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1 Einleitung und Aufgabenstellung

Innerhalb der Orthopadie stellen Schulterpathologien weiterhin eine gro3e Herausfor-
derung fur den Orthopaden dar. Ein haufiges Krankheitsbild stellen Rotatorenman-
schettenrupturen (RMR) dar, die in dieser Arbeit weitergehend untersucht werden sol-
len. Die Pravalenz der RMR ist in der Allgemeinbevdlkerung mit ca. 5- 39% angegeben
[77, 171]. Die Inzidenz der RMR steigt mit dem Lebensalter der Patienten an und ist
vor allem erhdht nach dem 50. bis 60. Lebensjahr [153, 198]. Eine weitere von der
RMR betroffene Patientengruppe sind junge, sportliche Patienten mit ibermafiger Be-
lastung [178, 65]. Die Hauptursachen der RMR sind:

* degenerativer Verschleild und Verschleild durch Impingement [166, 207, 114],
* Trauma [49, 81, 186]
* Minderdurchblutung des Sehnenansatzes [67, 160, 181]

* Schulterluxationen [184, 99]

Auch wird eine Partial- oder Totalruptur unterschieden. Hierbei wird eine Totalruptur
als Kontinuitatsunterbrechung der Sehne verstanden [139]. Davon kdnnen eine, zwei
oder drei Sehnen betroffen sein. Die dabei am haufigsten geschadigte Sehne ist die
Supraspinatussehne [128], da ihre exponierte Lage zwischen Oberarmkopf und Schul-
terdach die Sehne besonders anfallig fir Verletzungen und Uberlastungen macht.

Die Versorgung der Ruptur ist in den haufigsten Fallen operativ, da eine spontane
Heilung der Sehne nicht vorkommt und Muskelatrophie, fettige Infiltration und Funkti-
onsausfall die Folge sind [128]. Auch nimmt die Defektgroe bei primarer Nichtversor-
gung zu, so dass eine spatere Rekonstruktion umso schwieriger wird [60].

Die entscheidendste Einflussgrof3e fur das Outcome der RMR ist aber die Rupturgrof3e
und stellt den limitierenden Faktor fur das Operationsergebnis dar [51]. Besonders die
Supraspinatussehne ist hierbei erheblich betroffen und eine massive RMR bedarf wei-
terer Ersatzmaterialien zur suffizienten Versorgung [128, 23]. Hierbei wird vor allem
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der Gebrauch von Tragermatrizen und Stammzellen diskutiert, wobei Langzeitergeb-
nisse allerdings noch fehlen und hohe Komplikationsraten vorbeschrieben sind [21,
133, 8, 26, 120].

Aus diesem Grunde stellt eine weitreichende Totalruptur der Surpraspinatussehne
auch heute noch eine groRe Herausforderung fur die operative Versorgung der RMR
in der Orthopadie dar. Daher ist die Entwicklung einer neuen Versorgungsmethode zur
Vermeidung einer Reruptur und zum Erlangen einer guten klinischen postoperativer

Funktion ein interessantes und weitreichendes Feld flur neue Forschungsansatze.

In der Klinik und Poliklinik fur Orthopadie, Physikalische Medizin und Rehabilitation der
LMU Munchen (Campus Gro3hadern) wurden hierzu in der Vergangenheit bereits For-
schungsprojekte durchgefuhrt und gute Ergebnisse in der Rekonstruktion von Sehnen-
defekten mit verschiedenen Tragermatrizen und Stammzellen erzielt [176]. Da diese
Untersuchungen jedoch am Kleintiermodell (Ratte) durchgefuhrt worden sind, stellt
eine Ubertragung auf Versuche an GroRtieren eine sinnvolle und interessante Weiter-
fuhrung des Forschungsprojekts dar. Vor allem die hohe Selbstheilungsrate und Ossi-
fizierungstendenz im Kleintier kénnen eine direkte Ubertragung auf den Menschen
schwierig bis unmoglich machen, woraus sich die Notwendigkeit fur weitere Studien
im GroRtier ergibt. Daraus sind zusatzliche Erkenntnisse zu erwarten, sowie die Uber-
prufung der im Kleintier gewonnenen Ergebnisse, mit besonderer Beachtung einer Os-

sifikation der Sehne im Groldtier und die Lange der Defektheilungszeit.

Da die Untersuchung verschiedener Tragermatrizen in der Vergangenheit gezeigt hat,
dass hierbei das Kollagen-Scaffold die besten Ergebnisse liefert [85, 86, 126, 138], soll
in der folgenden Arbeit gezielt untersucht werden, in wieweit die Implantation eines
Kollagen-Scaffolds eine verbesserte regenerierte Sehnenstruktur in einem Sehnende-
fekt bewirkt. Dazu sind die Unterschiede zwischen einer gesunden Sehne, einem un-
versorgten Sehendefekt und einem Sehnendefekt, welcher mit einem Kollagen-Scaf-
fold rekonstruiert wird, herauszuarbeiten. Hierzu wurden folgende Hypothesen formu-
liert:
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Hypothese 1:

Die Implantation eines Kollagen-Scaffolds in einen ,critical-size*“-Defekt
stellt eine (signifikante) Verbesserung, sowohl in der biomechanischen, als

auch in der histologischen Untersuchung, dar.

In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits verschiedene Zellarten, vor allem
mesenchymale Stammzellen und Knochenmarkszellen untersucht. Dabei zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede und ein Nachweis flur eine Differenzierung zu Tenozy-
ten stellte sich als schwierig heraus [9, 10, 61, 111, 146, 172, 176, 228]. Da in friheren
Studien gezeigt werden konnte, dass Tenozyten die Kollagenproduktion fordern, die
Entzindungsreaktion hemmen und eine schnellere Heilung gewahrleisten [38, 209,
169], stellt die Verwendung von differenzierten autologen Tenozyten einen neuen und
vielversprechenden Ansatz zur Sehnenregeneration dar und soll im Folgenden unter-

sucht werden. Die zweite Hypothese lautet daher:

Hypothese 2:

Die Besiedelung von autologen Tenozyten auf einem Kollagen-Scaffold er-
bringt einen entscheidenden Vorteil gegenuber der Versorgung mit unbe-

siedeltem Scaffold.

Um die Fragestellungen und Hypothesen dieser Arbeit wissenschaftlich zu untersu-
chen, wurden folgende Methoden angewendet:

* biomechanische Testung der Sehnenregenerate im Zugversuch
* histologische Untersuchung mit Ubersichtsfarbungen

* immunhistologische Methoden zum Nachweis der Expression von Faktoren

Die Anwendung dieser Methoden lasst eine umfassende und weitreichende Untersu-
chung der Fragestellungen und des Themenbereiches erwarten.
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2 Kenntnisstand zu Rotatorenmanschettendefekten

und ihren Losungsansatzen

2.1 Allgemeines

Zur Problemstellung Rotatorenmanschettenruptur wird nachfolgend zunachst der
Kenntnisstand aus der Literatur zusammengestellt. Dabei wird sich beschrankt auf fol-

gende Themen:

* Sehnenaufbau und -heilung

* Sehnendefekte bezogen auf Rotatorenmanschettendefekt, insbsondere Supraspi-

natusdefekte
 Ubersicht verschiedener Rekonstruktionsmethoden
» Tissue Engineering, mit Bezug auf Scaffolds und Tenozyten

* Wahl des geeigneten Tiermodells

2.2 Rotatorenmanschettenruptur

2.21 Sehnen
2.2.1.1 Allgemeines

Sehnen bestehen aus straffem Bindegewebe. |hre Aufgabe ist die gelenklbergrei-
fende Ubertragung der vom Muskel ausgetibten Kraft auf den Knochen mit dem Ziel
eine Bewegung zu generieren [180, 110]. Dabei besitzen Sehnen eine in Zugrichtung
angeordnete Struktur, die bei der Beanspruchung hilft eine direkte Kraftibertragung
zu ermoglichen und zu dosieren [97]. Die kleinsten Strukturen stellen dabei die Fibrillen
dar, wobei mehrere Fibrillen ein Faserblndel bilden und mehrere Faserbindel vom

Endotendineum umhdllt sind [197]. Um eine feste Verankerung im Knochen zu ge-
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wahrleisten und so keine Schwachstelle zu ermdglichen, strahlen spezielle Kollagen-
fasern, sogenannte Sharpey Fasern, Uber ein Knorpelbett in den Knochen ein [96]. Als
aulerste Struktur wird die Sehne vom Epitendineum umhullt [19, 119, 180]. Die Reil3-
festigkeit einer Sehne ist deutlich hoher als die eines Muskels und kann eine Bean-
spruchung von etwa 40-50 N/mm? aufnehmen[148]. Daher kann eine gesunde Sehne
mit einer Zugkraft Uber 3.000 N belastet werden, ohne dass sie beschadigt wird [148].
Um diese Beanspruchung aufzunehmen, besitzt die Sehne einen speziellen Aufbau

und wird aus Interzellularsubstanz und zellularen Bestanteilen gebildet [231].

2.2.1.2 Zellulare Bestandteile

Die Zellen der Sehnen sind Tenoblasten oder Tenozyten und stellen damit eine spezi-
alisierte Gruppe von Fibroblasten dar, die von der extrazellularen Matrix umgeben sind
[20, 154]. Im Reifungsvorgang der Sehne wandeln sich die Kollagen produzierenden
Tenoblasten in Tenozyten um [47, 115]. Diese sind flacher und langer als die Teno-
blasten und richten sich parallel der Kollagenfibrillen aus [47]. Hierbei sind sie durch
,gap junctions® verbunden, die eine intrazellulare Kommunikation ermoglichen [154].
Durch die Verminderung der Zellorganellen wahrend der Reifung der Tenozyten, wird
auch die Produktion der extrazellularen Matrix geringer. Trotzdem spielen die Tenozy-
ten vor allem im Erhalt der Sehnenstruktur und in der Regeneration wieder eine ent-
scheidende Rolle [109, 106]. Da die reife Sehne einen anaeroben Stoffwechsel unter-
halt um langere Zugbelastungen ohne Ischamievorgange auszuhalten, bedeutet dies
aber eine langsame und schlechte Selbstheilungsfahigkeit [6, 129, 214].

2.2.1.3 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) spielt eine bedeutende Rolle in der Funktionspezifitat
der Sehne und ihren Eigenschaften. Diese ist nicht nur fir den Erhalt und die mecha-
nische Belastbarkeit verantwortlich, auch zeigt die EZM wichtige Funktionen in der
Wundheilung [188, 87]. Der Hauptbestandteil des Trockengewebes der EZM ist mit
70% das Kollagen [113, 2]. Das Kollagen nimmt hierbei eine Schlusselstelle in der
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Reil¥festigkeit der Sehne ein und stellt sich als straff organisierte wellenférmige Struk-
tur dar [148, 80, 199]. Andere Kollagene sind in weit geringeren Anteilen vorhanden,
wobei Kollagen Ill fur Reperaturmechanismen eine grolRere Rolle spielt. Hierbei tritt
Kollagen Ill besonders in der frihen Phase der Heilung auf und geht zurick wenn
vermehrt Kollagen | gebildet wird [107]. Dabei ist Kollagen Ill eher durch locker struk-
turierte Fibrillen gekennzeichnet [137]. Als weitere Sehnenbestandteile kommen noch
Elastin [168], die Proteoglycane Decorin und Aggrecan [227] und adhasive Glykopro-
teine wie Fibronektin und Tenascin C vor. Diese spielen eine Rolle in der Adhasion
und Migration von Zellen. Auch sind die Glykoproteine in Abschnitten der Wundheilung
beteiligt, wie z.B. die Kollagen IlI-Organisation [168, 196]. Hierbei kommt Tenascin C
nach Jarvinen et al. [108] nicht in der Sehne direkt, sondern im Sehnen-Knochen Uber-
gang vor und wird vor allem in der Embryogenese sowie in den Heilungsprozessen
vermehrt exprimiert. Auch stellt die mechanische Reizung ein Stimulierungsfaktor von
Tenascin C dar [46].

Im Alter nimmt das Eigengewicht der Sehne zu. Nach Ingelmark et al. [105] kann dieser
Vorgang damit begrindet werden, dass der Wassergehalt der Sehne abnimmt, woge-
gen der Gehalt an EZM zunimmt und sich somit die Sehne verbreitert. Auch hat dieses
zur Folge, dass der EZM/Tenozyten-Quotient abnimmt was eine schlechtere Selbst-

heilung impliziert und die Elastizitat der Sehne verringert.

2.2.2 Sehnendefekt und Heilung

Sehnenverletzungen konnen zum einen im Rahmen von Sportunfallen in Form von
Uberlastungsrupturen oder zum anderen als chronischen Sehnenschaden in Sinne
von degenerativen Prozessen auftreten [197, 183]. Somit liegt bei Sehnenverletzun-
gen ein vorangegangener pathologischen Prozess zugrunde, welcher die Sehnen be-
reits vorschadigt [117]. Die degenerativen Veranderungen fuhren dabei zu einer bio-
mechanischen Minderung der Zugfestigkeit und Schwachung der Muskel-Sehnen-
Knochen Einheit, so dass bei zusatzlicher Beanspruchung eine Ruptur eintreten kann
[116, 3]. Im Defektareal kommt es hierbei anschliel3end zu einer bindegewebigen De-

fektheilung [107]. Dieses resultiert auch nach langerer Heilungsphase nur in einem
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bindegewebigen Narbengewebe, welches den funktionellen und mechanischen An-
spruchen eines Sehnengewebes nicht genugt. Zusatzlich ist bei mangelnder Kontinu-
itat des Sehnenverlaufs die Heilung behindert, wobei es zu Vernarbungen der Seh-

nenstimpfe mit dem umliegenden Bindegewebe kommt [174, 107].

Die autologe Heilung durch intrinsische und extrinsische Faktoren verlauft dabei in den
folgenden drei Schritten [197]:

* In den ersten zwei Wochen sind die Prozesse gekennzeichnet durch eine Entzun-

dungsreaktion und Phagozytose des nekrotischen Gewebes [28].

* Nach zwei Wochen beginnt daraufhin die Regenerationsphase [196], in welcher
durch Chemotaxis Tenozyten und Fibroblasten einwandern und vorwiegend Kol-
lagen lll, aber auch Proteoglykane und andere Kollagene produzieren und somit
eine Stabilisierung des Defektbereiches bewirken [62, 78, 88, 175].

* Nach sechs bis acht Wochen beginnt daraufhin die Umformungsphase in dem das
bisher zellreiche Gewebe zellarmer wird und nun nur noch vermehrt Kollagen | pro-
duziert. Dieses richtet sich dann im Verlauf langs der Zugrichtung aus [137]. Als
letztes folgt die Reifungsphase, die von der 10. Woche bis zu einem Jahr dauern
kann [196, 197]. In diesem Zeitraum sollen sich die Kollagenfasern parallel anord-

nen und auch noch die letzten Nekroseareale beseitigt werden [118].

2.2.3 Sehnenrupturen

In der Orthopéadie ist die Sehnenruptur ein haufiges und bedeutendes Krankheitsbild.
Dabei finden operative Behandlungsmoglichkeiten je nach Art und Lokalisation der
Ruptur [143, 98, 89] teilweise gute Erfolge, wobei Partialrupturen von Totalrupturen zu
unterscheiden sind. Hierbei hat die Partialruptur insgesamt eine bessere Prognose, da
hier der Defektbereich lokalisiert ist und somit eine geringere Funktionseinbuse die
Folge ist [77]. Bei kleineren Sehnenrupturen zeigt die Adaption und Naht der Sehnen-
stumpfe sehr gute Ergebnisse [203, 206]. Bei grof3en und schwerwiegenden Rupturen
reicht aber oft die Naht nicht aus und es mussen zusatzlich weitere Behandlungs- und
Operationsmethoden diskutiert werden.
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2.2.4 Rotatorenmanschettenrupturen

Als haufige Sehnenruptur stellt sich die Rotatorenmanschettenruptur (RMR) dar, bei
der auch mehrere Sehnen der funktionellen Einheit aus M. supraspinatus, M. infraspi-
natus, M. subscapularis und M. teres minor beteiligt sein kdbnnen [26]. Die Pravalenz
wird hierbei mit 5-39 % angegeben [77]. Insgesamt sind Manner und der dominante
Arm haufiger betroffen [218]. Die Inzidenz steigt mit zunehmendem Alter der Patienten,
vor allem nach dem 5. bis 6. Lebensjahrzehnt [153, 198, 224]. Zusatzlich nimmt auch

das Ausmal’ der Ruptur im Alter zu.

Die RMR betrifft zum einen junge, sportliche Menschen mit erhohter Belastung der
Rotatorenmanschette (RM) durch z.B. Wurf- und Uberkopfsportarten [4]. Zum anderen

sind altere Patienten aufgrund von Sehnendegenerationen betroffen.

Als Ursachen werden degenerativer Verschleil3 und Verschleil® durch Impingement
[166, 207, 114], Trauma [49, 81, 186], Minderdurchblutung des Sehnenansatzes [67,
160, 181] und Schulterluxationen [184, 99] genannt. Insgesamt ist die RMR aber mul-
tifaktoriell bedingt.

2.3 ,,Critical-size‘“-Defekt

Bei der RMR wird eine Partialruptur der Sehne von einer Totalruptur unterschieden
[139], wobei vor allem die Totalruptur eine weitaus schlechtere Prognose aufzeigt. Bei
der Totalruptur bezeichnet der Begriff ,critical-size“-Defekt eine durch Totalexzision
eines groReren Sehnenabschnitts entstandene Sehnenlicke von kritischer Lange.
Hierbei muss der Defekt die kleinste GroRe haben, wobei aber immer noch angenom-
men werden kann, dass hier keine eigenstandige Heilung ohne Intervention moglich
ist [202, 191]. Demzufolge hat die Reparatur eines ,critical-size“-Defektes zusatzlich
eine hohere Anforderung an die Rekonstruktion.
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2.4 Supraspinatussehne

Besonders die Supraspinatussehne ist am haufigsten betroffen [128], da ihre expo-
nierte Lage zwischen Oberarmkopf und Schulterdach sie besonders anfallig fur Ver-
letzungen, Uberlastungen, Abrieb und Impingement macht und eine repetitive Ein-
klemmung zwischen Acromion und dem Caput humeri zu einer schnelleren Sehnen-
degeneration fuhrt [166, 165].

