Hierbei lésst sich jedoch
eine unterschiedliche Farbintensitit der Antikorpermarkierung erkennen. Am Gleitspalt

und im Hamulus sind die Praparate mit einer Ausnahme positiv (Tab. 15, Abb. 40-42).

Individuen Sehne Hamulus Gleitspalt/Periost | Freie Sehne
Kontaktz. Kontaktz.

Plli n.v. n.v. n.v. n.v.
Plre n.v. n.v. n.v. n.v.
P21l 0 n.v. n.v. 0
P2re 0 n.v. n.v. 0
P31 ) n.v. n.v. 0
P3re ) n.v. n.v. 0
P41l + n.v. n.v. 0
P4re + n.v. n.v. 0
P51l + n.v. n.v. 0
P5re + + + 0
P61l 0 + 0 0
P6re 0 + n.v. 0
M1l n.v. n.v. n.v. 0
Ml1re () n.v. n.v. 0
M2l () n.v. n.v. 0
M2re + n.v. n.v. 0
M3l 0 n.v. n.v. 0
M3 re + + + 0
M4l 0 n.v. n.v. 0
M4 re + n.v. + 0
M5l 0 n.v. n.v. 0
M Sre () n.v. n.v. 0

Tab.15: 8A4 ( + = Farbung, 0 = keine Farbung, n.v. = nicht vorhanden)
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Abb.40 Markierung fiir §A4 im Bereich des
Periosts am Gleitspalt einer Paviansehne

Referenzstrecke 100um

Abb.41 Markierung fiir §A4 im Bereich der
Enthesis einer Paviansehne

Referenzstrecke 30pm
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Abb.42 Markierung fiir §A4 im Bereich des

Gleitspalts einer Makakensehne

Referenzstrecke S0pum
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4. Diskussion

4.1. Wertigkeit des gewiihlten methodischen Ansatzes

4.1.1. Wahl der geeigneten Priparate

Die Entscheidung, diese Untersuchung an Primaten und nicht am Menschen durch-
zuftihren, wurde durch den Mangel an geeignetem menschlichen Untersuchungsmaterial
erzwungen. Wie sich in vorangegangenen Untersuchungen an formalinfixierten
Humanpréparaten  aus dem  anatomischen  Préparierkursus  zeigte,  sind
immunhistochemische =~ Nachweise = aufgrund der  massiven  unspezifischen
Hintergrundreaktionen bei diesen Préparaten nicht sinnvoll moglich.

Die Gewinnung von frischen Humanprédparaten geht jedoch mit einer deutlichen
Zerstorung des Viszerokraniums einher. Eine minimalinvasive Préparation der Sehne im
Bereich der Umlenkung um den Hamulus ist nicht moglich, weil die Priparatentnahme
sehr prizise unter Sicht an der frei zugénglichen Unterseite der Schiadelbasis durchgefiihrt
werden muss, um die winzigen Gewebsanteile beim Herausprdparieren nicht zu
beschddigen. Da zu diesem Zweck die gesamte Mandibula entfernt werden muss, um das
Priparationsgebiet tiberhaupt ausreichend einsehen zu konnen, ist es unmdglich, diese
Region von humanen Spendern zu bekommen, weil eine nicht vertretbare Zerstérung des
Gesichtsbereichs eintreten wiirde. Eine Gewinnung der bendtigten Pridparate im Rahmen

von gerichtlichen Sektionen war daher faktisch ausgeschlossen.

Die Menschen, die ihre Korper der Anatomie zu Verfiigung stellen, sind meist
fortgeschrittenen Alters, was bedeutet, dass sich aufgrund von Zahnverlust bzw.
Zahnersatz massive Verdnderungen in der Okklusion, sowie im Kau-, Schluck- und
Sprachverhalten ergeben konnen. Zudem nimmt beim dlteren Menschen die
Wahrscheinlichkeit einer pathologischen bzw. altersbedingten Verdnderung im
Schidelskelett stark zu. AuBerdem besteht nach der Priparation keine Mdglichkeit mehr,

diese Leichen noch sinnvoll im Rahmen eines Priaparierkurses einzusetzen.