Auch wird in der Literatur eine hypovaskulare Zone im Ansatzbereich der Supraspi-
natussehne beschrieben, die zu Zellarmut, Nekrosen und Mikrorupturen fuhrt, welche
die Sehne anfallig fur komplette Rupturen macht [48, 140, 37, 23, 135, 121, 181].

2.5 Operationsmethoden

Das Mittel der Wahl stellt bei massiver RMR die operative Versorgung dar. Ziel hierbei
muss sein, das Gleichgewicht zwischen den verschiedenen Zugkraften der RMR und
damit wieder ein optimiertes Rotationszentrum herzustellen [60]. Von besonderer Be-
deutung ist hierbei auch der Operationszeitpunkt, da sich die besten Resultate bei ei-
ner Versorgung in den ersten sechs Wochen zeigen [14]. Bei langerem Zuwarten er-
hoht sich der Grad der Muskelatrophie sowie eine Zunahme der fettigen Infiltration.
Der stark limitierende Faktor fur das postoperative Outcome ist aber die Rupturgrof3e
[51]. Die Operationstechniken sind vielfaltig und abhangig von dem Ausmal} und Ret-
raktionsgrad der Ruptur, der Muskelatrophie und dem Patientenalter sowie dessen
Funktionsanspruch [60]. Dabei ist besonders darauf zu achten, dass die Kontinuitat
der Sehne wieder hergestellt wird [161]. Vor allem aber auch der Retraktionsabstand
der Sehnenstimpfe hat einen grof3en Einfluss auf das Outcome der Operation [94,
50], da weit retrahierte Sehnen trotz aufgwendiger Mobilisation nicht mehr am Tuber-

culum majus ohne Sehnenersatzmaterialien befestigt werden konnen.

Die Moglichkeiten zur Versorgung der RMR sind dabei eine offene Operationstechnik,
eine mini-open oder arthroskopische Operation [132]. Die mini-open ist der offenen
Rekonstruktion bei kleineren Rupturen (<3 cm) Uberlegen [12, 136], sie ist aber bei
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massiven RMR aufgrund des geringen Ubersicht (iber das Defektareal und der damit
verbundenen Einschrankung der Sehnenmobilisation nicht das Mittel der Wahl. Auch
die arthroskopische RM-Rekonstruktion hat zwar durch geringere Weichteilschaden
und weniger Wundheilungsstérungen Vorteile [1], aber auch hier ergeben sich hohe
Rerupturraten bei Defekten Uber 3 cm. Daher zeigt sich die offene Operationsmethode

fur massive RMR im gro3ten Teil der Versorgungen den anderen als Uberlegen.

Ein Problem ist hierbei jedoch, dass bei gro3en Defekten die Primarnaht nicht ausrei-
chend ist um den Defekt komplett zu verschlie3en. Daher kommen insbesondere bei
massiven RMR mit den derzeit gebrauchlichen Operationsmethoden auch heutzutage
noch hohe Rerupturraten von 21-94% vor [21, 133, 8].

Hieraus ergab sich die Uberlegung, dass bei massiven RMR, bei der eine komplette
Naht der Sehne nicht mehr moglich ist, eine Rekonstruktion mit Sehnentransfers, syn-
thetischen oder biologischen Grafts [26, 120] sowie allogenen und autogenen Trans-

plantaten Uberlegen sein konnte [29, 127, 69].

Zur Defektdeckung konnen bei Transferoperationen sogenannte Muskelflaps vom M.
deltoideus, latissimus dorsi etc. als Deckung verwendet werden [26, 120]. Auch allo-
gene Transplantate aus der Patella- oder Achillessehne kommen zum Einsatz, wobei
die Ergebnisse zur autologen Ubertragung hier gleichwertig erscheinen [29, 127, 69].
Zusatzlich kdnnen noch dermale Allografts, dermale Xenografts und Xenografts aus
Dunndarmmukosa (z.B. small intestinal submucosa) verwendet werden, wobei sich die
Ergebnisse dabei aber sehr unterschiedlich zeigen [26, 1, 158, 164]. Die einzige Zu-
lassung in den USA hat das dermale Allograft ,Graftjacket” [221, 201, 27, 63, 155].

Trotz verschiedener Rekonstruktionsmethoden hat sich im langfristigen Verlauf die op-
timale Therapiemethode mit geringer Komplikationsrate und vollstandiger Ausheilung
eines ursprunglichen Sehnendefektes bislang aber noch nicht gezeigt [26, 101, 30]
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2.5.1 Tissue Engineering der Sehne
2.5.1.1 Tragermatrizen

Ein weiterer Ansatz zur verbesserten Sehnenregeneration stellt das Tissue Enginee-
ring dar, mit dessen Hilfe an der kunstlichen Herstellung von hochdifferenziertem Ge-
webe in-vitro gearbeitet wird. Hierduch ergeben sich neue innovative Therapiemaoglich-

keiten zur Rekonstruktion von Sehnendefekten [138].

Zu diesem Zweck wird in experimentellen Ansazten versucht kunstliches Gewebe fur
die Sehnenrekonstruktion verfugbar zu machen. Die kunstlich hergestellten Materia-
lien sollen das geschadigte Gewebe ersetzen und moglichst die Eigenschaften der
Sehne imitieren. Auch sollen die Nachteile der Allo- und Autografts, wie z.B. Induktion
einer Entzundungsreaktion und unzureichende Vaskularisierung nach Rekonstruktion,

verringert und eine hohe Zugbelastung erreicht werden [103, 74, 130].

Dabei stutzt sich das Tissue Engineering auf drei Saulen [11]:
* die Tragermatrix (Scaffold)
» Zellen mit dem Potential zur Proliferation (Stammzellen oder Tenozyten)

* gegebenenfalls Wachstumsfaktoren, die Zellen stimulieren kdnnen

2.5.1.2 Scaffold

Die Beschaffenheit des Scaffolds ist ein wichtiger Faktor fur den Erfolg beim Tissue
Engineering. Daher wurden in der Vergangenheit Materialien unterschiedlicher Kom-
position untersucht und die Eigenschaften der idealen Tragermatrix definiert. Das
Scaffold besitzt dabei die Aufgaben den Defekt auszuflllen, zu Uberbricken und zu-
satzlich die Wundheilung und Zellmigration zu fordern [54]. Liu et al. [138] hat die
Funktion einer idealisierten Tragermatrix noch genauer festgelegt, wobei das Scaffold
Biodegrabilitat, Biokompatibilitat, Biofunktionalitat, Prozessibilitat und gute mechani-
sche Eigenschaften besitzen sollte.
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Bei den Scaffolds werden nach der Art der Herstellung jeweils biologische von synthe-
tischen Matrizen unterschieden. Fur die synthetische Herstellung wird vor allem Poly-
ester, Polymilchsauren und Polyclycolsauren verwendet [40]. Biologische Scaffolds
konnen aus menschlicher und tierischer Dermis, menschlicher Dura mater, Submu-

kosa des Schweinedarms oder isoliertem Kollagen | hergestellt werden [59].

Biologische Scaffolds werden, um keine Immunreaktion hervorzurufen, einem auf-
wendigem Sterilisationprozess unterzogen, welcher das Ziel hat nur die EZM und vor
allem Kollagene zuruck zu lassen und damit die Struktur sowie die mechanischen Ei-

genschaften und Vorzuge der biologischen Matrix zu erhalten [8].

Synthetische Scaffolds haben den Vorteil, dass dort keine Mikroorganismen vorhan-
den sind und sich daher die Aufbereitung wesentlich kostengunstiger darstellt. Dabei
werden sie durch thermische und chemische Prozesse in die gewunschte Mikrostruk-
tur gebracht [7]. Sowohl bei synthetischen als auch bei biologischen Scaffolds kdnnen
eine gute Stabilitat und mechanische Belastbarkeit durch Quervernetzung von Fibrillen
erreicht werden [7, 58, 57, 55]. Die synthetischen Scaffolds wurden vor allem in den
90 Jahren verwendet. Diese weisen zwar eine Uberlegene mechanische Belastbarkeit
auf, aber die Komplikationsrate durch korperfremdes Gewebe im Sinne einer immunen

Entzindungsreaktion ist sehr hoch [40].

Bei den Bioscaffolds zeigten sich in der Vergangenheit in vielen Studien Absto3ungs-
reaktionen, wobei das Kollagen-Scaffold dabei als einziges kaum Nebenwirkungen
zeigte [42, 217, 104]. Auch bietet es sich als Grundsubstanz des Tissue Engineerings
besonders gut an, da es der Hauptbestandteil des EZM der Sehne ist. Es kann aus
humanen oder bovinen Sehnen gewonnen und zu Bioscaffolds verarbeitet werden [59,
45]. Durch diese Voraussetzungen sind Kollagen-Scaffolds biokompatibel, Zellen kon-
nen leicht an ihnen adharieren und ihre Proliferation kann stimuliert werden [138]. Auf-
grund dieser Eigenschaften werden heute schon unterschiedliche Kollagen-Scaffolds
in der Klinik fur Bander- und Sehnenchirurgie eingesetzt [31, 85]. Ferner ist bereits
belegt, dass Kollagen-Scaffolds ein Grundgerust bilden, in welches Tenozyten einwan-
dern, proliferieren und neues Kollagen bilden kdnnen [85, 86]. Zusatzlich zeigen Stu-

dien, dass Kollagen-Scaffolds die mechanische Belastbarkeit erhohen und dabei auch
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zu einer Stabilisierung des Defekts in den ersten Wundheilungsphase beitragen [126].
Somit ist die Wahl eines biodegradablen Kollagen-Scaffolds als sinnvoll fur weitere

Untersuchungen zu bewerten.

2.5.1.3 Tenozyten

Auch biologische Faktoren scheinen eine wichtige Rolle im Heilungsverlauf von Seh-
nendefekten zu spielen. Studien zeigten eine hohe Apoptoserate (34%) in Tenozyten

von chronisch beanspruchtem Sehnengewebe [43, 229].

Daher wird angenommen, dass zellulare UnregelmaRigkeiten das Heilungsvermdgen
der Sehne beeintrachtigen [211]. Um geeignete Zelltypen zur Implantation auszuwah-
len sollten diese folgende Kriterien erfullen: einerseits sollten sie aus autologem Ge-
webe gewonnen werden konnen, um eine host-versus-graft Reaktion zu vermeiden.
Andererseits sollten sie wachstums- und lebensfahig in vitro und in vivo sein [216].
Unter Beachtung dieser Kriterien sind Stammzellen und Tenozyten besonders fur wei-

tere Untersuchungen geeignet.

Die Verwendung von Tenozyten hat hierbei den Vorteil, dass sie EZM der Sehne pro-
duzieren konnen. Bei mesenchymalen Stammzellen ist hingegen das Risiko gegeben,
dass eine Differenzierung in sehenfremdes Gewebe stattfindet. Des Weiteren nimmt
die Verfugbarkeit von Stammzellen im Alter ab und zeigt damit keine geeignete The-
rapie bei Sehnendefekten aufgrund Altersdegeneration [169]. Auch konnte bei Pie-
tschmann et al. [114] gezeigt werden, dass Tenozyten gegenliber Stammzellen zu ei-
ner weitaus hohere Kraftregeneration und Beanspruchung im stimulierten Gewebe
fuhren. Da kein spezifisches Gen oder Protein fur Tenozyten vorhanden ist, ist es kaum
moglich Tenozyten zellulare Prozesse direkt zuzuweisen. Pauly et al. [172] charakte-
risieren das Expressionsmuster von Tenozyten anhand PCR gegenuber Chondrozy-
ten und Osteoblasten. Dabei wurde eine geringere Kollagen IlI-, Decorin-, Tenascin C,
und eine hohe Kollagen I-Expression nachgewiesen. So kann auch ohne Marker ein
Vorhandensein von Tenozyten nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigten Schulze-

Tanzil et al. [193] dass eine Kultivierung von autologen Tenozyten in der Zellkultur
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moglich ist. Eine Implantation von autologen Tenozyten in Sehnendefekte der RM oder
der Achillessehne von Kaninchen ergab in Studien einen schnelleren Abbau des Kol-
lagen-Scaffolds, eine hohere Kollagen I-Produktion und eine geringere Entziindungs-
reaktion [42, 35]. Zusatzlich ahnelte das Gewebe der Struktur einer gesunden Sehne
und die mechanische Belastbarkeit verbesserte sich [41]. Auch wird beschrieben, dass
Tenozyten die Eigenschaften eines Kollagen-Scaffold verbessern und dessen Dege-
neration reduziert [209]. Somit kann mit Tenozyten zusatzlich zu einem Kollagen-Scaf-
fold eine schnellere Regeneration und hoheres Sehnenremodelling erreicht werden
[169, 189].

Da diese Untersuchungen bisher aber nur in Kleintieren mit gewissem Selbstheilungs-
potential und kleinen anatomischen Strukturen durchgefiihrt wurden ist die Ubertra-

gung auf das Groltiermodell hieraus resultierend.

2.6 Grofdtiermodell Schaf

Tiermodelle helfen Pathologien zu verstehen, neue Techniken wie Scaffolds und Zell-
implantationen zu untersuchen und Heilungsverlaufe zu erforschen [66]. Schafe sind
dabei gute Versuchstiere fur Grotiermodelle, auf Grund ihrer Verfugbarkeit, einfachen
Handhabung und Akzeptanz in der Gesellschaft [212]. Fur die Erforschung der RMR
und vor allem der Supraspinatusruptur ist die Infraspinatussehne des Schafes von gro-
Rer Bedeutung, da diese grofke Ahnlichkeit zu der menschlichen Supraspinatussehne
aufweist [84, 212].
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3 Material und Methoden

3.1 Ubersicht

3.1.1 Vorversuche

In den Vorversuchen sollte einerseits die Besiedlungsmadglichkeit des Kollagen-Scaf-
folds nachgewiesen und andererseits die Verteilungstendenzen der Zellen im Scaffold

sichtbar gemacht werden. Dafur wurden folgende Untersuchungsschritte ausgefuhrt:
1) Entnahme einer Gewebeprobe aus der Supraspinatussehne von Schafen

2) Enzymatischer Verdau, Kultivierung, Zahlung und Besiedelung auf dem zu testen-

den Kollagen-Scaffold
3) Anfertigung von Kryoschnitten aus der Innen-, Au3enseite und Mitte
4) Anfarbung mit Toluidinblau

5) Untersuchung und fotografische Dokumentierung unter dem Elektronenmikroskop

In diesen Versuchen zeigte sich, dass Tenozyten eine gute Adhasion im Scaffold zei-
gen und tief in das Kollagengeflecht eindringen. Des Weiteren bleiben die Zellen auch
nach dem Schneiden und Farben im Kollagenvlies haften. Daher kann angenommen
werden, dass ein in einen Sehnendefekt implantiertes Vlies ein gutes Gerust zur Zel-
ladhasion sowie Zellproliferation fur die Tenozyten darstellt.

In Abb. 1 ist das Scaffold im Elektronenmikroskop unter Toluidinblaufarbung abgebil-
det. Es ist zu erkennen, dass sowohl an der Membran- wie auch an der Schwammeseite

die Zellen einwandern und bis ins Kollagengeflecht vordringen.
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Abb. 1. Darstellung der Scaffoldbesiedlung, Toluidinblau Farbung mit 200-facher und 400-facher
VergréRRerung im Elektronenmikroskop fotografiert:
a) I. Besiedlung der Schwammeseite, Il. Seite der Membran
b) Darstellung der einzelnen Zellen im Schwamm mit 400-facher Vergréferung

Als weiterer Vorversuch wurde die Kryoschneidetechnik mit der Paraffintechnik fur
Sehnengewebe verglichen und sich daraufhin fur Paraffinschnitte entschieden, da in
diesem die Faserstruktur der Sehne besser erhalten blieb und diese Schnitte weniger

Artefakte aufwiesen.

Zur Besiedlung des Scaffolds mit den Tenozyten wurden sich fur das folgende Modell
nach Abb. 2 entschieden:

14 ml Medium mit 4 ml benetztes Scaffald

Petrischale
Stahlbricke

Abb. 2. Besiedlungsmethode [176]



Material und Methoden 21

Dabei wird das Scaffold mit der Schwammseite nach oben auf einer Stahlbriicke pla-
ziert. Sowohl auf als auch unter das Scaffold wird Medium hineingegeben. Insgesamt

waren in 18 ml Medium 10x10° Tenozyten vorhanden.

3.2 Hauptversuch

FUr die Hauptversuche standen 24 ausgewachsene weibliche Merinoschafe zur Ver-
fugung. Diese wurden in drei Gruppen mit je acht Schafen aufgeteilt. In allen Gruppen

wurde ein ,critical-size“-Defekt in die Infraspinatussehne der Schafe gesetzt.

Dabei unterschied sich die Operationmethode flur die einzelnen Gruppen wie folgt:
1. Gruppe > Defektsetzung = Defektgruppe (Defekt)
2. Gruppe > Defektsetzung+Implantation Kollagen-Scaffold = Scaffoldgruppe (SC)
3. Gruppe

1.Teil:=>Patellasehnenbiopsie—> Kultivierung der Tenozyten,

2.Teil:=>Defektsetzung—> Besiedlung des Scaffolds—=> Implantation des besiedel-
ten Kollagen-Scaffolds = Tenozytengruppe (SC+TZ)

4. Gruppe->Fur die Kontrolle wurde die kontralateralen Infraspinatussehnen der Ver-
suchstiere verwendet = Kontrollgruppe (Nativ)

Postoperativ folgte eine Heilungsphase von 12 Wochen.

In der nachfolgenden Abb. 3 sind die drei Operationsmethoden von Defekt-, SC- und
SC+TZ Gruppe schematisch und jeweils darunter mit intraoperativem Beispiel darge-
stellt. Fur die Implantation des Scaffolds wurde dieses genau in der Mitte gefaltet, die

basale Verstarkungsmembran kam somit artikular- als auch bursaseitig zu liegen.
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Abb. 3. Verwendete Operationsmethoden; a) Defekt, b) SC, c) SC+TZ

3.3 Auswertungsmethoden
Nach der Regeneratsenthnahme wurden folgende Auswertungsmethoden durchge-
fuhrt:
* Makroskopische Beurteilung aller Regenerate
* Biomechanische Testung [n = 6 je Gruppe]
* Histologische und immunhistologische Auswertung
o Auswertung der Ursprungssehne [n = 2 je Gruppe]
o Auswertung der biomechanisch getesteten Sehnen [n = 6 je Gruppe]
Die operativen Mal3nahmen sowie die perioperativen tierpflegerischen Tatigkeiten fan-

den im Institut fur Chirurgische Forschung im Walter-Brendel-Zentrum der Ludwig-Ma-
ximilians-Universitat statt. Die biomechanischen und histologischen Auswertungen
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wurden im Labor fur Biomechanik und experimentelle Orthopadie der Klinik und Poli-
klinik far Orthopadie, Physikalische Medizin und Rehabilitation, Klinikum der Universi-
tat Munchen, Campus Grof3hadern, vorgenommen. Eine detaillierte Aufstellung der
verwendeten Materialien und Versuchsobjekte sowie Herstellerangaben findet sich im
Anhang C.

3.4 Praoperative MaBRnahmen

3.4.1 Tragermatrizen

Das verwendete Kollagen-Scaffold (Fa. JOTEC GmbH, Hechingen, Deutschland) setzt
sich laut Herstellerangaben aus zwei verschieden Teilen zusammen. Einerseits aus
einer 0,4 mm dicken abdeckenden Membran und andererseits aus einem 2 mm dicken
Schwamm mit saulenartig angeordneten, untereinander verbundenen 90-130 pym gro-
Ren Poren (siehe Abb. 4). Die Membran besteht aus Kollagen |, dieses wurde aus
Rinderperikard gewonnen. Die Membran ist dabei Uber einen Lyophilisationsprozess
mit dem Schwamm verbunden und halt die Verbindung somit stabil. Der Schwamm
besteht ebenfalls aus Kollagen | und ist hierbei aus Rinderhaut isoliert worden. Durch
ein spezielles Aufbereitungsverfahren wurden die Komponenten von nicht-kollagenen

Bestandteilen gereinigt.

Die saulenartig ausgerichteten Poren des Schwamms haben die Aufgabe das Ein-
wachsen der Zellen in den Defekt zu begunstigen und eine Leitlinie zu bilden. Die
reil’feste und nassestabile Membran soll sowohl das Eindringen unspezifischer Binde-
gewebszellen in den Defektbereich, als auch die ungezielte Verbreitung der implan-
tierten Zellen Uber die entsprechende Seite verhindern. Die mechanische Stabilitat der
Membran soll zusatzlich den Schwamm und die darin enthaltenen Zellen vor Scherbe-

anspruchungen schutzen.
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Abb. 4. Rasterelektronenmikroskopisches Bild des Scaffolds: Foto: JOTEC GmbH, Hechingen,
a) Membran,
b) Schwamm

3.4.2 Verwendete Zellen

Zur Gewinnung der autologen Tenozyten wurden in einer vorangegangenen Operation
eine Biopsie der Patellasehne der Tiere der Gruppe 3 entnommen. Nach Entnahme
erfolgte die Isolierung der Tenozyten durch einen enzymatischen Gewebeverdau nach
einem modifizierten Protokoll nach Cao et al. [34, 36]. Die praparierten Sehnenstucke
wurden im Folgenden in Kollagenase | (0,1 %) bei 37°C, 5 % CO? und 95 % Luftfeuch-
tigkeit im Brutschrank fur 15 h inkubiert. Sobald die Sehnenstlcke sichtbar zersetzt
waren, wurde der Verdau beendet und die Zellsuspension uber einen Zellfilter (100
pm) filtriert. AnschlieRend wurde die gereinigte Suspension bei 1.500 rpm fur 5 min
zentrifugiert. Nach erneutem Waschen der Zellpellets wurde dieses in 5 ml Zellkultur-
medium (DMEM, 10 % FCS, 10 yg/ml Penicillin/Streptomycin) resuspendiert. Im An-
schluss wurden die Tenozyten trypsiniert um sie in Passage 1 auf das Scaffold zu
geben.
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3.5 Implantatbesiedelung

Die Implantatbesiedelung folgte einem modifizierten Protokoll von Shakibaei et al.
[195], welche vormals fur eine 3D-high density Kultur etabliert worden war. Shakibaei
et al. hatten mit dieser Methode eine Simulation fur mesenchymale Stammzellen ge-
neriert, die durch eine Aufhangekonstruktion an der Luft-Medium-Grenze durch freie
Diffusion ernahrt worden waren und durch ihre hohe Dichte einen chondrogenen Sti-
mulus erfahren hatten. Dasselbe Modell wurde bereits fur Tenozyten [193] verwendet,
ebenfalls um einer in-vivo Situation naher zu kommen. Durch das von Shakibaei etab-
lierte 3D-Modell konnten sich die Zellen auf der Tragermatrix fixieren, ohne dass sie
vom Medium weggespult wurden. Des Weiteren war eine Erndhrung der Zellen in der

Zeit bis zur Operation durch Diffusion aus dem Medium madglich.

Daher wurde fur die Besiedelung des Scaffolds der Boden der Petrischale mit 14 ml
Medium bedeckt und daruber ein leicht erhohtes Gitternetz gelegt (siehe Abb. 5). Auf
das Gitter wurde dann das 3,5x3 cm grol3e Vlies platziert und darauf 4 ml Medium

gegeben. Insgesamt enhielten 10 ml Medium 10x10° Zellen.

Die Kollagenmatrizen wurden dabei mit der Membranseite nach unten gelegt, um die
Zellen in die Poren der schwammartigen Seite zu bringen. Um einen Mittelweg zu fin-
den, in dem sich die Zellen effizient an der Tragermatrix adharieren konnten, ohne
einen relevanten Differenzierungsstimulus zu erfahren, wurde eine praoperative Ad-
hasionszeit von 48 h gewahlt, in der die Tragermatrize im Brutschrank bei 37°C, 5 %
COz und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert wurde.
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Abb. 5. In vitro-Scaffoldbesiedlung

3.6 Operationen
3.6.1 Versuchstiere

Das Versuchsvorhaben wurde gemaf § 8 Tierschutzgesetz (TierSchG) der Regierung
von Oberbayern genehmigt (TVA-Nr. 55.2-1.54-2531-07-10). Alle Eingriffe wurden ge-
maf des Tierschutzgesetztes (TierSchG) sowie den Behandlungstandards des Tier-
versuchslabores am Institut fur Chirurgische Forschung durchgefihrt. Als Versuchs-
tiere wurden 24 weibliche Merinolandschafe im Alter von durchschnittlich 3,5 Jahren

und einem Durchschnittsgewicht von 75-80 kg verwendet.

Die Haltung der Schafe im Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums erfolgte in einem
Stall von 12 m? GréRe zu je 8 Versuchstieren. Wahrend der Unterbringungszeit im
Walter-Brendel-Zentrum hatten die Schafe keinen Kontakt zu anderen Tieren. Die

Schafe wurden auf Stroheinstreu gehalten, was in kurzen Zeitabstanden erneuert
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wurde. Die Fltterung erfolgte mit speziellem Schaffutter ad libitum (Heu und oder Si-
lage des Herkunftsbetriebes sowie handelsibliche Pellets). Frisches Leitungswasser
war Uber automatische Tranken (wie im Herkunftsbetrieb) jederzeit verfigbar. Die Hal-
tung der Tiere erfolgte in Umsetzung der in der EU-Richtlinie 86/609 festgelegten Be-

dingungen.

Die Tiere konnten sich vor und nach der Operation im Stall frei bewegen. Die Raum-
lichkeiten fur die Stallhaltung wurden mit Standardparametern klimatisiert (20 + 2°C
Raumtemperatur, 45-60 % relative Luftfeuchte, 12 h Hell-Dunkel-Rhythmus). Alle
Raume waren speziell fur die Tierhaltung (gem. § 11 Abs. 1 Satz 2 Nr. 3 TierSchG)
zugelassen und die artgerechte Pflege wurde von ausgebildetem Tierpflegepersonal
(gem. § 11 Abs. 1 Satz 2 Nr. 2 TierSchG) gewahrleistet. Fur die Nutzung der gesamten
Anlage galten generell eine personenlimitierte Zutrittskontrolle und hohe Hygienestan-
dards, die das Anlegen spezieller Schutzkleidung bei Betreten der Haltungs- und Ope-

rationsraume vorschreiben.

In der Schafzucht von Familie Schleich wurden die Tiere in Gruppen in einem separa-
ten Versuchstierstall gehalten und mit Futter aus eigener Herstellung versorgt. Die ex-
terne Haltung in Brunnthal erfolgte erst nach einer postoperativen Beobachtungszeit
von ca. sieben Tagen im Tierstall des Walter-Brendel-Zentrums, sofern die Tiere ein
gutes Allgemeinbefinden aufwiesen und transportfahig waren. In Brunnthal erfolgte
eine engmaschige Uberwachung durch den Schafhalter sowie die laboreigene Tier-

arztin.

3.6.2 Operatives Vorgehen

Alle Operationen wurden unter sterilen Bedingungen durchgefluhrt. Die Stoffabdeckun-
gen, die Kittel und das chirurgische Instrumentarium wurde praoperativ nach Stan-
dardsterilisationsprogramm (bei 134°C und 2 bar) sterilisiert. Die Zuteilung der Tiere
zu den unterschiedlichen Gruppen erfolgte nach einem im Vorfeld festgelegten Rand-

omisierungsschema. Die Schafe wurden 24 h vor der Operation nichtern gehalten.
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Wasser stand ad libitum zur Verfugung. Vor den Operationen wurden die Versuchs-
tiere zunachst mit Diazepam (0,4 mg/kg i.v.) sediert. Bei Bedarf wurde 1-2 ml Propofol
gegeben, falls die Intubation sich als schwierig herausstellte. Die Tiere wurden Intu-
biert und eine Pansensonde gelegt. Die Narkose erfolgte durch Ketamin (4,0 mg/kg
KG) und wurde mit 2% Isofluran aufrechterhalten. Zusatzlich wurde den Tieren Sauer-
stoff per Intubationsmaske kontinuierlich zugefuhrt. Im Anschluss an die Narkose wur-
den die Rasur der rechten Schulter und die Desinfektion in Linksseitenlage vorgenom-
men. Nach steriler Abdeckung begann die Operation mit einem ca. 8 cm langen Haut-
schnitt an der ventrolateralen Seite des M.deltoideus des rechten Vorderlaufes. Unter
Blutstillung erfolgte die stumpfe Freilegung der Rotatorenmanschette und ldentifizie-
rung der Sehne des M.infraspinatus. In der ersten Gruppe wurde ein ,critical-size®-
Defekt mit Ausdehnung von 3,5x1,5 cm (Lange mal Breite) gesetzt. In der zweiten und
dritten Gruppe wurde das Kollagen-Scaffold (besiedelt vs. unbesiedelt) implantiert. Da-
nach erfolgte ein schichtweiller Wundverschluss. Die Operationsdauer betrug ca. 30
Minuten pro Tier. Die Tiere erhielten praoperativ Cefuroxim (750 mg + 100 ml
NaCL/Tier) i.v., als Analgetikum Metamizol (25 mg/kg) und Ringerldsung als Dauer-
tropf.

Nach Beendigung der Inhalationsnarkose wurde die Pansensonde entfernt. Etwaige
Ansammlungen von Speichel oder Pansensaft in der Maulhdhle wurden sorgfaltig ab-
gesaugt und das Tier in Brustlage verbracht. Die Extubation erfolgt erst nach vollstan-
digem Wiedereinsetzen des Schluckreflexes. Bis zur sicheren Stehfahigkeit wurden
die Tiere uberwacht. Die Tiere erhielten direkt postoperativ Buprenorphin (0,01 mg/kg
KGW s.c.), und Ketoprofen (3 mg/kg KGW s.c.) einmal taglich tUber drei Tage (im Ein-
klang mit GV-SOLAS, Ausschuss fur Anasthesiologie: Schmerztherapie bei Versuchs-
tieren, Juni 2010).

Es erfolgte postoperativ keine Immobilisierung der operierten Gliedmale. Die Fa-
denentfernung wurde am 12. postoperativen Tag durchgefihrt. Die Tiere wurden be-
zuglich Inhrer Beweglichkeit und ihres sozialen Verhaltens in den folgenden Wochen
taglich beobachtet.
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3.7 Versuchsdurchfihrung und Gewinnung von Proben

3.7.1 Gewinnung und Vorbereitung der Schafschultern

12 Wochen postoperativ wurden die Tiere im Pathologischen Institut der Tiermedizini-
schen Klinik der Ludwig-Maximilians-Universitat mit einer Kombinationsinjektion aus
Propofol, Pentobarbital (Nacoren) (80 mg/kg KGW i.v.) und 40 ml Kaliumchlorid eutha-
nasiert. Die Schultern wurden direkt im Pathologischen Institut vom Rumpf abgetrennt
und unter indirekter Eiskuhlung ins Labor fur Biomechanik und experimentelle Ortho-
padie gebracht.

Im Labor wurden die Schafschultern umgehend freipraperiert, so dass der Humerus
mit ansetzender Infraspinatussehne und Muskel beurteilen werden konnte, siehe Abb.
6. Zur besseren Beurteilung der Sehne wurde der Muskel mit einem Skalpell vorsichtig
von der Sehne abpraperiert. Ferner wurde im Anschluss daran auch die dazugehorige
kontralaterale gesunde Schulter zum direkten Vergleich freipraperiert.

Abb. 6. a) Humerus-Sehne-M.infraspinatus, b) Freipararierte Sehne mit Humerus

3.7.2 Makroskopische Beurteilung

Die entnommenen Regenerate wurden makroskopisch bezuglich ihrer Farbe, palpab-
len Harte und des auleren Erscheinungsbildes qualitativ examiniert. Des Weiteren
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wurden Lange und Querschnittsflache sowie der Ubergang zwischen Regenerat und
nativer Sehne beurteilt. Zwei Praparate der jeweiligen Gruppen wurden direkt, ohne
biomechanische Testung zur histologischen Auswertung gegeben. Die verbliebenen
sechs Praparate wurde biomechanisch getestet und diese danach fur die histologische

Beurteilung des Rupturmechanismus vorgesehen.

3.7.3 Biomechanische Testungen

Alle Sehnenregenerate wurden direkt nach der Praparation den biomechanischen Te-
stungen unterzogen, um die Ergebnisse durch Austrocknung nicht zu beeinflussen.
Zusatzlich wurden pro Tag nur zwei Schafe euthanisiert, prapariert und biomechanisch
getestet, um die Liegezeit so kurz wie moglich halten zu kdnnen. Fur die Einspannung
in den Langenanderungsaufnehmer wurde eine speziell angefertigte Halterung ver-

wendet, mit der sich der Knochen fixieren liel3, siehe Abb. 7 und 8.

Abb. 7. Schematische Darstellung der Halterung [76]
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Abb. 8. a) Versuchsaufbau, b) Versuchsaufbau mit Zugkraftmesseinrichtung

Die Versuche zur Festigkeitsbestimmung der Sehnen wurden mit der Universalpruf-
maschine Nr. Z010/Tn“A der Fa. Zwick (Ulm, Deutschland) durchgefuhrt. Diese besitzt
laut Herstellerangaben einen Messbereich von 20 N bis 10 kN und eine Messungenau-
igkeit von 0,21 %. Jede Probe wurde mit einer Vorlast von 10 N zur Prakonditionierung
und einer linearen Zuggeschwindigkeit von 500 mm/min weggesteuert gedehnt und
bis zum Versagen getestet. Die Daten wurden mit der zugehorigen Software (testXpert
V5.0) aufgezeichnet und mit der GraphPad Prism-Software statistisch ausgewertet. Es
wurden sowohl die Reil3kraft als auch die Langenausdehnung gemessen. Als weitere
biomechanische Werte wurden aus diesen Daten die Bruchspannung (Zugversagens-
spannung), die Bruchdehnung (Zugdehnung) und der Elastizitatsmodul (E-Modul) der
jeweiligen Sehne errechnet, siehe Abschnitt 4.2.