Da die anatomische Geometrie von Primaten und Menschen in dieser Schidelregion
durchaus vergleichbar ist, d.h. dieselbe Sehne zieht in einer topographisch dem Menschen
vergleichbaren Situation um den Hamulus pterygoideus, erscheinen Makaken und Paviane
als die am echesten geeigneten Spender (Abb. 43; 44ab,c). Das von diesen Tieren

gewonnene Material entspricht, bezogen auf das in freier Wildbahn erreichbare
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Lebensalter, dem des voll bezahnten jlingeren Erwachsenen. Alle hier verwendeten Tiere
waren voll bezahnt.
Die biomechanische Situation beim Primaten (kauen, schlucken, etc.) ist fiir den klinischen

Bezug also vermutlich sogar repréasentativer, als bei menschlichen Priparaten, welche von

sehr alten zahnlosen Spendern stammen.

Abb. 43 Vergleich der topographischen Situation der Schédelbasis bei Makake, Pavian und
Mensch. Trotz des GroBenunterschiedes sind die Verlaufsrichtungen von Sehne und Hamulus in

allen Fillen dhnlich.
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Abb. 44a Detailaufnahme der anatomischen Situation am Menschen mit plastisch nach-geformten

Verlauf der Sehne (rot) des M. tensor veli palatini um den Hamulus pterygoideus.

b fab

Abb. 44b Detailautnahme der anatomischen Situation am Makaken mit plastisch nach-geformten

Verlauf der Sehne (rot) des M. tensor veli palatini um den Hamulus pterygoideus.
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Abb. 44c Detailaufnahme der anatomischen Situation am Pavian mit plastisch nach-geformten

Verlauf der Sehne (rot) des M. tensor veli palatini um den Hamulus pterygoideus.

Die Makaken und Paviankadaver dienten bereits im Rahmen eines anderen Forschungs-
projektes der Untersuchung von Zusammenhédngen, welche auf den Menschen iibertragen
werden sollen, und wurden uns dankenswerterweise vom Institut filir chirurgische
Forschung der LMU in GroBhadern zur Verfiigung gestellt. Der postmortalen
Praparatentnahme waren maximal 7 Tage dauernde Versuche am Herz-Kreislaufsystem
vorangegangen. Bis zu diesem Zeitpunkt wurden die Tiere artgerecht erndhrt und gehalten.
Ein weiteres Indiz fiir die Ubertragbarkeit der Ergebnisse dieser Untersuchung auf den
Menschen besteht darin, dass auch bei beiden Affenarten keine signifikanten Unterschiede

hinsichtlich der Verteilung der analysierten Molekiile vorliegen.
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4.1.2. Wahl der geeigneten Nachweismethode

Die in dieser Untersuchung angewandte immunhistochemische Nachweismethode beruht
auf einer spezifischen Affinitit von Antigen und Antikorper. Die Antigen-Antikorper-
Bindung bildet einen dreidimensionalen Komplex, der weder durch rein kovalente, noch
rein elektrostatische Anziehungskrifte aufrechterhalten wird, sondern ein Zusammenspiel
von Wasserstoffbriickenbindungen, hydrophoben Wechselwirkungen und Ionenbindungen
darstellt (Kiernan 1999). Das sog. Schliissel-Schloss-Prinzip beschreibt die Eigenschaft
eines Antikorpers, spezifisch an das entsprechende Antigen anzudocken. Aufgrund dieser
Eigenschaft eignen sich immunhistochemische Nachweismethoden exzellent zur
Markierung von Makromolekiilen und zur Analyse ihrer Verteilung im Gewebe (Kiernan

1999; Lehninger et al. 1994).

Die Avidin—Biotin—Peroxidase Methode (Kiernan 1999) ist in dieser Untersuchung die
Nachweismethode der Wahl, da sich hier die geringsten unspezifischen Hintergrund-
markierungen ergeben. Sie basiert auf der Fihigkeit des Glycoproteins Avidin bis zu 4
Molekiile des Vitamins Biotin chemisch zu binden. Aufgrund der molekularen
Konfiguration werden aber in der Regel weniger Biotinmolekiile gebunden. In der ABC-
Technik kommen drei Reagenzgruppen zur Anwendung. Der Primédrantikérper heftet sich
spezifisch an das zu bestimmende Antigen. Im zweiten Schritt wird ein biotinylierter
Sekundirantikdrper verwendet, welcher gegen die Spezies und den Immunglobulintyp des
Erstantikorpers gerichtet ist. AbschlieBend verbinden sich die freien Stellen des
Avidinmolekiils im peroxidase—konjugierten Avidin-Biotin-Komplex mit dem Biotin des
Zweitantikorpers. Durch die Peroxidase wird das gesuchte Antigen anhand eines
geeigneten Chromogens (hier DAB-Monomer) markiert. Das bedeutet, dass es am Ort des

Antigennachweises zu einem losungsmittelresistenten Farbniederschlag kommit.