3.7.4 Probenvorbereitung fiir die histologische Auswertung

Fir die histologischen Auswertungen wurden die Proben in PBS fixiert und in Streifen
geschnitten sowie mit einem Faden die Ausrichtung markiert. Dabei wurden die Pra-
parate in zwei Gruppen aufgeteilt, da der Humerusknochen noch decalzifiziert werden
musste. Insgesamt war das Praparat in sechs bis sieben Teile zu schneiden, um das

Einbetten zu ermdglichen.
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2. Grluppe 1. Giuppe
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Abb. 9. Aufteilung der histologisch zu testenden Gruppen (Sehne = S, Knochen = K, Muskel = M)

Die Schnitte des Muskel-Sehnenlibergangs und der Sehne wurden in Paraffin einge-
bettet und 5 pym Paraffinschnitte mit dem Mikrotom Leica RM 2255 (Nussloch,
Deutschland) angefertigt (siehe Anhang A). Insgesamt wurden Schnitt Il, V, VI und VII
quer geschnitten. Damit sollte erreicht werden, dass einerseits die Sehne im Querver-
lauf begutachtet werden konnte und andererseits alle Teile an der Sehnen-Knorpel-
Knochen-Grenze in einem Schnitt erfasst werden konnten. Von diesen wurden zu-
nachst histologische Farbungen mit Hematosin/Eosin (HE), Picrosirius Red und Saf-
ranin O (siehe Anhang A 1-10) zur Ubersicht angefertigt. Zur weiteren Beurteilung wur-
den immunhistologische Farbungen nach Kollagen |, Il, Tenascin C, Fibronektin und
Osteopontin angefertigt (siehe Anhang A, Protokoll 11-15). Auch sollte urspringlich
eine Kollagen lllI-Farbung durchgefuhrt werden. Nach zahlreichen Versuchen wurde
dies jedoch verworfen, da dieses nur mit Verwendung von Hitze mdglich war, aber
hierdurch die Praparate fast vollstandig zerstort wurden und somit nicht mehr adaquat
beurteilt werden konnten.
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Der Sehnen-Knochen-Ubergang wurde sechs Monate mit 20 % Citronenséure/EDTA
(siehe Anhang A Protokoll 7) unter zweiwdchigem Entkalkerwechsel entkalkt. An-

schliefend konnte auch die zweite Gruppe geschnitten und gefarbt werden.

In Abb. 10 ist die Grof3e und das Aussehen der nativen abgetrennten Sehne und die

geschnittene Sehne nach biomechanischer Testung abgebildet.

Abb. 10. a) C1 Nativ (abgetrennte Sehne), b) B8 SC nach Biomechanik (geschnitten)
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4 Biomechanische Versuchsergebnisse

4.1 Makroskopische Beurteilung

In dem vorangegangenen Kapitel wurde die Operationsmethode (Abschnitt 3.6) und
die Probengewinnung (Abschnitt 3.7) mit Aufbereitung und Isolation der Knochen-Seh-
nen-Muskel Sequenz (3.7.1) sowie die Grundlagen der biomechanischen Testung
(3.7.3) beschrieben. Im Folgenden sind die makroskopische Beurteilung, die biome-

chanische Testung und die zugehdrigen Ergebnisse zusammengestellt.

Bei der makroskopischen Beurteilung konnte in allen Regeneraten bereits nach Abs-
|I6sung der Dermis erkannt werden, welche Schultern einer Operation unterzogen wur-
den. Bei den operierten Schultern, gleich welcher Gruppenzugehdarigkeit, lieRen sich
die verschiedenen Faszien- und Muskelschichten schlechter voneinander |6sen und
eine leichte Verfettung war zu erkennen. Direkt an der Infraspinatussehne war in der
Defektgruppe eine deutliche Verbreiterung und Verklrzung der Sehne gegenuber der
Kontrollgruppe vorhanden (Abb. 11), wobei die Verbreiterung verschiedene Ursachen
hat:

a) Das umgebende inhomogene Gewebe war mit der Sehne verwachsen.
b) Die aulReren Zugel der Sehne waren lateral mit dem Humerus verwachsen.

c) Die Sehne war nicht mehr eindeutig abgrenzbar.
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Abb. 11. Makroskopisches Begutachtung nach Praparation,
a) Links: Nativgruppe; rechts: Defektgruppe; 12 Wochen postoperativ (Pfeil = Sehne der Defekt-
gruppe) b) Links: Nativgruppe; rechts: Defektgruppe in Naheinstellung

Bei naherer makroskopischer Betrachtung der Defektheilung konnte festgestellt wer-
den, dass in allen drei Gruppen der Defekt noch sichtbar und klar von der bestehenden
Sehne abzugrenzen war. Bezlglich der Defektgruppe konnten gegenuber der Scaf-
foldgruppe keine Unterschiede identifiziert werden.

Bei der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten war jedoch die Verbreiterung nur gering
ausgepragt und die Sehnen behielten eine deutlich schlankere Form. Auch konnte in
der dritten Gruppe ein homogenerer und ausgerichteter Faserverlauf im Defektbereich
makroskopisch beobachtet werden. Farblich war hier der Defektbereich heller im Ver-

gleich zur Defektgruppe und zu der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold.

Palpatorisch fuhlte sich der ehemalige Defektbereich in der dritten Gruppe harter und
gerichteter an. Hier war der Unterschied zwischen Defektbereich und den Seitenran-
dern der Sehne geringer als in der Scaffold- und Defektgruppe, da in diesen Gruppen
das Gewebe im Defektbereich der operierten Sehnen palpatorisch sehr weich war und
sich in einer hellrosa Farbe darstellte. In Abb. 12 wird diese Beobachtung bildlich ver-

anschaulicht.
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Abb. 12. a) Defektgruppe, b)Tenozytengruppe, (Pfeil = ehemaliger Defektbereich)

4.2 Zugversuche und Ableitung von

(mechanischen) KenngroRen

Wie bereits im Abschnitt 3.7.3 erlautert wurden in den biomechanischen Testungen
jeweils die ReilRkraft und die Langenausdehnung der untersuchten Sehnen gemessen.
Abb. 13 zeigt dazu beispielhaft als Ergebnisplot eine Versuchskurve mit der gemesse-
nen Zugkraft (N) und dem Dehnungsweg (mm). Dabei zeigt die rote Klammer den Be-
reich der Werte an mit dem die Bruchdehnung, Bruchspannung und E-Modul berech-
net wurden. Der blaue Punkt zeigt hierbei den Spitzenwert der ReilRkraft auf.
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Abb. 13. Beispiel einer Ergebniskurve aus den Sehnen-Zugversuchen

Um fur die hier vorliegende Fragestellung im Hinblick auf das Schadigungs- und Re-
generationsverhalten der Sehnen weitere quantitative Vergleichsparameter zu erhal-
ten, wurden aus den Versuchskurven erganzend auf der Grundlage des Hookeschen
Gesetzes (eindimensionale Elastizitatstheorie) noch weiteren mechanische Kenngro-

Ren abgeleitet, die wie folgt definiert und in Abb. 14 dargestellt sind.

a) Bruchdehnung

Die Bruchdehnung normiert den Zugdehnungsweg auf die Ausgangslange der

Sehne und wird hier in Prozent angegeben.

b) Bruchspannung

Die Bruchspannung beschreibt die Zugkraft dividiert durch die Ausgangsquer-

schnittsflache der Sehnen in N/mm?.
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c) E-Modul (Steifigkeit)

Der E-Modul in N/mm? ist der Quotient aus Spannungen in N/mm? geteilt durch
Dehnungen als Dezimalwert. Dabei orientiert sich der E-Modul nicht, wie die Bruch-
dehnung und Bruchspannung am Maximum, sondern an einen Bereich im Vor-
bruchzustand in dem eine gleichmafige Steigung der Versuchskurven vorhanden
ist, siehe beispielhaft Abb. 13 und 14 (rote Markierungen). Nach Sichtung aller Ver-

suchskurven wurde dieser Bereich zwischen 500 und 1500 N festgelegt, da
* alle Versuche diesen Bereich enthielten und

» die Versuchskurven in dem Bereich nahezu gradlinig verlaufen.

Ansicht: F Versuchswerte:
» Reilkraft F [N]
Klemme » Dehnungsweg Al [mm]

Abgeleitete KenngroRen:
| > Dehnung €= (Al/1)-100 [%]
» Spannung g = F / A [N/mm?]
lemrs » E-Modul E =0 /¢ [N/mm?]
: . (Steifigkeit)

b
» Hinweis: die geometrischen
Csehne ) [d GrsRen sind Mittelwerte am

Flache A=d | Versuchsanfang
Querschnitt Sehne:

Abb. 14. Zusammenstellung der Formeln fir die abgeleiteten KenngréfRen

FUr die Ausgangsflache A und die Ausgangslange | wurden gemessene Mittelwerte
festgelegt. Die Ausgangsflache betrug dabei im Mittel A = 150 mm? (25 mm x 6 mm)
und die Ausgangslange | = 25 mm.
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4.3 Statistische Auswertung der Versuchsdaten

und der KenngrofRen
431 Allgemeines

Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Statistikprogramm Prism, Version 3.02
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Die Berechnung der Unterschiede zwi-
schen den biomechanischen Werten wurde mittels Wilcoxon-U-Test durchgefuhrt. Da-
bei wurden vorher die Gruppen bestimmt, die gegeneinander getestet werden sollten.
Hier wurde die Nativgruppe gegen die Defektgruppe ausgewahlt und mit einem Signi-
fikanzniveau a = 0,05 getestet. Wenn dieses signifikant war, konnten weitere Gruppen
ebenfalls mit diesem Signifikanzniveau untersucht werden. Bei dem Wilcoxon-U-Test

handelt es sich um einen nicht parametrischen Test fur unabhangige Variablen.

Die Darstellung der somit aus der Auswertung zusammengefassten Daten erfolgt mit-

tels Column Diagrammen mit Mean 95 % CL.

4.3.2 ReiBkraft

Die ReilRkraft ist definiert als maximale Zugkraft die aufgebracht werden muss, um ein
Reil3en der Sehnen zu bewirken und ist der Peakwert aus der beispielhaften Versuchs-
kurve nach Abb. 13. Folgende Ergebnisse sind aus den Versuchen abzuleiten, siehe
auch Abb. 14 und 15 sowie Tabelle 1 in Abschnitt 4.3.7:

* Fur die Nativgruppe musste die hochste Zugkraft aufgebracht werden.
* Die geringste Festigkeit wies dagegen erwartungsgemal} die Defektgruppe auf.
* Die SC Gruppe zeigte gegenuber der Defektgruppe nur einen geringen Unterschied.

* Die SC+TZ Gruppe zeigte deutlich hohere Werte und naherte sich der Nativgruppe

an.
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Abb. 15. Darstellung der Untersuchungsergebnisse und Berechnung auf signifikante Unterschiede der
ReilRkraft zwischen den Sehnengruppen, p*=0,0313 signifikant, p**>0,05 nicht signifikant

Abbildung 15 zeigt, dass der Interquartilabstand sehr groR ist, also die Werte insge-
samt eine grol3e Streuung besitzen. Das reprasentiert auch, dass die Sehne ein sehr
inhomogenes Gewebe ist und die hier vorliegende geringe empirische Fallzahl be-
gunstigt das nicht immer signifikante Ergebnis. Statistisch kann gezeigt werden, dass
die Sehnen der Defektgruppe signifikant schlechter waren als die nativen Sehnen, die
Sehnen der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten waren jedoch nicht signifikant schlech-
ter als gesunde Sehnen. Die Werte der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten zeigten
eine deutliche Tendenz hin zu den Werten der nativen Sehnen.

4.3.3 Dehnungsweg

Der Dehnungsweg ist die maximale Langenanderung bis zum Zugversagen (Bruch)
der Sehne. Hierbei zeigte sich, dass bei der Nativgruppe die hochste Langenanderung
vor dem Ausreil’en der Sehne gemessen wurde und die Defektgruppe die geringste
Langenanderung aufweist, siehe Abb. 16. Dies deutet auf ein sprodes Gewebe der
Defektgruppe hin. Die Nativgruppe ist dagegen elastischer und reil3fester.
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Bezulglich der Langenausdehnung konnte zwar keine Signifikanz zwischen den Grup-
pen festgestellt werden, aber auch hier zeigt sich, dass die Werte der Gruppe mit Scaf-

fold und Tenozyten denen der nativen Sehne am nahesten kommen.

40-
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Abb. 16. Darstellung der Untersuchungsergebnisse und Berechnung auf signifikante Unterschiede im
den Dehnungsweg der Sehnen in allen Gruppen, p>0,05

4.3.4 Bruchdehnung

Die Dehnung beschreibt die Anderung der Sehnenlange bezogen auf die Ausgangs-
lange. Im Hinblick auf die Bruchdehnung beim Zugversagen folgt aus den Werten der
Dehnungswege nach Abschnitt 4.3.3, dass bei den untersuchten Proben die gerings-
ten prozentualen Werte bei der Defektgruppe zu beobachten ist, wogegen die Nativ-
gruppe deutlich groRere Bruchdehnungen erreichte, siehe Abb. 17. Dies verdeutlicht
erneut, dass nicht operierte Sehnen die Fahigkeit besitzen, sich zu dehnen und elas-
tisch zu verhalten. Diese Fahigkeit wird bei den operierten Sehnen vermutlich verrin-
gert durch:

* eine geringere Sehnenflache
* Entzindungsprozesse

* Verwachsungen
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Abb. 17. Darstellung der Untersuchungsergebnisse und Berechnung auf signifikante Unterschiede in
der Bruchdehnung aller Gruppen, p>0,05

In der Gruppe mit unbesiedeltem Scaffold war diese Eigenschaft kaum besser ausge-
bildet. Daraus kann geschlossen werden, dass das Scaffold alleine noch keine groRere

Sehnenflache hervorbringt oder den Entzindungsprozess inhibiert.

Bei der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten waren dagegen bessere Ergebnisse zu
verzeichnen. Dieses konnte darauf hindeuten, dass die Tenozyten, wie auch schon
makroskopisch beobachtet, eine Synthese von Sehnengewebe starten und daher die
Sehenflache wieder zugenommen hat. Dies wurde in der histologischen Auswertung
weiter untersucht, siehe Abschnitt 5, da auch diese Ergebnisse bei dem gewahlten

Signifikanzniveau zunachst statistisch nicht signifikant sind.

4.3.5 Bruchspannung

Bei der Bruchspannung und damit der Festigkeit der Sehnen konnte wiederholt ein

signifikant schlechteres Ergebnis der Defektgruppe im Vergleich zur Nativgruppe beo-
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bachtet werden, siehe Abb. 18. Dieses zeigt, dass die Nativgruppe mehr Kraft pro Fla-
che aufnehmen kann und diese Fahigkeit in der Defektgruppe stark beeintrachtigt ist.
Bei der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold ist ein grol3er Interquartilabstand aufge-
fallen und daher sehr stark streuende Werte, so dass eine abschliel3ende rein empiri-

sche Beurteilung zunachst schwierig ist.

Die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten bestatigt abermals die Tendenz hin zu den
Werten nativer Sehnen, da sich die Werte im Vergleich zu denen der Defektgruppe

nicht signifkant von denen der gesunden Sehnen unterschieden.

* %
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Defekk SC  SC+TZ  Nativ

Abb. 18. Darstellung der Untersuchungsergebnisse und Berechnung auf signifikante Unterschiede in
der Bruchspannung, p*=0,0313, p**>0,05

4.3.6 E-Modul

In der Analyse des E-Modul als Steifigkeitsparameter der Sehnen war u.a. auch inte-
ressant, in welcher vergleichenden Grolienordnung zu anderen Materialien sich die
Infraspinatussehnen der Schafe einordnen lassen. Dazu folgender exemplarischer
Vergleich:

e Beton E =30.000 N/mm?
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e Stahl E =210.000 N/mm?

e Gummi E=5N/mm?3

Demgegenuber liegen die Werte der Sehne nach Abb. 19 eher im unteren Steifigkeits-
bereich bei ca. E = 11-32 N/mm? und damit relativ weich, elastisch und dehnbar. Es
ware dabei aber auch zu hinterfragen, welche biomechanischen Eigenschaften eine
perfekte und funktionsgerechte Sehne aufweisen sollte, mehr weich und elastisch oder

steif und sprode?

Die Nativsehne, welche optimale Werte reprasentiert, wies einen eher kleineren E-

Modul mit einem Mittelwert von etwa E = 15 N/mm?auf.
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Abb. 19. Darstellung der Untersuchungsergebnisse und Berechnung auf signifikante Unterschiede im
E-Modul fir alle Gruppen,
p*=0,0313, p**=0,0313,p***=0,4375 ns.

Interessant ist hierbei, dass nach Abb. 19 die schlechtesten Werte die Gruppe mit un-
behandeltem Scaffold zeigte und nicht die Defektgruppe, wie es bei den anderen
Kenngrof3en der Fall war. Hier ist zu diskutieren, ob der Einbau eines Scaffolds die

Steifigkeit erhoht und vor allem wodurch. Erklarungsansatze konnten sein:
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* Kollagen | des Scaffolds erhdht nur die Steifigkei ohne die elastischen Eigenschaf-

ten der Sehne zu verbessern.
» Das Scaffold stimuliert den Entzindungsprozess.

* Auftreten von Ossifikationen.
Dieses ist in der histologischen Auswertung weiter erlautert (siehe Abschnitt 6).

Nach Abb. 19 und Tabelle 1 zeigt die Gruppe mit Tenozyten und Scaffold hierbei inte-
ressanterweise, eine geringere Streuung als die Defektgruppe und die Gruppe mit un-
behandeltem Scaffold, mit einem Mittelwert von 18 N/mm?. Ferner zeigen hier die un-
behandelte Scaffold- und Defektgruppe beide einen signifikanten Unterschied zur Na-
tivgruppe. Nur bei der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten kann kein signifikanter Un-
terschied zur Nativgruppe beobachtet werden. Dieses bedeutet auch, dass autologen
Tenozyten entscheidend die Elastizitat der Sehne beeinflussen und im Gegensatz zu

allen anderen Parametern verbesseren.

4.3.7 Zusammenstellung der Mittelwerte der Versuche

In der Tabelle 1 sind nochmals in Erganzung zu den Darstellungen in den Abschnitten
4.3.2 bis 4.3.6 die biomechanischen Kenngrof3en der untersuchten Sehnen als Mit-
telwerte zusammengefasst. Auch daran lassen sich die vorstehenden Bewertungen

in einem direkten quantitativen Vergleich zusammenfassend ablesen.
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Tabelle 1. Zusammenstellung der Mittelwerte der Versuchsergebnisse fir alle Gruppen
ReilRkraft | Dehnungs- | Bruchdeh- | Bruchspan- E-Modul
[N] weg [mm] nung [%] nung [N/mm?2]
[N/mm?]
Defekt 2004 20 81 13 20
SC 2088 23 90 14 26
SC+TZ 2516 25 102 17 18
Nativ 2995 28 112 20 15

Abschlie3end ist festzustellen, dass die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten in der bi-

omechanischen Auswertung deutlich bessere Werte in allen Parametern erreicht im

Vergleich zur unbehandelten Scaffoldgruppe und zur Defektgruppe. Die Werte nahern

sich hierbei den nativen Sehnen sehr an. Ferner wird aus den Ergebnissen deutlich,

dass das unbehandelte Scaffold alleine keinen Unterschied bewirkt.

In der folgenden histologischen Auswertung im Kapitel 5 wird diese Tendenz weiter

untersucht.
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5 Histologische Auswertung

5.1 Mikroskopische Beurteilung
5.1.1 Allgemeines

Nachdem in Kapitel 3, Abschnitt 3.7.4 die Probenvorbereitung mit der Aufteilung in
sechs bis sieben Untersuchungsabschnitte und der Trennung von zu decalzifizieren-
dem Knochen-Sehnen Ubergang und reinem Sehnengewebe beschrieben wurde, wird
nun im Folgendem auf die Auswertungsmethoden der Histologie, die Farbungen und

vor allem die daraus gezogenen Erkenntnisse und Ergebnisse eingegangen.

5.1.2 Ubersichtsfarbungen
5.1.2.1 HE Farbung

Die HE Farbung (Protokoll 8, siehe Anhang A) wurde zur Ubersichtsbeurteilung ange-
fertigt. Zunachst wurden die histologischen Schnitte bezuglich der Qualitat des neu
gebildeten Gewebes begutachtet und Unterschiede zwischen den Gruppen festgehal-
ten. Die histologische Bewertung der Sehnen orientierte sich an der fur Sehnenbeur-
teilung schon haufig verwendeten und etablierten semiquantitativen Beurteilungsskala
nach Longo et. al. [141]. Hierbei werden sieben Einzelfaktoren festgelegt, die die
Sehne von verschiedenen Gesichtspunkten in ihrem gesamten Ausmal} beurteilt.
Diese Faktoren sind:

* Faserstruktur

* Faseranordnung

* Rundung des Zellkerns

* Regionale Zellhgufung

* Vaskularisierung
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» Kollagenfarbbarkeit
* Hyalinisierung.

Die Sehne wurde hierzu in eine vierstufige Skala eingeteilt.

0 = gesunde Sehne

1 = leichte Veranderungen

2 = mittelgradige Veranderungen

3 = starke Abweichungen vom Gesunden
Hierbei wurde entschieden, nur die ersten funf Faktoren zu verwenden, da sich gezeigt
hat, dass dieses die wichtigsten Merkmale waren, die die Sehnen aufzeigten. Auch
wurde nach Longo et al. [141] der Faktor der Hyalinisierung als schwer reproduzierbar
bezeichnet und beschrieben. Des Weiteren wurden durch die zusatzlichen Farbungen,

vor allem durch Kollagen | und Il, viele noch spezifischere Beurteilungsinformationen

gewonnen, als hier die HE Farbung darstellen konnte.
Auch wurde entschieden die Entzundungsreaktion als eigenen Punkt einzufugen.
Diese wurde nach einem Punktesystem mit folgender Graduierung ausgewertet:

0 = keine Entzindungszeichen

1 = leichte Entzindungszeichen

2 = maldige Entzindungszeichen

3 = maximal entzundetes Gewebe

Bei dem Punktesystem wurde jeder Beurteilungszahl eine bestimmte Menge an Zellen

zugeordnet, wie noch naher in Abschnitt 5.2.2.3 erlautert wird.

5.1.2.2 Picrosirius Red Farbung

Eine genaue Differenzierung zwischen Narbengewebe und neu geformten Kollagen |
Fibrillen wurde durch die Picrosirius Red Farbung (Protokoll 9, siehe Anhang A) unter
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polarisierendem Licht erreicht. Narbengewebe ist hierbei gepragt durch dunne, un-
strukturierte Kollagen Ill Fasern. Durch die Polarisations-Mikroskopie wird ermdglicht
zwischen Kollagen | und Il Fasern zu unterscheiden, da diese unterschiedliche Dop-
pelbrechungsverhalten und Farben in der Picrosirius Red Farbung hervorrufen. Kol-
lagen | Fasern zeigen sich dabei als dicke, stark lichtbrechende, rote oder gelbe Fa-
sern, wahrend Kollagen Il sich als dunne, grunliche Fasern darstellt. Typ Il Kollagen-
fasern bilden dagegen keine Fasern und wirken kaum doppelbrechend, daher wurde
hierbei zur nahereren Qualifizierung die Immunhistologie gegen Kollagen Il angefertigt
[163, 112].

5.1.2.3 Safranin O Farbung

Die Safranin O Lichtgrun Farbung (Protokoll 10, siehe Anhang A) wurde verwendet,
um in der zweiten Gruppe die Sehnen-Knorpel-Knochen Grenze weiter zu untersu-
chen. Hierbei stellt die Safranin O Lichtgrun-Kombination den Knorpel besonders gut
dar und macht die Eigenschaften des Knorpels sichtbar. Da diese Farbung den Prote-
oglykangehalt des Gewebes anzeigt und die Farbeintensitat zu diesem proportional

ist, zeigen sich folgende Farbmadglichkeiten:

* rot = normaler Proteoglykangehalt

* hellorange = leicht reduzierter Proteoglykangehalt

* weild = stark reduzierter Proteoglykangehalt

* blau/blaugrun = fehlender Proteoglykangehalt

Zum Vergleich wurde auch die erste Gruppe mit Safranin O gefarbt, um die unter-

schiedliche Anfarbung der Sehne gegenuber der Sehne-Knorpel-Knochen Grenze zu

beurteilen.
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5.1.3 Dokumentationssytem

Da die erhebliche GroRe der einzelnen Schnitte die Beurteilung der Sehne im Ganzen
sehr schwierig machte, wurde ein System festgelegt, welches die Sehne in Gesichts-
felder aufteilt. Vorher wurde eine mikroskopische VergroRerung von 100-fach festge-
legt. So wurde jeder Schnitt nach Gesichtsfeldern beurteilt und in folgendes Schema

eingetragen:

Abb. 20. Gesichtsfeldschema zur mikroskopischen Beurteilung

Hierbei reprasentiert jedes Kastchen ein Gesichtsfeld, wodurch die Sehne engmaschig

beurteilt werden kann und das Dokumentationssystem standardisiert ist.

Um die Dokumentation moglichst einfach und ubersichtlich zu halten, wurden die fur
die HE Farbung verwendeten Zahlencodes auch fur die Picrosirius Red- und Safranin

O Farbung angewandt, wie in Tabelle 2 zusammengestellt ist.

Tabelle 2. Zahlencodes fir die Ubersichtsfarbungen

Code HE Farbung Picosirius Red Safranin O
0 gesundes Gewebe nur Kollagen | rot=viele PAG
1 leichte Veranderung wenig Kollagen llI orange= red. PAG
2 mittlere Veranderung viel Kollagen Il weil= stark reduziert
3 starke Veranderung | Uberwiegend Kollagen Il blau= keine PAG
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5.1.4 Immunhistologische Auswertung
5.1.4.1 Kollagen |

Die Kollagen | Farbung (Protokoll 11, siehe Anhang A) wurde vor allem zur Struktur-
beurteilung der Sehne herangezogen. Der Hauptanteil der extrazellularen Matrix von
Sehnen besteht aus Kollagen | [115, 2, 80], ebenso die Tragermatrix. Demnach wurde

erwartet, dass sich die Sehne homogen positiv auf Kollagen | verhalt.

5.1.4.2 Kollagen I

Die Kollagen Il Farbung (Protokoll 12, siehe Anhang A) wurde zusatzlich zur Picrosirius
Red Farbung zur Beurteilung der Kollagenstruktur und der genauen Quantifizierung
des Vorhandenseins von Kollagen Il verwendet. Da Kollagen Il hauptsachlich im hya-
linen und elastischen Knorpel vorkommt und kaum in Sehnengewebe [213], konnte

auch hierbei, zusatzlich zur Safranin O Farbung, der Knorpel beurteilt werden.

5.1.4.3 Fibronektin

Fibronektin (Protokoll 14, siehe Anhang A) ist ein Glykoprotein, welches im Interstitium
Fasern, Zellen und Proteogykane miteinander verbindet. Das Molekul Fibronektin hat
drei Bindungsstellen, fur den Fibronektin-Rezeptor, Kollagen | und fur Heparin. Fib-
ronektin ist an vielen physiologischen Ablaufen, unter anderem in der Geweberepara-
tur, der Embryogenese, der Hamostase sowie in der Zellmigration und Zelladhasion
beteiligt [168, 196]. Daher wurde eine immunhistologische Farbung gegen Fibronektin
hergestellt, um Erkenntnisse daruber zu erlangen, wie weit die Wundheilung fortge-
schritten ist.
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5.1.4.4 Tenascin C

Tenascin C (Protokoll 13, siehe Anhang A) ist ein Glykoprotein, welches in der extra-
zellularen Matrix exprimiert wird und bei Wachstum und Verletzung verstarkt vorhan-
den ist. Auch scheint es mit Fibronektin zu interagieren. Tenascin C ist im Gegensatz
zu anderen Tenascinen insbesondere in Sehnen, Knorpel und Knochen vorhanden
[46, 108]. Daher sollten hiermit Informationen Uber die Tenascin C Produktion gesam-

melt werden.

5.1.4.5 Osteopontin

Eine Osteopontinfarbung (Protokoll 15, siehe Anhang A) wurde angefertigt, um zu un-
tersuchen, ob etwaige Verkndcherungsprozesse in der Wundheilungsphase stattge-
funden haben. Dieses ist in dem vorherigen Projekt [176] mit Ratten als Versuchstiere
gefunden worden und sollte hier mit den Untersuchungen an Schafen erneut beurteilt

werden.

5.1.5 Beurteilungscode fiir die Inmunhistologie

Um die Darstellung fur die Auswertung moglichst uUbersichtlich zu gestalten, wurde

auch die Immunhistologie in den HE Farbungscode eingefugt, siehe Tabelle 3.

In der Immunhistofarbung fur Tenascin C wurden nur zwei Unterteilungen vorgenom-

men, da mikroskopisch nicht mehr zu differenzieren waren.
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Tabelle 3. Zahlencodes fur immunhistologische Farbungen

Code HE Kollagen | | Kollagen Il | Fibronektin | TenascinC | Osteopontin
0 Kontrolle Inhomogen | Inhomogen Zellen negativ positiv
hell negativ hell
1 Leichte Homogen negativ Zellen Starker
Veranderung hell dunkel positiv
2 Mittlere Homogen positiv Rund positiv inhomogen
Veranderung. dunkel Dunkle
Zellen
3 Starke Muskel Muskel Muskel Muskel Muskel
Veranderung

Hierbei wurde sich an der Kontrollgruppe orientiert und im Vergleich zu dieser die Ab-

stufungen vorgenommen.

5.1.6 Methode zur qualitativen Darstellung

Um die Ergebnisse des Auswertungsverfahrens vergleichen zu kbnnen, wurde folgen-

des System entwickelt:
1) Alle Schnitte wurden nach dem vorstehend erklarten System bewertet.

2) Die Schnitte von derselben Gruppe und desselben Sehnenabschnitts wurden zu-
sammengefasst. Dabei umfasst die Kontroll- und Defektgruppe drei gleiche
Schnitte von unterschiedlichen Schafen und die Scaffold- und Tenozytengruppe

zwei Schnitte.

3) Farbcodes wurden nach vorhandenen Kombinationsmdéglichkeiten des Auswer-

tungsverfahrens hergestellt.
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4) Eine graphische Darstellung der Sehnen wurde mithilfe der Farbcodes erstellt und

mit unterschiedlichen Gruppen pro Abschnitt verglichen.

Die farbliche Darstellung der Ergebnisse wurde mit dem Computerprogramm Surfer10
(GoldenSoftware, Inc., Golden, USA) visualisiert. Dieses Programm verwendet unter-
schiedliche Interpolationmethoden, um zwischen Farbzuordungen im Koordinatensys-
tem farbliche Ubergénge zu schaffen. Hierbei wurde sich fir die Methode des Krin-

gings entschieden. Abb. 21 zeigt dazu ein Beispiel:

Dabei wurde folgende Farbscala verwendet:

\
| ! | |

Gesund Leicht Mittel Stark

Abb. 21. Beispiel der farblichen Darstellungen der histologischen Ergebnisse in einem Sehnenschnitt
mit dem jeweiligen Grad der Veranderung des Sehnengewebes

In den grafischen Auswertungen bedeuten die Farben folgende visuelle Feststellun-

gen:
* weild = Muskel, Fett oder keine Sehnenausdehnung

* grunliche Farben (0) = unveranderte Sehne wie die Nativgruppe, wobei das dun-

kelste Grun die Nativgruppe darstellt

» gelbliche Farben (1, ,Leicht) = leicht verandertes Sehnengewebe
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* orange Tone (2, ,Mittel”) = deutlich verandertes Sehnengewebe, zeigt aber noch

Formen einer Sehne,

* rote Farben (3, ,Stark®) = kein Sehnengewebe mehr zu erkennen

Somit kdnnen die mikroskopischen Ergebnisse graphisch sichtbar gemacht und zu-
sammengefasst werden. Auch sind auffallige Tendenzen mit Lokalisation in der Sehne

darstellbar und die Gruppen auf einem Blick vergleichbar.

5.2 Qualitative Beurteilung der Sehne

5.2.1 Allgemeines

Im Folgenden ist die qualitative Beurteilung der Gruppen in den jeweilig verschiedenen
Farbungen dargestellt. Dabei ist exemplarisch immer nur ein Teilabschnitt der Sehne
als Grafik gezeigt. Die zugehdrigen vollstandigen Grafiken aller Schnitte der weiteren

Teile finden sich im Anhang B.

5.2.2 HE Farbung

Die Sehne wurde in der HE Farbung nach Faserstruktur/Faserverlauf, Zellmorphologie
und Entzindung beurteilt. Fir diese drei Aspekte wurde der Sehnenscore und die
Farbauswertung verwendet, wie in Abschnitt 5.1.3 bis 5.1.6 erlautert.

5.2.2.1 Faserstruktur/Faserverlauf

Mit dem Faserverlauf werden vor allem die Interzellularsubstanz und die Anordnung in
Fibrillen beurteilt.

Mit 0 wurden hierbei strukturierte geradlinige Kollagenverbande mit gleichmafigem
langs gerichtetem Faserverlauf bewertet, siehe Abb.22 a).
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Bei 1 zeigte sich eine vermehrte Wellung und die Verbande waren weniger klar ab-

grenzbar, wobei aber noch eine klare Struktur vorhanden ist, siehe Abb. 22 b).

Abb. 22. a) C1 Teil | 0 Nativgruppe, b) A2 Teil Ill 1 Defektgruppe beide in 100-facher Vergréfierung

Bei 2 dagegen ist die Wellung sehr ausgepragt und es sind keine Kollagenverbande
eindeutig abgrenzbar. Auch ist der Faserverlauf nicht durchgehend geradlinig, siehe
Abb.23 a).

3 zeichnet sich vor allem durch einen unstrukturierten Faserverlauf ohne Verbande
aus. Das Gewebe ist lockerer angeordnet und ohne Struktur, siehe Abb.23 b.

Abb. 23. a) A2 Teil lll 2 Defektgruppe, b) A1 Teil Ill 3 Defektgruppe
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Abb. 24. a) Farbschematische HE Farbung Teil lll Faserverlauf, b) Farbscala

Bei dem Vergleich des ehemaligen Defektes in allen Gruppen ergibt sich die schema-
tische Darstellung nach Abb. 24. Die Ellipsen bezeichnen in Abb. 24, wie auch in allen

folgenden Bildern, den Defektbereich.

In der Defektgruppe und der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold findet sich leicht ver-
andertes und stark verandertes Gewebe, zu erkennen in Abb.24 a) an der roten und
dunkelroten Farbung. Dabei zeigt sich in der letzteren Gruppe fast ausschlieBlich stark
verandertes Gewebe, wohingegen in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten gesun-
des Gewebe vorhanden war. Dies ist in der Abb. 24 an dem griinen Streifen zu sehen.
Auch ist in dieser Gruppe der gesetzte Defekt noch als stark verandertes Gewebe zu
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erkennen, wie der dunkelrote Streifen in der Ellipse zeigt. Der Rest der Sehne ist je-
doch nicht so stark von den Faserveranderungen betroffen, so dass somit mehr intakte
Sehne vorhanden ist als in den beiden anderen Gruppen. Auffallig war auch, dass in
den Schnitten der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten vollkommen gesundes Gewebe
zu finden ist, was in der Defekt- und in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold nicht

vorlag.