Um eine endogene Peroxidaseaktivitit, welche die Ergebnisse verfdlschen wiirde, im
Praparat auszuschlieBen, wird diese durch die Inkubation mit einer Kombination aus 3%
Wasserstoffperoxid in Methanol irreversibel gehemmt.

Durch die Vorbehandlung mit hochkonzentriertem Pferdeserum wird einer unspezifischen
Proteinbindung und damit einer ebenso unspezifischen Hintergrundmarkierung
vorgebeugt. Das Serum soll die Proteinbindungsstellen im Pridparat absittigen, welche

sonst als Storfaktoren wirken wiirden.
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Quantitative Aussagen konnen mit der hier angewandten immunhistochemischen
Nachweisreaktion leider nicht gemacht werden, da kein stochiometrischer Zusammenhang
zwischen gebildetem Chromogenniederschlag und nachgewiesener Antigenmenge besteht.

Um mit der reinen Ja (vorhanden)-Nein (nicht vorhanden)-Antwort ein aussagekréftiges
Ergebnis formulieren zu kénnen, werden in dieser Untersuchung daher einzelne Regionen

des Préparates voneinander abgegrenzt und getrennt bewertet.

4.2 Interpretation der Ergebnisse

Die meisten untersuchten Sehnen des M. tensor veli palatini offenbaren einige wenige
morphologische Kennzeichen, welche auf einen sesamoiden Faserknorpels im Um-
lenkungsbereich der Sehne um den Hamulus pterygoideus hindeuten. In den freilaufenden
Sehnenabschnitten lassen sich solche Merkmale nicht darstellen.

Histomorphologisch wird in den ersten Zellschichten an der Kontaktseite der Sehne eine
Gestaltinderung der Fibroblasten erkennbar. Sie wandeln sich von longitudinal
ausgerichteten, schlanken Zellen vereinzelt zu rundlichen, eher knorpeldhnlichen Zellen.
Diese Zone ist allerdings in allen Préparaten auf die ersten drei bis fiinf Zellschichten

begrenzt.

Neben den typischen Molekiilen des straffen, kollagenfaserreichen Bindegewebes der
klassischen Zugsehne (u.a. Kollagen I, III, VI, Keratansulfat, Dermatansulfat, Versican
und Tenascin) finden sich molekulare Bausteine, welche als Anzeichen fiir eine eher
knorpeltypische Matrixzusammensetzung gewertet werden. Das Vorkommen von solchen
Molekiilen (Kollagen II, Chondroitin-6-sulfat, Aggrecan, Link Protein) ldsst sich als

Anpassung an eine lokale Druckbeanspruchung im Bereich der Umlenkung interpretieren.

Nach Milz et al. (2005) ergibt sich hinsichtlich des Auftretens der Glycosaminoglykane
eine bestimmte Reihenfolge bei der Reaktion auf lokale Kompression. Dermatansulfat und
Keratansulfat sind in allen Sehnen bereits durch die Verformung des Gewebes bei
Zugbeanspruchung und die dadurch ebenfalls auftretende geringfiigige Druck-

beanspruchung nachweisbar.
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Das Vorkommen von Dermatansulfat wird mit der Féhigkeit eines Gewebes, eine
Zugbeanspruchung aufzunehmen (Gillard et al.1977a) assoziiert. Da sich die Intensitét der
Markierung flir Dermatansulfat im gesamten Verlauf der Sehne nicht dndert, kann man
daraus schliefen, dass eine gleichméflige Zugbeanspruchung iiber die komplette Sehne
hinweg vorliegt (Watanabe et al. 1994).

Kommt nun zur Zugbelastung eine Druckbeanspruchung hinzu, lassen sich in diesen
Arealen deutlich mehr und andere Glycosaminoglykane nachweisen, als in den nicht
druckbelasteten Bereichen. Das gilt vor allem fiir das zusdtzliche Auftreten von
Chondroitin-Sulfat (Gillard et al. 1977 a, b; Parry et al.1982; Flint et al. 1982).