5.2.2.2 Zellmorphologie

Die Beurteilung der Zellmorphologie gibt Auskunft Uber die zellularen Bestandteile des
Sehnengewebes. Dabei zeigen sich die Zellen in Abb. 25 a)=0 als schmale langlich
schwarze Zellen, die sich gleichmalig homogen darstellen. Die Zahl der Zellen ist ge-
ring und die Interzellularsubstanz Uberwiegt deutlich. Diese wurden mit O bewertet. Die
Zellen in Abb. 25 b)=1 haben eine ovale Form, sind daher eher breit und weniger lang-
lich und ihre Zahl ist erhoht. Bei Abb. 25 c)=2 ist vor allem die Zahl grof3er und es
finden sich runde zwischen den ovalen Zellen. Demgegenuber sind in Abb. 25 d)=3
fast nur noch runde Zellen vorhanden und der Anteil zwischen Zellen und Interzellu-
larsubstanz ist ausgeglichen. Alle Bilder wurde in einer 400-fachen VergroRRerung fo-

tografiert, um die einzelnen Zellen besser darstellen zu konnen.
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Abb. 25. HE Farbung Zellmorphologie in 400-facher Vergrofierung, a) A2 Teil | Nativgruppe 0,
b) A1 Teil | Defektgruppe 1, c) A1 Teil lll Defektgruppe 2, d) A4 Teil | Defektgruppe 3

In Abb. 26a) sind ausgewahlte Schnitte aus jeder Gruppe dargestellt und zum Ver-
gleich die jeweiligen Schnitte als Praperat in der HE-Farbung (siehe Abb. 26 b). Diese
Schnitte wurden eingescannt um eine Beurteilung in ihrer Gesamtheit zu ermdglichen.
Dabei kann allerdings in der VergroRerung keine Aussage gemacht werden, in wel-
chem Bereich der Defekt liegt.

In der zusammenfassenden Gruppenbeurteilung zeigte sich, dass in der Defektgruppe
und in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold die Zellen im Bereich der Manipulation
und aber auch in den unmanipulierten Seitenrandern stark verandert waren (Abb. 26
a). Dagegen waren in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten die Randbereiche nicht
so stark verandert. Der fruhere Defektbereich ist aber auch hier deutlich zu erkennen
(Ellipse). In den danebenliegenden eingescannten Schnitten ist sichtbar, dass das Ge-
webe in allen drei Gruppen leicht inhomogen ist, wogegen die Nativgruppe sich gleich-
maliger darstellt, wie dies auch in der VergroRerung im vorangegangenen Bild (Abb.
25) der Fall ist.
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Abb. 26. a) Farbschematische HE-Farbung Teil lll Zellmorphologie in allen Gruppen, b) eingescannte
HE-Schnitte Teil IlI
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5.2.2.3 Entziindung

Die Entzindung wurde ebenfalls in Zahlen von 0-3 quantifiziert. Um dieses besser zu
standardisieren wurde jeder Zahl eine Anzahl von Makrophagen in einem Gesichtsfeld

zugeordnet.

0 = 0-20 Zellen

1=20-100

2=100-1.000

3 =>1.000 Zellen
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Die Makrophagen sind vor allem zwischen den Faserbundeln zu finden und heben sich
durch ihre runde Form und dunkle Anfarbung hervor. Auch sind die Zellen gehauft
lokalisiert. In Abb. 27 a)=0 sind nur vereinzelt Makrophagen sichtbar und konnen auch
ganz fehlen. Diese dringen nicht in die Sehnenfasern ein, sondern lokalisieren sich
zwischen den Faserbundeln. Bei Abb. 27 b)=1 dagegen haufen sich die Zellen und
dringen in das Gewebe ein. Dabei bleibt das umliegende Gewebe noch weitgehend
erhalten. In Abb. 27 c)=2 ist demgegenuber schon ein kompletter Entzindungsherd zu
erkennen mit auch umliegend immer wieder stark angehauften Entzindungspolen.
Dieses wird in Bild d)=3 noch gesteigert ersichtlich, da hier kaum mehr Gewebe vor-
handen ist und das entzindete Gewebe den Hauptanteil des Gewebes darstellt. Auf
den gesamten Schnitt bezogen war zu erkennen, dass eine solch ausgepragte Ent-

zundung nur im Defektbereich in der Mitte der Sehne auftrat.

Abb. 27. a) HE-Farbung Entziindung in 200-facher VergroRerung a) A2 Teil Il Defektgruppe 0,
b) B1 Teil lll SC Gruppe 1, ¢) A1 Teil | Defektgruppe 2, d) C4 Teil lll SC+TZ Gruppe 3
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Im farbschematischen Vergleich der vier Gruppen untereinander, was in Abb. 28 dar-
gestellt ist, waren in den Defektgruppen und in den Gruppen mit unbehandeltem Scaf-
fold kaum starke Entzindungen zu erkennen. In der gesamten Sehne waren leichte
bis mittlere Entzindungen (gelb und rot) vorhanden, wobei die mittleren Entzindungen

gehauft in der Mitte der Sehne auftraten. Der Ubergang zeigte sich flieRend.

Dagegen stellt sich in SC+TZ Gruppe eine klare Abgrenzung dar. An den Sehnenran-
dern fanden sich keine bis leichte Entzindungen (grin und gelb) und diese gingen mit
einem scharfen Ubergang in einem Streifen starker Entziindung tber (Ellipse). In die-
sem Abschnitt zeigte sich gleichmallig eine starke Entzindung, welche aber nicht das

anliegende Gewebe infiltrierte.
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Abb. 28. a) Farbschematische Auswertung der HE Farbung Teil Ill Entziindungsreaktion in allen Grup-
pen

In der HE Farbung liegen damit zusammenfassend folgende Erkenntnisse vor:

* Die Defektgruppen und die Gruppen mit unbehandeltem Scaffold waren in der ge-

samten Sehne von dem Faserverlauf und der Struktur stark verandert.

* Die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten zeigt als einzige, aulRer der Nativgruppe,

noch vollkommen unverandertes Gewebe.

* Die Zellmorphologie war in der Defektgruppe als auch in der Gruppe mit unbehan-
deltem Scaffold gleichermalien am starksten verandert, was auch die Seitenrander
betraf.

* In der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten trat die Entziindung nur sehr eingegrenzt

auf.
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* Insgesamt war der Defekt in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten starker abzu-
grenzen, das umliegende Gewebe aber sowohl in Faserverlauf, Zellmorphologie

und Entzindung weniger verandert.

* Die Nativgruppe zeigt in allen Beurteilungen eine homogene Struktur.

5.2.3 Safranin O Farbung

Fur die Safranin O Farbung ist mit Abb. 29 ein Beispielbild der Farbung gezeigt, um
die Farbung zu erklaren. Dabei ist die Sehne homogen rot bis orange angefarbt und

der Muskel nicht angefarbt und erscheint daher weil3.

Abb. 29. A4 Teil Il Defekt a) orange = Sehne, b) weilRe Farbung = Muskel

Bei der Untersuchung der Sehne mit der Safranin O Farbung war in der Ubersicht bei

allen Sehnen in jeder Gruppe eine homogene Anfarbung vorhanden.

Diese Beobachtung zeigt auf, dass allein am Proteoglykangehalt der Sehne nicht die
Defektsetzung unterschieden werden kann und die Veranderung die ganze Sehne be-

treffen.
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Bei der Nativgruppe in Abb. 30 a) war die rotlich-blaue Anfarbung der Sehne zu erken-
nen, welches das Vorhandensein von vielen Glycosaminoglykane dokumentiert. Die
angeschnittenen Muskelabschnitte zeigten sich hierbei blau oder weil3, hatten dem-
entsprechend einen sehr geringen bis fehlenden Proteoglykangehalt (PAG) und mach-

ten eine gute Beurteilung moglich.

Die Defektgruppe (Abb. 30 b) war im Vergleich zur Nativgruppe orange angefarbt, was
einen mittleren Gehalt an PAG anzeigt.

Abb. 30. a) C2b Teil | Nativ, b) A1 Teil | Defekt

Auch die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold wies in der Farbung zur Defektgruppe

keine Unterschiede auf und prasentierte sich homogen in oranger Farbung.

Die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten hingegen prasentierte sich hierbei in einer
Zwischenform. Hier zeigte sich ein rot-oranger Ton, wie es in Abb. 31b) dargestellt ist.
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Abb. 31. a) B4 Teil IV SC, b) C2 Teil lll SC+TZ

Hieraus kann abgeleitet werden, dass die Glycosaminoglykanproduktion sowohl in den
Defektgruppen als auch in den Gruppen mit unbehandeltem Scaffold nicht vollstandig
ausgebildet ist. Da die Glykosaminoglykane einen wichtigen Anteil an Auf- und Um-
bauprozessen in der Sehne haben, stellt dieses Ergebnis eine wichtige Erkenntnis dar.

Daraus kann geschlossen werden, dass autologe Tenozyten die Produktion von PAG

anregen.

5.2.4 Picrosirius Red

In der Picrosirius Red Farbung wurden die Schnitte unter polarisierendem Licht beur-
teilt.

In Abb. 32 a) ist hierbei die gleichmaRige Streifung zwischen gelb und grin, die sich
beide lichtbrechend darstellen, zu erkennen. Die gelbe Streifung stellt Kollagen |, die
grune Farbung ein Vorhandensein von Kollagen Ill dar. Diese charakteristische Strei-
fung zeigt sich in allen Schnitten der Nativgruppe und ist daher mit O bezeichnet. Bei
Abb.32 b) ist zwar noch die Streifung zu erkennen, die gelben Abschnitte zeigen sich
geringer lichtbrechend und die weilen Abschnitte werden von roten Streifen ersetzt.
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Eine rote Farbung stellt zwar auch noch Kollagen | dar, da diese aber nicht lichtbre-
chend sind und in ihrer Struktur ungeordnet erscheinen, muss die Struktur beschadigt
sein und ist daher mit 1 bewertet. Dieses Phanomen wird in Abb. 32 c) verstarkt, wobei
hier nur noch geringe Anteile an lichtborechendem Gewebe zu sehen ist. In Abb. 32 d)
ist das Bild einheitlich von nicht lichtbrechender roter Anfarbung ohne erkennbare

Struktur.

Abb. 32. Picosirius Red Farbung unter polarisierendem Licht,
a) C1 Teil lll Nativ 0, b) c) d) A2 Teil Il Defekt 1-3

Diese Einteilung zieht sich durchgehend durch alle Schnitte und Gruppen. Eine feh-
lende Polarisierung und Streifung bedeutet hierbei einen Verlust des Kollagen | und
einer strukturierten Sehnenordnung. Aufgefallen ist aber, dass in ausgewahlten Schnit-

ten eine grune Anfarbung zu erkennen ist.

Diese zeigte sich in der Defektgruppe und in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold
jeweils nur im Schnitt 1l. Also den quer zur Sehnenstruktur geschnittenen Praparaten.
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Hier ist anzunehmen, dass ein geringer Anteil an Kollagen Il besonders gut im Quer-
schnitt zu erkennen ist. Diese Grunfarbung war aber in den restlichen Teilen der Grup-

pen nicht zu erkennen.

Eine besondere Entdeckung war, dass die grune Farbung durchgehend in allen Teilen
der Gruppe mit Scaffold und Tenoyzten vorhanden ist, siehe Abb. 33. Es konzentrierte
sich die Grunfarbung darin vor allem auf den Mittelteil der Schnitte. Da die grune Far-
bung ein Vorhandensein von Kollagen IIl darstellt, konnte hiermit eine erhdohte Produk-

tion von Kollagen Il durch die Tenozyten in dem Defektbereich nachgewiesen werden.

Abb. 33. Picosirius Red Farbung unter polarisierendem Licht,
a)-d) C4 Teil I-IV SC+TZ Gruppe grinliche Anfarbung

Im Vergleich aller vier Gruppen fallt auf, dass in der Defektgruppe und vor allem in der
Gruppe mit unbehandeltem Scaffold das Gewebe stark verandert ist (Abb. 34 a). Ins-
besondere in der Defektgruppe ist der Defekt noch stark abzugrenzen. In der Gruppe
mit unbehandeltem Scaffold war viel Gewebe gar nicht mehr polarisierend, wie man
auch im zugehorigen makroskopischen Schnitt in Abb. 34 erkennen kann. In der
Gruppe mit Scaffold und Tenozyten waren die Veranderungen hingegen nicht so stark
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und es war teilweise noch die streifenformige Struktur erhalten bzw. sogar noch Nativ-
gewebe vorhanden. Auch makroskopisch (Abb.34 b) kann man hier schon eine Gelb-
farbung wie in der Nativgruppe erkennen. Eine komplette homogene Gelbfarbung zeigt
makroskopisch die Nativgruppe und dazu im polarisierendem Licht eine homogene

grune Streifenfarbung.

a)
Defekt

SC

SC+TZ

Nativ

Abb. 34. a) Farbschematische Picosirius Red-Farbung Teil IV, b) eingescannte Picosirius Red
Schnitte Teil IV

Zusammenfassend sind in der Safranin O- und in der Picrosirius Red Farbung fol-

gende Ergebnisse zu nennen:

« Die Anderung im Proteoglykangehalt der Sehne umfasst immer die komplette

Sehne und ist nicht auf den Defekt beschrankt.
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* Defektgruppe und die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold haben einen geringen
PAG-Gehalt, die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten nahert sich dem PAG-Gehalt

der nativen Sehnen sehr an.

* In der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten ist vermehrt Kollagen Ill vorhanden und

die Sehenstruktur bleibt erhalten.

5.2.5 Immunhistologie Kollagen |

Da in der Sehne, wie auch im Scaffold, Kollagen | vorhanden sein musste wird hier

darauf geachtet, ob Bereiche gar nicht oder sehr stark angefarbt wurden.
Dabei wurde folgende Einteilung in Abb. 35 von a-d) nach den Beobachtungen ge-
wahlt:

0 (Foto a) = positiv, aber mit leicht inhomogener Anfarbung

1 (Foto b) = homogen positiv angefarbt

2 (Foto c) = homogen stark positiv angefarbt

3 (Foto d) = Ubergang positiv zu negativ
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Abb. 35. Kollagen | a) A4 Teil | Nativ 0, b) A1 Teil lll Defekt 1, c) A4 Teil | Defekt 2,
d) A4 Teil | Defekt 3

Hierbei zeigt sich, dass die Nativgruppe eine regelmafig inhomogene Anfarbung auf-
weist (Abb.35 a), wie dieses auch schon in der Picrosirius Red Farbung gefunden
wurde. Die veranderten Sehnen zeigen aber diese Inhomogenitat nicht mehr, sondern
sind unterschiedlich stark homogen angefarbt (Abb.35 b-d). Daraus lasst sich schlie-

Ren, dass der Anteil des Kollagen | nicht mehr strukturiert in die Sehne eingebaut ist.

Aus der Gruppenbeurteilung nach Abb. 36 kann gefolgert werden, dass in der Gruppe
mit unbehandeltem Scaffold vorwiegend leicht verandertes Gewebe vorhanden ist, da
die Sehne homogen positiv angefarbt ist (gelbe Farbung). Es zeigen sich in dieser
Gruppe zusatzlich zu den homogen positiven Bereichen auch Bereiche, die nicht an-

gefarbt wurden, hier mit rot gekennzeichnet.

Die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten weist interessanterweise auch leicht veran-
derteres Gewebe auf, aber auch ganz deutlich einen Abschnitt in der die Inhomogeni-
tat einer nicht veranderten Sehne noch vorhanden ist, was wiederum die griine Kenn-

zeichnung dokumentiert.
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In Abb. 36 b) ist die Farbskala fur diese Farbung aufgefuhrt und unter c) der auffallige,
kaum veranderte (grin) Abschnitt in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten darge-
stellt.

o EETT [ T
N x | x
T Y T T

Muskel Gesund Leicht Stark negativ

Abb. 36. a) Kollagen | Immunhistofarbung Teil lll, b) Farbscala zu Kollagen |,
c) C4 Teil lll SC+TZ Gruppe inhomogener Abschnitt

5.2.6 Kollagen Il

Da Kollagen Il normalerweise nicht in Sehnengewebe vorkommt, sollte hier in Bezug
auf die spater dargestellte Sehne-Knorpel-Knochen Grenze eine Negativkontrolle
durchgefuhrt werden. Auch konnte so kontrolliert werden, ob nicht doch atypischer-
weilke in einer Gruppe Kollagen Il in der Sehne gefunden werden kann.

Die Nativgruppe, die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold und die Gruppe mit Scaffold
und Tenozten zeigten sich in allen Schnitten negativ, siehe Abb.37a-d. In der Defekt-
gruppe fielen positiv angefarbte Bereiche in der Mitte bei Teil Il und Ill der Sehne auf
Abb. 37 (e-f). Dies konnte darauf schlieen, dass der nicht ausgeflllte Defektbereich
teilweiRe auch mit Kollagen Il Gberdeckt wurde.
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Abb. 37. Kollagen Il a-d) in 100-facher VergréRerung, a) C2b Teil lll Nativ, b) A2 Teil Ill Defekt, c) B4
Teil Il SC, d) C2 Teil lll SC+TZ,
Kollagen Il in 200-facher Vergrékerung,e) A1 Teil Il Defekt rechter Ubergang,
f) A1 Teil Ill Defekt oberer Abschnitt

5.2.7 Fibronektin

Bei der Immunhistologie auf Fibronektin zeigt sich eine stark positive Anfarbung der
Zellkerne. In der Nativgruppe (Abb.38 a) stellte sich die Anfarbung erneut leicht inho-
mogen dar, was sicherlich auch der physiologischen Anreicherung entspricht. In Abb.
38 b) mit 1 bewertet wurde eine noch inhomogene Anreicherung, aber mit starkerer
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Anfarbung. Mit 2 wurde dagegen eine homogene Anreicherung mit stark positiven Zel-
len gewertet (Abb. 38 c). In dieser Farbung wurden die Unterschiede nur von 0-2 be-
wertet, da sich nicht weitere abzugrenzende Unterschiede darstellten. In Bild Abb. 38
d) wurde nochmal eine starke Entziindung abgebildet, auf die der Antikérper stark po-
sitiv reagiert hat. Da Fibronektin bei Zellmigration, Zelladhasion und Gewebsaufbau
eine wichtige Rolle spielt, kann daraus geschlossen werden, dass bei einer starken

Anfarbung umfangreiche Um- und Aufbauprozesse stattfinden.
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Abb. 38. a) A4 Teil | Nativ 0, b) C2 Teil lll SC+TZ Teil Il 1, c)B1 Teil 11l SC 1,
d) A2 Teil Ill Defekt 2, e) C2 Teil lll SC+TZ Wundgeschehen

Bei Betrachtung der Gruppen nach Abb. 39 in der farbschematischen Darstellungwird
ersichtlich, dass in allen drei operierten Gruppen Bereiche vorhanden sind, wo noch
eine starkere Fibronektinexpression auffallt (rote Anfarbung). Auch ist zu erkennen,
dass dieser Bereich in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten stark abgegrenzt ist.
AuRerdem ist innerhalb dieser Gruppe ein Bereich auffallig, in dem die typische inho-
mogene Anfarbung der Nativgruppe zum Vorschein kommt, welches mit griin und ei-
nem Pfeil gekennzeichnet ist. Dieses wird in den beiden anderen Gruppen nicht beo-
bachtet.

Zusatzlich ist in Abb. 39 b) nochmal die Farbskala zur Auswertung der Grafik darge-
stellt und unter c) das wie in der Nativgruppe aussehende Gewebe aus der Gruppe mit

Scaffold und Tenozyten.
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SC+TZ

Nativ

Abb. 39. a) Farbschematische Fibronektin ImmunhistofarbungTeil Ill, b) Farbskala zu Fibronektin
c) C4 Teil Il SC+TZ 0



Histologische Auswertung 77

5.2.8 Tenascin C

In der Farbung auf Tenascin C nach Abb. 40a-d) war Sehnengewebe in allen Gruppen
negativ, wo hingegen das mitangeschnittene Muskelgewebe positiv angefarbt wurde
(Abb.40e)). Hieraus leitet sich ab, dass natives Sehnengewebe kein Tenascin C ent-
halt.

Abb. 40. Tenascin C, a-d) 100-fache VergroRerung, a) C1 Teil Il Nativ, b) A1 Teil Ill Defekt, ¢) B1 Teil
Il SC, d) C2 Teil lll SC+TZ
e) Tenascin C, 200-fache VergréRerung, C2 Teil | SC+TZ Pfeil: Muskel positiv
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5.2.9 Osteopontin

In dieser AntikOrperreaktion werden erneut drei Anfarbungen unterschieden. 0 in Abb.
41 a) zeigt sich homogen positiv angefarbt. In dieser Farbung stellen sich alle Nativ-
sehnen dar. Die in Abb. 41 b) gezeigte Farbung ist inhomogen und teilweile starker
gefarbt als die Nativsehne und wurde mit 1 beurteilt. Die grof3te Veranderung zu Abb.
41 a) stellt c) dar, da hier das Gewebe homogen stark angefarbt ist. Dieses wurde mit
2 beurteilt. Auch sind in Abb. 41 d) Lufteinschlisse im Defektgewebe dargestellt, was
zeigt, dass der Defekt hier noch nicht vollstandig mit neuem Gewebe ausgefullt ist.

Abb. 41. Osteopontin,a-c) 100-fache Vergréerung, a) C2b Teil Il Nativ 0, b) C2 Teil lll SC+TZ 1,
c) A4 Teil Il Defekt 2,
d) A4 Teil | Defekt Lufteinschlisse in 200-facher VergréRerung

Im Gruppenvergleich mit farbschematischer Darstellung nach Abb. 42 a) zeigt sich in
der Defektgruppe und in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold starke Veranderun-

gen des gesamten Gewebes bei der Anfarbung gegeniber der Nativgruppe (orange-
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rot). Dagegen ist die Sehne in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten nur leicht ver-
andert (gelb).

In der Ubersicht der eingescannten mikroskopischen Schnitte in Abb. 42 b) zeigen sich
jedoch kaum Unterschiede zwischen allen operierten Gruppen, da alle Veranderungen
erfahren haben und diese sich dunkler darstellen. Die Nativgruppe dagegen kann
schon ohne Vergrof3erung als heller eingestuft werden, wobei auch bereits makrosko-

pisch eine Struktur zu erkennen ist.

a)

Defekt

SC

SC+TZ

Nativ

Abb. 42. a) Farbschematische Osteopontin ImmunhistofarbungTeil IlI,
b) eingescannte mikroskopische Schnitte Osteopontin Teil IlI

Zusammenfassend kdnnen aus der immunhistologischen Auswertung folgende Ergeb-

nisse beschrieben werden:

* In der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten ist noch unverandertes Gewebe sowohl
in der Kollagen | wie auch in der Fibronektin Farbung vorhanden, wo hingegen in
der Gruppe mit Scaffold sogar ein Verlust von Kollagen | zu erkennen war.
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* In der Defektgruppe war eine Anfarbung auf Kollagen Il im Defektbereich zu be-

obachten.

* Bei der Defektgruppe sowie in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold zeigte sich

eine starke Fibronektinexpression.

* In der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten ist die Sehne in allen immunhistologi-

schen Farbungen deutlich geringer verandert.

5.3 Sehnen-Knorpel-Knochen Ubergang (Teile IV - VII)

5.3.1 Safranin O Farbung (Teile V-VII)

Um die Sehnen-Knorpel-Knochen Grenze zu untersuchen ist die Safranin O Farbung
besonders gut geeignet. Hierbei sollte untersucht werden, ob der Knorpel durchge-
hend vorhanden war, oder ob dieser durch den Eingriff oder das Scaffold verandert

wurde.
Dafur wurden zunachst alle Schnitte ohne biomechanische Testung untersucht.

Hierbei zeigte sich, dass in der Defektgruppe bei 50 % der auswertbaren Schnitte der
artikularseitige Knorpel an der Sehnen-Knorpel-Knochen Grenze nicht mehr vorhan-
den oder beschadigt war. Knorpel zeigt sich in der Safranin O Farbung rot, wo hinge-
gen sich Knochen blau-rosa darstellt. In Abb. 43 wird bei a) der geschadigte Knorpel
in der Defektgruppe, bei b) der fehlende Knorpel in der Defektgruppe und bei c) als

Vergleich der intakte Knorpel in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten aufgezeigt.

Diese Beobachtung konnte bei keiner anderen Gruppe gemacht werden.
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Abb. 43. a) A1Teil V Defekt Knorpel nicht durchgangig, b) A4 Teil VI Defekt wenig Knorpel vorhanden,
c) C2 Teil V SC+TZ Kontrollbild

Bei allen anderen drei Gruppen (unbehandeltes Scaffold, Scaffold und Tenozyten, Na-
tivsehne) zeigten sich ein durchgehender Verlauf von Knochen, Knorpel und Sehne
und eine breite Knorpelschicht, wie hier beispielhaft in Abb.44 dargestellt ist.
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Abb. 44. A4 Teil V Nativ (Knochen = K, Knorpel = Pfeil)

5.3.2 Kollagen Il (Teil V-VII)

Zur weiteren Untersuchung der in der Safranin O Farbung gewonnen Erkenntnisse

wurden die Sehnen mit der Kollagen |l Immunhistofarbung gepruft.

Aus Abb. 45 wird ersichtlich, dass in der Nativgruppe die drei Strukturen Knochenbalk-
chen, braun angefarbter Knorpel und nicht angefarbte Sehne gut abgrenzbar sind.

Abb. 45. C1 Teil V Nativ Kollagen Il, K = Knochen,»> = Knorpel,S = Sehne

Da nur der Knorpel angefarbt ist kann er sehr gut identifiziert und mit Erkenntnissen

der Safranin O Farbung verglichen werden.

Dieses wird in der folgenden Abb. 46 im Vergleich mit Safranin O verdeutlicht, wobei
a) der Knorpel mit Kollagen Il braun angefarbt ist und in b) dasselbe in der Safranin O

Farbung rot erscheint.



Histologische Auswertung 83

Abb. 46. a) A6 Teil V Kollagen Il Defekt, b) A6 Teil V Safranin O Defekt (Knorpel = Pfeil)

In der Betrachtung der einzelnen Gruppen bestatigten sich die Ergebnisse der Safranin
O Farbung.

Abb. 47. a) C1 Teil V Nativ, b) C8 Teil V SC+TZ, c) A6 Teil V Defekt, A1 Teil V Defekt

Daraus kann geschlossen werden, dass sich eine reine Defektsetzung negativ auf das
Knorpelwachstum auswirkt und sich der Knorpel zurtckbildet.
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Zusatzlich wurden in dieser Gruppe auch die aus der Biomechanik zerrissenen Prapa-

rate angefarbt. Hiermit konnten aber keine neuen Erkenntnisse gewonnen werden.

5.3.3 Kollagen I (Teil V-VII)

Bei der Kollagen | Farbung sind auch die Ergebnisse der Kollagen Il- und Safranin O
Farbung bestatigt worden. Die Defektgruppe zeigte unregelmallige oder nicht vorhan-

dene Knorpelbelage.

Bei der Untersuchung der rupturierten Praparate war zu erkennnen, dass, wenn die
Sehne knochern ausgerissenen war, sie entweder direkt am Knochen oder am Knor-

pel-Sehnen Ubergang ausreif3t.

In Abb. 48 ist in den ersten beiden Bildern a) und b) der unvollstandige Knorpelsaum
der Defektgruppe wiedergegeben und die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold bei c)
und die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten bei d) als Kontrolle zum Vergleich aufge-
fuhrt. Bei Abb. 48 c) und d) ist ein gleichmaRiger, breiter, undurchbrochener Knorpel-

saum in weillicher Anfarbung zu erkennen.
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Abb. 48. a) A1 Teil V Defekt, b) A4 Teil VI Defekt, c) B1 Teil IV SC, d) C4 Teil V SC+TZ, (Pfeil = Knor-
pel) in der Kollagen | Farbung

In Abb. 49 sind Praparate mit Sehnenausrissen entweder am Knochen oder Knorpel
gezeigt. Weitere Aussagen kdnnen aber nicht getroffen werden, da die Sehnen auch
schon in den biomechanischen Testungen an verschiedenen Stellen im Regenerat
rupturierten und die Sehnen durch das Ausreilen makroskopisch in einem sehr
schlechten Zustand waren.
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Abb. 49. a) B2 Teil V SC,, b) B3 Teil V in der Kollagen | Farbung (Pfeil = ausgerissene Stellen)

5.3.4 Fibronektin (Teil V-VII)

In der Fibronektin Immunhistofarbung konnte beurteilt werden, inwiefern der Knorpel
oder die Sehne mit dem Knochen verbunden ist und in den Knochen reinwachst. Es
kann vermutet werden, dass ein flieBender Knorpel-Knochen Ubergang fiir eine gro-
Rere Stabilitat spricht. Dieser flieRende Ubergang ist in Abb. 50 sowohl in allen Prépa-
raten der Nativgruppe als auch in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten zu finden,
hier bei Abb. 50 a) und d). Dieser Ubergang findet sich auch an den Randern der
Defektgruppe und Gruppe mit unbehandeltem Scaffold, welcher in der Mitte aber durch
das bei Kollagen |, Il und Safranin O entdeckte fehlende Knorpelgewebe einen glatten
Ubergang zeigt, siehe Abb. 50 b) und c). Hier grenzt das Sehnengewebe direkt an den
Knochen und liegt dem Knochen ohne Einstrahlung in den Knochen auf. Dies deutet
darauf hin, dass autologeTenozyten das Knorpelwachstum und die knocherne Seh-
nenintegration stimulieren. AuRerdem ist vorstellbar, dass ein direkter Knochen-Seh-
nen Ubergang, wie er in der Defektgruppe sowie der Gruppe mit unbehandeltem Scaf-
fold vorhanden war, eine Schwachstelle darstellt, so dass hier bei mechanischer Be-

anspruchung ein Sehnenausriss umso wahrscheinlicher wird.
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Abb. 50. a) A4 Teil V Nativ, b) A1 Teil IV Defekt, c) B4 Teil VI SC, d) C2 Teil V SC+TZ
Fibronektin Farbung

5.3.5 Osteopontin (Teil V-VII)

In der Osteopontin Immunhistofarbung werden die mit Fibronektin gewonnenen Er-
gebnisse bestatigt. Auch hier ist eindeutig eine bessere Verbindung zwischen der
Sehne, dem Knorpel und dem Knochen in der Nativgruppe sowie in der Gruppe mit
Scaffold und Tenozyten zu beobachten (Abb. 51 a) und d)). Ein direkterer Ubergang
von Knochen zu Sehne ist in der Defektgruppe und der Gruppe mit unbehandeltem
Scaffold zu sehen (Abb.51 b) und c)). Was hierbei zusatzlich deutlich wurde und bes-
ser zu differenzieren war, ist eine scheinbare Hyperplasie der Zellen in der Gruppe mit
unbehandeltem Scaffold. In Abb. 52 ist dieses zum Vergleich zwischen Osteopontin
(a) und Fibronektin (b) in der VergroRerung dargestellt. Dies konnte eine Reaktion auf
das Scaffold darstellen, welches ohne Tenozyten eine mechanische Reizung hervor-
ruft.
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Abb. 51. a) A4 Teil V Nativ, b) A4 Teil VI Defekt, c) B4 Teil VI SC, d) C4 Teil V SC+TZ,
Farbung auf Osteopontin

Abb. 52. a) B4 Teil VI SC Osteopontin, b) B4 Teil VI Fibronektin

5.3.6 Tenascin C (Teil V-VII)

In der Tenascin C Farbung konnte festgestellt werden, dass die Sehnen-Knorpel-Kno-
chen Grenze nur teilweise angefarbt wurde. In der Nativgruppe war die Grenze in allen
Schnitten negativ. Dem gegentber waren in der Defektgruppe und in der Gruppe mit
unbehandeltem Scaffold inhomogene Anfarbungen zu beobachten (Abb. 53 b) und c).
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Dagegen zeigte sich in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten eine gleichmaliig po-
sitive Anfarbung (Abb. 53 d). Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass in dieser
Gruppe vermehrt Wachstumsprozesse ablaufen und sich die Sehnen-Knorpel-Grenze

noch im Aufbau/Umbau befindet.

Das Weiteren zeigt sich in Abb. 54 a) und b), dass die Sehne in den Schnitten, in
denen die Sehne kndchern ausgerissen ist, besonders stark positiv erscheint, obwohl
sie eigentlich negativ ist, wie in Gruppe 1, Abschnitt 5.2.8, gezeigt werden konnte. Dies

konnte erneut auf einen gesteigerten Umbauprozess hinweisen.

- a) . b)
s0oum, - s00um,
==
- '\‘\‘»
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Abb. 53. a) A4 Teil IV Nativ, b) A4 Teil V Defekt, c) B2 Teil VI SC, d) C5 Teil VIl SC+TZ,
Knorpel = Pfeil, Farbung auf Tenascin C
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a) b)

Abb. 54. a) B3 Teil V SC, b) B2 Teil V SC, stark positive Areale = Pfeil, Tenascin C Farbung

5.3.7 HE- und Picrosirius Red Farbung (Teil V-VII)

Die HE- und Picrosirius Red Farbung konnte in den Abschnitten V-VII keine weiteren
Erkenntnisse erbringen, da mit dieser Farbung der Sehnen-Knorpel-Knochen Uber-

gang nicht sinnvoll beurteilt werden kann.

Zusammenfassend konnen in der Untersuchung der Knorpel-Knochen Grenze fol-

gende Aussagen festgehalten werden:

* In der Defektgruppe war der Knorpel in mehreren Farbungen im Defektbereich be-
schadigt oder nicht mehr vorhanden. Ein direkter Sehnen-Knochen-Ubergang wie

in der Defektgruppe spricht fur eine geringere Stabilitat.

* In der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten zeigte sich eine intakte Knorpelschicht.
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6 Diskussion und Bewertung der

Untersuchungsergebnisse

6.1 Allgemeines

Im diesem Kapitel sollen zunachst die verwendeten Methoden der durchgefuhrten For-
schungsarbeit bezlglich deren Zielsetzung hinterfragt werden. Des Weiteren sind die
Ergebnisse dieser Arbeit nochmals in einen Kontext mit dem bisherigen Kenntnisstand
aus der Literatur gestellt. Dabei soll auch verdeutlicht werden, welche neuen wissen-
schaftlichen Erkenntnisse gewonnen wurden und welche Fragen noch immer offen

bleiben bzw. weiterer Forschungsbedarf zur Thematik besteht.

6.2 Methodenevaluierung
6.2.1 Allgemeines

Zunachst soll die gewahlte Fragestellung und die dazu angewandten Methoden, so-
wohl der biomechanischen Testungen, als auch der histologischen Untersuchungen

genau bewertet und hinterfragt werden.

6.2.2 Gewahlter Forschungsansatz
6.2.2.1 ,critical-size“-Defekt

Die Wahl einen ,critical-size“-Defekt zu setzten wurde bewusst getroffen, da heutzu-
tage trotz aller Fortschritte in Material und Operatitonstechnik vor allem fur massive
Sehnendefekte noch keine zufriedenstellende Rekonstruktionsmethode mit niedriger
Komplikationsrate vorhanden ist. Klinisch ist bestens bekannt, dass sich Rotatoren-
manschettendefekte ohne adaquate operative Rekonstruktion vergrof3ern und fettige
Atrophie und Sehnenretraktion zunehmen und daher die Funktion der Sehnen-Muskel-

Einheit erheblich herabgesetzt wird bzw. keine Rolle mehr fur die Gesamtfunktion der
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Schulter spielt [9, 73]. Eine Sehendefektheilung sollte im glnstigsten Fall durch Neu-
bildung von Sehnengwebe geschehen, wobei die Implantation eines Scaffolds ein fes-
tes Gerust zur Zelladhasion und Zellproliferation und nachfolgend Gewebeneubildung
leisten sollte. Durch dieses Modell ist die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den ,cri-
tical-size“-Defekt beschrankt, da bei kleinen Defekten ein spontanes Zusammenwach-

sen der Stumpfenden moglich ist.