Hier kommt bei leicht ansteigender Kompression zunédchst das Chondroitin-4-Sulfat und
bei stirkerer lokaler Druckbelastung im schon morphologisch deutlich faserknorpeligen
Gewebe das Chondroitin-6-Sulfat hinzu (Milz et al. 2005). In den untersuchten Proben
zeigt sich, dass der lokale Druck an der Umlenkungsstelle um den Hamulus gerade im
Bereich dieses Schwellenwertes zu liegen scheint. Fiir das Chondroitin-4-Sulfat sind mit
einer Ausnahme alle Sehnen in der Kontaktzone zum Hamulus positiv markiert, auch im
periostalen Uberzug des Knochens lisst sich diese Markierung ausnahmslos nachweisen.
Der Antikdrper von Chondroitin-6-Sulfat weist im Sehnenabschnitt nur einen
unwesentlichen Unterschied auf, aber im Bereich des Gleitspalts/Periosts sind nur noch
etwas mehr als die Hélfte der Priparate positiv markiert.

Der Markerantikorper 7D4 fiir das Chondroitin-6-Sulfat-oversulphated ist bereits in einem

Drittel aller Sehnenproben im Umlenkungsareal nicht vorhanden.

Den Glykosaminoglykanen folgend, dndert sich auch die Verteilung der Proteoglykane in
der extrazelluliren Matrix (ECM) in Abhdngigkeit von Hohe und Dauer der lokalen
Kompression. So fiihrt beispielsweise am Gelenkknorpel eine statisch einwirkende
Druckbeanspruchung zu einer hoheren Proteoglykankonzentration (Flint 1974). Auch unter
dynamischer Druckbeanspruchung (Parkinen et al. 1992) und unter intermittierend
einwirkender Druckbelastung (Evanko und Vogel 1993) konnten gesteigerte Proteoglykan-
syntheseraten beobachtet werden. Ein intermittierend einwirkender Druck ist auch
verantwortlich fiir die Bildung und Erhaltung der faserknorpeligen Region in den

Strecksehnen der Zehen des Menschen (Milz et al. 1998).
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Versican und in geringerem Malle Tenascin sind die charakteristischen Markermolekiile
des straffen, kollagenfasereichen Bindegewebes. Setzt sich nun der kompressionsbedingte
faserknorpelige Umbau durch, so reduzieren sich diese Matrixmolekiile, bis sie stellen-
weise vollig verschwunden sind. Im Gegenzug erhoht sich die Konzentration von

Aggrecan und Link Protein (Milz et al. 2005).

Aggrecan ist das charakteristische Makromolekiil des hyalinen Gelenkknorpels, das
hauptsédchlich mit dem Chondroitin-6-Sulfat assoziiert ist (Heinegird & Oldberg 1993). Es
erhoht die Widerstandsfahigkeit gegen Druckbeanspruchung (Jackson et al. 1991), indem
durch die hohe Ladungsdichte der sulfatierten Glykosaminoglykane Wasser im Gewebe
gebunden wird. Die auf diese Weise entstandenen Wasser-Aggrecan-Hyaluronsdure-
Komplexe haben dann die Féhigkeit sich mit den faserigen Netzen aus Kollagen II oder
aus Kollagen I-Molekiilen zu assoziieren (Hedlund et al. 1999).

Aggrecan wurde unter anderem in den druckbeanspruchten Arealen der tiefen
Beugesehnen adulter Rinder (Vogel 1995; Robbins et al. 1997), im sesamoiden
Faserknorpel der menschlichen Achillessehne (Waggett et al. 1998), in den Sehnen der
Rotatorenmanschette  (Berenson et al.1996) und in den Strecksehnen der

Metacarpophalangeal-Gelenke (Milz et al. 1999) nachgewiesen.

Link Protein, ein extrazelluldres Glycoprotein, ist verantwortlich fiir die Stabilisierung der
Interaktion von Aggrecan mit Hyaluronsdure und leistet einen wesentlichen Beitrag zur
Bildung und Erhaltung der juvenilen und adulten Knorpelmatrix (Watanabe & Yamada

1999).

Im Grofteil der untersuchten Priparate finden sich im Bereich der Kontaktzone zum
Hamulus in den Sehnen positive Markierungen fiir Aggrecan und Link Protein. Das
bedeutet, dass auch der Schwellenwert fiir die gesteigerte Proteoglykansynthese durch die
Druckbeanspruchung an der Umlenkung um den Hamulus iiberschritten wird. Jedoch
scheint der Druck nicht auszureichen, um einen ausgepréagten Riickgang von Tenascin und
Versican zu initiieren. Wéahrend das Versican in allen untersuchten Individuen vorhanden
ist, fehlt das Tenascin in etwa jeder fiinften Probe. Ob hier ein Zusammenhang mit der

mechanischen Beanspruchung besteht, ist unklar.
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Ein regelmédBiges Auftreten von Kollagen II in den Strecksehnen der zweiten bis fiinften
Zehen des Menschen werten Milz et al. (1998) als ein Zeichen der Anpassung an die
mechanische Druckbelastung durch die Ausbildung eines sesamoiden Faserknorpels an
dieser Stelle. Im Bereich der ersten Zehe, an welcher die Sehne beim Gehen einer

geringeren Druckbelastung ausgesetzt ist, konnten die Autoren kein Kollagen II finden.

Die Auswertung der vorliegenden Prédparate zeigt, dass in der Sehne nur in knapp der
Halfte der Félle eine positive Markierung fiir Kollagen II im Kontaktbereich mit dem
Hamulus erkennen ldsst. AuBerdem ist diese Markierung durchgehend relativ schwach
ausgeprdagt. Im mineralisierten Teil des Hamulus selbst und am Gleitspalt mit dem
periostalen Uberzug sind vereinzelt etwas stirkere positive Markierungen festzustellen.
Dies konnte mit der unterschiedlich langen Dauer der Druckbeanspruchung wihrend des
Ablaufs der Bewegung zusammenhingen. So bleibt die Oberfliche des Hamulus mit der
Gleitfliche immer in Kontakt, wiahrend sich die Kontaktfliche der Sehne des Musculus
tensor veli palatini bei der Exkursion iiber eine grofere Strecke auf der Sehne verschiebt.

Das gleiche Phidnomen fand Regner (2001) an einem anderen Hypomochlion. In der Sehne
des M. obliquus bulbi superior finden sich vereinzelt strategisch verteilte
Faserknorpelzellen im direkten Kontaktbereich mit der Trochlea, jedoch nur
ausnahmsweise Markierungen fiir Kollagen II. Auch Aggrecan war regelmiBig
nachweisbar. In der Trochlea selbst zeigt sich ein markant ausgeprigter Faserknorpel mit
konstant kriftig, positiven Markierungen fiir Kollagen II, Chondroitin-6-sulfat und
Aggrecan. Das bedeutet, dass in einer Gleitsituation die beteiligten Partner durchaus
unterschiedlich reagieren konnen. In der Sehne erreicht der mechanische Stimulus nicht die
notwendige Hohe, um eine Produktion von Kollagen II auszuldsen, obwohl eine
Druckbeanspruchung effektiv gegeben ist, was sich auch durch den Nachweis von
Aggrecan zeigen ldsst. Da sich am Hamulus, anders als bei der Trochlea, kein ausgeprégter
Faserknorpel darstellen l4sst, kann man davon ausgehen, dass hier geringere Druckkréfte

als an der Trochlea auf die beiden Gleitpartner einwirken.

In den untersuchten histologischen Schnittpriparaten finden sich dariiber hinaus héufig
Sehnenanteile, die am Hamulus im Sinne einer Enthesis inserieren.

Das Auftreten eines Enthesis-Faserknorpels aufgrund von Richtungsdnderungen und den
dadurch entstehenden Scherkriften wird ausfiihrlich von verschiedenen Autoren

beschrieben (Benjamin et al. 1986; Evans et al. 1990; Benjamin & Ralphs 1995; Lewis et
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al. 1998). Dabei gilt prinzipiell der Grundsatz: je groBBer der Grad der Abknickung, desto
groBer die Menge des gefundenen Faserknorpels.

Die Beobachtung, dass einige Fasern des M. tensor veli palatini direkt am Hamulus
inserieren, stimmt mit den Untersuchungsergebnissen von Putz und Kroyer (1999) iiberein.
Diese Anheftung in Form einer kleinen Enthesis konnte dafiir verantwortlich sein, dass die
Markierungen fiir Kollagen II im Knochen und am Periost kréftiger ausfallen als in der
Gleitsehne.

Doch auch hier ist die Kollagensynthese im Vergleich zur Proteoglykansynthese deutlich
verzogert. So zeigten Liu et al. (1997), dass bei einer chirurgisch erzeugten Band-
anheftung, die Aggrecansyntheserate bereits in den ersten drei Tagen deutlich ansteigt,

wihrend erst nach sechs Wochen ein erstes Auftreten von Kollagen II nachzuweisen war.

4.3 Klinische Bedeutung des Nachweises knorpeltypischer Antigene

In der Literatur finden sich Hinweise, dass ein Teil der entziindlichen Zerstdrungen im
Rahmen der rheumatoiden Arthritis auf Autoimmunprozesse gegen Bestandteile der
extrazelluliren Matrix des Knorpels zurlickzufiihren ist. Ein charakteristisches Merkmal
der Degradationsprozesse bei rheumatoider Arthritis ist die Spaltung von Aggrecan durch
das Enzym Aggrecanase im hyalinen Gelenkknorpel (Caterson et al. 1999; Lohmander et
al. 1993). Ahnliche Mechanismen kdnnen sich auch im Bereich faserknorpeliger Sehnen
und Sehnenansétze abspielen.

Link Protein, welches ebenfalls in Geweben vom knorpeligen Phinotyp vorkommt, gilt
heutzutage als eines der wesentlichen antigenen Ziele bei den verschiedenen
Verlaufsformen der juvenilen und adulten rheumatoiden Arthritis (Guerassimov et al.
1997,1998; Zhang et al.1998).

Es ist deshalb zu vermuten, dass die Anwesenheit von Aggrecan, Link Protein und auch
Kollagen II (Falta & Kotzin 1998) in der Sehne des M. tensor veli palatini und im Hamulus
pterygoideus, einen, wenn auch sehr kleinen Angriffspunkt fiir Autoimmunreaktionen
darstellt, wie es bereits bei Patienten mit rheumatoider Arthritis fiir den hyalinen Knorpel
beschrieben ist.

Derartige entziindliche Verdanderungen am Hamulus und eventuell auch in den dem
Hypomochlion anliegenden Abschnitten der Sehne konnten zur Schwellung des

benachbarten Gewebes und zur Verdickung der Sehne fiihren. Interessant ist in diesem
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Zusammenhang, dass in der Literatur auf Dysphagie als Symptom bei Patienten mit
besonders schwerer Manifestation der rheumatoiden Arthritis hingewiesen wird (Geterud
et al. 1991). Allerdings wird bei derartigen klinischen Berichten bisher nie ein direkter
Zusammenhang mit der Sehnenumlenkung am Hamulus hergestellt.

An anderer Stelle im Kopfbereich sind Stérungen der freien Beweglichkeit einer Sehne an
einem Hypomochlion bereits beschrieben und kénnten mit der rheumatoiden Arthritis
assoziert sein. Dies ist beispielsweise an der Umlenkung der Sehne des M. obliquus bulbi
superior im Bereich der Trochlea der Fall (Milz et al. 2001).

Aggrecan und Link Protein haben dariiber hinaus eine klinische Bedeutung bei akuten
Bandverletzungen oder chronisch entziindlichen Verletzungen. Inkomplette Rupturen, die
zur Verdanderung der mechanischen Situation in der Ansatzzone fiihren, konnen eine
Ossifikation und Kalzifizierung des Bandes auslosen (Perera et al.1995; Constantin &
Bouteiller 1998; Hayashi 1999). Es liegt die Vermutung nahe, dass die Umwandlung in
mineralisiertes Gewebe durch Konsumierung des faserknorpeligen Gewebes verursacht
sein konnte, wie dies in anderen Korperregionen bereits beschrieben ist. Die Anwesenheit
von Aggrecan und Link Protein in der hier untersuchten anatomischen Region konnte
daher helfen, die noch immer ungeklirte Atiologie des Hamulus-Syndroms (abnorme

Verdickung und Verlidngerung des Hamulus pterygoideus), besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung:

Die Mehrzahl der untersuchten Sehnen des M. tensor veli palatini offenbaren einige, wenn
gleich schwach ausgeprigte Kennzeichen eines sesamoiden Faserknorpels auf der
artikulierenden Sehnenunterseite im Umlenkungsbereich um den Hamulus pterygoideus. In
diesen Bereichen lassen sich in der extrazelluldren Matrix Molekiile nachweisen, welche
charakteristisch fiir den faserknorpeligen Gewebsphidnotyp sind. In den freilaufenden
Sehnenabschnitten lassen sich diese Merkmale nicht darstellen. Im periostalen Uberzug im
Bereich des als Hypomochlion dienenden Hamulus pterygoideus finden sich ebenfalls
Anzeichen fiir eine molekulare Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix, welche
charakteristisch fiir den faserknorpeligen Phénotyp sind. In den Féllen, in denen eine
Insertion von Sehnenfasern am Hamulus vorliegt, finden sich auch Merkmale die auf das

Vorliegen einer kleinen faserknorpeligen Enthesis hinweisen.
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