6.2.2.2 Versuchstier

Nach guten Ergebnissen in der Sehnenregeneration am Kleintiermodell [176] war die
Ubertragung der Ergebnisse auf das GrofRtier die logische Konsequenz, zumal im
Kleintiermodell ein gewisses Selbstheilungspotential besteht und auch die kleinen an-
tomischen Strukturen im Kleintiermodell nicht mit der humanen Anatomie vergleichbar
sind. Des Weiteren konnte mit dem Schaf als Grofdtiermodell untersucht werden, ob
die beobachtete Ossifikation der Sehne in der Ratte nur auf den geringen Durchmes-
ser der Sehne zuruckzufuhren ist. Besonders hervorzuheben ist, dass dieses Modell
viel besser auf den Menschen Ubertragbar ist, da anatomische Grof3e und Struktur der
Schafsehne der humanen Anatomie sehr ahnlich ist. Im Belastungsanspruch unter-
scheiden sich die RM von Schafen von dem Menschen, da durch den Vierful3stand
eine kontinuierlichere Belastung der Sehnen stattfindet. Auch muss die Infraspinatus-
statt der Supraspinatussehne gewahlt werden, um eine Vergleichbarkeit zu gewahr-
leisten. Die Infaspinatussehne Ubernimmt jedoch im Schaf die Aufgaben, die der Sup-
raspinatussehne im Menschen zukommen, wodurch die Wahl der Infraspinatussehne
im Schafmodell gerechtfertigt wird. Das Schaf als Grof3tiermodell ist innerhalb des
Tissue Engineering ein bereits in der Vergangheit auch von vielen anderen Studien-
gruppen oft verwendetes und anerkanntes Modell in der Untersuchung zur Rekon-
struktion von Rotatorenmanschettendefekten [17, 83, 134, 142, 151, 170].
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6.2.2.3 Heilungszeitraum

Der postoperative Heilungszeitraum von 12 Wochen wurde gewahlt, da wie in Ab-
schnitt 2.2.2 erlautert, der Umformungsprozess in der Sehnenheilung des Menschen
nach drei Monaten abgeschlossen ist und sich hiernach nur noch Reifungsprozesse
anschlie3en [196, 71, 194]. Daher waren weiterfUhrende Studien mit einer Nachbe-

obachtungszeit von vielleicht 6 oder 12 Monaten in Erwagung zu ziehen.
6.2.3 Methoden der Biomechanik

Biomechanische Testungen werden in der orthopadischen Forschung zur Untersu-
chung von Zugkraften von Sehnengewebe haufig verwendet. Hierbei konnen verschie-

dene Variablen in Betracht gezogen werden.

6.2.3.1 Fresh Frozen vs. direkte Verarbeitung

In der vorliegenden Arbeit wurden im Vorfeld auch Vorversuche mit fresh frozen (FF)
Praparaten durchgefuhrt und die Ergebnisse mit frischen Praparaten verglichen. Hier-
bei zeigten sich jedoch in den FF-Varianten weitaus niedrigere Reil3krafte. Aufgrund
ahnlich publizierter Ergebnisse in der Vergangenheit und der Tatsache, dass FF-Pra-
parate nicht die gleichen elastischen Parameter wie eine frisch-praparierte noch vas-
kularisierte Sehne aufweisen, wird heutzutage eine direkte postmortale Verarbeitung
empfohlen [100, 157].

6.2.3.2 Befestigung

Besondere Uberlegungen wurden auf das Befestigungssystem zwischen Knochen und
Sehnenmaterial verwendet, welches sowohl einen gleichmaligen Zug auf den Seh-
nenquerschnitt als auch eine sichere und konstante Befestigung gewahrleisten sollte.
Bei dieser Problematik unterscheiden sich besonders die haufig beschriebenen Sys-

teme fur Rattenversuche vom Groftiermodell Schaf mit deutlich hoher erreichbaren
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Zugkraften. Die Fixierung des distalen Sehnenanteils im muskulotendinésen Uber-
gang mit einer Sehneklemme Ubt Druck auf diese aus und konnte eine Verschiebung
der biomechanischen Eigenschaften der Sehne hervorrufen. Da in den Versuchen eine
Sehnenruptur jedoch nicht direkt unter der Klemme sondern am Sehnen-Knochen In-
terface auftrat, kann davon ausgegangen werden, dass bei den Zugversuchen keine
negative Beeinflussung der Ergebnisse durch die Befestigungsklemmen eingetreten
sind. Auch wird die gewahlte Fixierung der Sehnen zwischen zwei Klemmen als hau-
figste Methode zur biomechanischen Testung von Zugkraften von Sehnengewebe in
der Literatur beschrieben [192, 15, 144, 167, 223].

6.2.3.3 Zugversuche

Der gleichmalig mit einer konstanten Vorschubgeschwindigkeit durchgefuhrter Zug-
versuch ist ebenfalls zu diskutieren. Physiologisch tritt eine repetive Zugbeanspru-
chung der Sehnen auf und keine monoton starker werdende Belastung [185, 192]. In
verschiedenen Literaturquellen treten bei monoton bis zur maximalen Belastung ge-
steigerten Beanspruchung der Sehnen weitaus hohere Werte im Vergleich zur subma-
ximalen repetitiven Belastung auf [131, 13]. Da aber das vorliegende Projekt bisher
singular in der Untersuchung der Rekonstruktion von Rotatorenmanschettendefekten
mit autologen Tenozyten und biodegradablem Kollagen-Scaffold ist, sollten zunachst
nur die Maximalkrafte gemessen werden. Gleiche Versuchsbedingungen wurden al-
lerdings auch in der Vorliteratur beschrieben[16, 123-125, 190]. Eine weitere Betrach-
tung bei zyklisch repetitiven Belastungen stellt ein Ansatz fur weitere Forschung dar.
Bei diesen Beanspruchungen finden sich in der allgemeinen Materialforschung durch-
aus ,Ermudungserscheinungen® in Abhangigkeit vom repetitiven Beanspruchungsni-
veau und von der Anzahl der zyklischen Belastungswiederholungen.
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6.2.4 Methoden der Histologie

Da die histologischen Untersuchungen der Sehnenregenerate unterschiedliche Far-
bungen und eine aufwendige Auswertung umfassen, besteht hierbei zur gewahlten

Vorgehensweise sicherlich Disskussionsbedarf Uber die Methodik.

6.2.4.1 Farbungen

Die Farbungen sollten einerseits einen guten Uberblick bieten, aber auch bestimmte
Fragestellungen gezielt untersuchen. Die HE-Farbung zur ersten Ubersicht ist hierbei
eine weit verbreitete und standardisierte Farbung mit deren Hilfe viele Parameter be-
urteilt werden konnten [220, 230]. Als zusatzliche Farbungen sollten mit Picrosirius
Red- sowie Kollagen | und lll die verschiedenen Kollagene voneinander differenziert
werden und die Safranin O Farbung sollte die Beurteilung des Knorpelgewebes ver-
einfachen. Dabei ist Picrosirius Red in der Untersuchung von Sehnen als Standardfar-
bung etabliert und sehr haufig verwendet [5, 22, 79, 159, 187, 182]. Hierbei kdnnte
allerdings durch verschiedene Protokolle und die damit verbundenen unterschiedli-
chen Farbungsintensitaten die Vergleiche zwischen Studien erschweren und ver-
falscht werden. Eine Betrachtung innerhalb einer Arbeit, mit einem standardisierten
Protokoll fur alle Gruppen, bringt aber eine gute Vergleichbarkeit. Die Safranin O Far-
bung wird in der Literatur haufig verwendet, darf aber nur zur Anfarbung auf Knorpel
angewendet werden[24, 25, 33, 179, 200, 208]. Resumierend gesehen kann durch die
in der vorliegenden Arbeit verwendeten drei Ubersichtsfarbungen eine weitgehend um-

fassende und vielschichtige Untersuchung der Sehne vorgenommen werden.

Immunhistologische Farbungen im Schaf sind im Gegensatz zu den Ubersichtsfarbun-
gen als schwieriger anzusehen, da viele Antikorper nicht direkt auf Schaf reagieren
sollten und daher falsch-negative oder falsch-positive Resultate auftreten kdnnen. Bei
den verwendeten Antikdrpern wurden parallel Praparate mit dem angegebenen spezi-
fischen Tier (Ratte) mitgefarbt, um diese Problematik zu Uberbricken und dennoch zu
validen Ergebnissen zu gelangen. Des Weiteren wurden Antikorper gegen Schafe ge-
wahlt, die in bereits publizierter Literatur erfolgreich zur Anwendung kamen [68, 75,
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72, 150]. Durch die funf verschiedenen immunhistologischen Farbungen konnte auch
hier eine weitreichende und umfassende Untersuchung des Sehnengewebes erzielt

werden.

6.2.4.2 Auswertungsmethoden

Da bei einer Schafsehne, im Gegensatz zu der Sehne eines Kleintieres, aufgrund ihre
Grolke eine Betrachtung der Gesamtstruktur nicht moglich ist, musste eine Untertei-
lung der Sehne in Abschnitte vorgenommen werden. Hierbei und bei der Seitenmar-
kierung mit einem Faden kdnnten Beschadigungen der Sehne und somit Veranderun-
gen im histologischen Aufbau aufgetreten sein. Da in der histologischen Untersuchung
jedoch keine Veranderungen der getrennten bzw. markierten Regionen in allen Schnit-

ten gefunden wurden, kann dieser Einfluss vernachlassigt werden.

Die Betrachtung der Sehne in Quer- und Langsrichtung lasst ebenso aufgrund ihrer
Grolde in der Auswertung keine histologische Betrachtung der Rekonstruktion des ehe-
maligen ,critical-size“-Defekts als Gesamtkonstrukt zu. In dieser Arbeit sollte der
Schwerpunkt auf der Beurteilung der Sehne vor allem hinsichtlich regenerativer Ver-
anderungen und neuer Synthese von Sehnengewebe gelegt werden. Aus diesem
Grund wurde das Hauptaugenmerk auf die Betrachtung der in einzelne Abschnitte un-
terteilten Sehnenstrukturen sowohl im Quer- als auch im Langsschnitt gelegt werden.

Das Festlegen eines Standardverfahrens fur die mikroskopische Beurteilung der
Sehne wurde auch durch die Grolke der Praparate erschwert. Fur die detaillierte Beur-
teilung der Schafsehne unter dem Mikroskop finden sich in der Literatur keine Be-
schreibungen und sollte standardisiert werden, um einen Sehnen-Scaffold-Ubergang
histologisch beurteilen zu konnen. Die Verwendung von Gesichtsfeldern mit standar-
disierter VergroRerung hilft hierbei, eine bessere Einordnung des Gewebes vorneh-
men zu konnen. Eine 100 %-ige Genauigkeit kann allerdings dabei nicht erreicht wer-
den, da sowohl die Gesichtsfelder leicht variieren, als auch die exakte operative De-
fektsetzung vom manuellen feinmotorischen Geschick des Operateurs abhangig ist.
Zusatzlich stellt die Bewertung eines Gesichtsfeldes mit einer Zahl eine Vereinfachung
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des Gewebes dar und berlcksichtigt nicht deren physiologischen Strukturschwankun-

gen.

Der verwendete histologische Sehnenscore nach Longo et. al ist ein etabliertes Score-
system zur histologischen Sehnenbeurteilung [145, 53, 162, 205]. Der Vorteil hierin lag

zudem in der Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen bereits publizierter Studien.

Die farbschematische Darstellung der Ergebnisse durch die Interpolationsmethode
(Grafik-Programm Surfer) stellt eine in der Medizin noch nicht etablierte Darstellungs-
methode dar und wurde in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal zur farbschemati-
schen Darstellung von histologischen Untersuchungen von Sehnenregeneraten ver-
wendet. Aus unserer Sicht konnen damit sehr gute Visualisierungen von umfangrei-
chen qualitativen und quantitativen Untersuchungsergebnissen erzeugt werden. Diese
Methode wird dartber hinaus oftmals standardmafig in den Naturwissenschaften ver-
wendet, wobei die Interpolationsgrenzen genau festgelegt werden mussen [44, 56].
Bei den hier verwendeten Grenzen ist der Ubergangsbereich zwischen den Gesichts-
feldern von dem Programm erstellt worden, so dass der Ubergang der Rander flieRend
verlauft. Damit wird unterstitzt, dass auch in der Natur kaum abgebrochene Rander
vorkommen und beobachtet wurden. Der Vorteil der Methode ist ferner die bessere
Vergleichbarkeit und Auswertbarkeit der verschiedenen Gruppen zueinander sowie
eine klare farbschematische Darstellung, die die Ergebnisse auf einem Blick erfassen
lasst.

6.3 Zusammenfassende Bewertung der Ergebnisse

Das Thema ,Sehnenregeneration von Rotatorenmanschettendefekten mit Kollagen-
scaffolds und autologen Tenozyten im Schaf” ist ein noch nicht in der bisher publizier-
ten Literatur beschriebener neuer Forschungsansatz im Gebiet der experimentellen
Sehnenregeneration. Es konnten in dieser Arbeit neue Erkenntnisse aus den biome-
chanischen und histologischen Ergebnissen in diesem Themenfeld erzielt werden.
Durch die Ergebnisse eines vorherigen Kleintierprojektes konnte die Ubertragung auf

das Groldtier vorgenommen werden, so dass hieraus gewonnene Resultate nicht nur
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verglichen, sondern auch erweitert werden konnten [176]. Inbesondere stellt die Ver-
wendung von autologen Tenozyten statt pluripotenter Stammzellen in Kombination mit
einem biodegradablen Kollagen-Scaffold einen innovativen neuen Ansatz im Bereich
des Tissue Engineering dar, welcher durch die Betrachtung der Ergebnisse vorange-
gangener Forschungsarbeiten [225, 222, 219, 149, 147, 176] als konsekutive Folge

anzusehen war.

Bezuglich der operativen Versorgung der Schafe, gleich welcher Gruppenzugehorig-
keit, konnte bei den Tieren keine Bewegungsbeeintrachtigung und keine anderweiti-
gen gesundheitlichen Probleme festgestellt werden. Ferner zeigten die Schafe in der
Gruppe mit autologen Tenozyten und Kollagen-Scaffold trotz der Doppelbelastung von
zwei Operationen keine Unterschiede in der postoperativen Regenerationsphase im
Vergleich zu den beiden anderen Gruppen. Dies ist eine sehr wichtige Erkenntnis, da
in der Vergangenheit in nur wenigen experimentellen Studien beim Schaf zwei nach-
folgende Eingriffe durchgefuhrt wurden [190, 52, 82, 152, 215]. Es ist daher anzuneh-
men, dass zwei kurzfristig aufeinanderfolgende Eingriffe mit Vollnarkose keine zu hohe

korperliche Belastung fur ein Groltier darstellen.

Des Weiteren wurden die Sehnen nach einem 12-wdchigen follow-up begutachtet und
deutliche Unterschiede in der Struktur zwischen der Gruppe mit Scaffold und autolo-
gen Tenozyten und der Defektgruppe bzw. der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold
festgestellt. Dabei erzielte das Sehnenregenerat mit Scaffold und Tenozyten, im Ge-
gensatz zu den Sehnenregeneraten der beiden anderen Gruppen, dass die Gesamt-
sehen eine schlanke Struktur und parallele lineare Ausrichtung beibehielt, welches fur
die anatomische Zugrichtung und Lastaufnahme der Sehne von Vorteil ist.

Der enemalige Defektbereich, welcher in den jeweiligen Gruppen unterschiedlich ver-
sorgt wurde, konnte in allen Gruppen makroskopisch noch vom gesunden Gewebe
differenziert werden. Mikroskopisch zeigte die Gruppe mit Tenozyten und Scaffold je-
doch die qualitativ hGherwertigen histologischen Ergebnisse im Vergleich zur Defekt-
gruppe und zur Gruppe mit unbehandeltem Scaffold. Darauf aufbauend sollten die
Veranderungen der Sehne im Groldtier mit dieser Methode weiter erforscht werden.

Bevorzugt sollten Daten gesammelt werden, wie sich die Sehne nach einer langeren
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Regenerationsphase nach Rekonstruktion, z.B. nach 6 oder 12 Monaten, darstellt. Mit
den in der vorliegenden Arbeit erlangten Ergbenissen kdnnen noch keine Erkenntnisse
gesichert darlber abgeleitet werden, ob eine vollstandige Sehnenrekonstruktion/-re-
generation mit der hier angewandten neuen Methode mdglich ist. Zum gegenwartigen

Stand kénnen nur positive aussichtsreiche Ansatze beschrieben werden.

Nach den in Kapitel 4 beschriebenen Ergebnissen der Biomechanik wurden nach der
Nativgruppe die hochsten Reil3krafte in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten ermit-
telt. Hierduch wurde eine hohere Stabilitat dieses Sehnenregenerates gegenuber der
Defektgruppe bzw. der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold nachgewiesen. Eine Sig-
nifikanz aller biomechanischen Parameter konnte in der statistischen Analyse zwar
nicht aufgezeigt werden, jedoch zeigten allein die Sehnenregenerate der Gruppe mit
Tenozyten und Scaffold eine deutliche Tendenz hin zu den Werten der gesunden Seh-
nen und kamen diesen sehr nahe. Mit Hilfe der zusatzlichen Messung des Dehnungs-
weges konnte dargestellt werden, dass gesunde Sehnen die Fahigkeit besitzen be-
sonders elastisch zu reagieren. Diese Eigenschaft sollte im Optimalfall auch durch eine
Sehnenrekonstruktion erreicht werden, um erneut der alltdglichen Belastung Stand
halten zu konnen. Hierbei erreichte die Gruppe mit Scaffold und Tenozyten eine ho-
here Elastizitat als die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold. Diese Eigenschaft konnte
auch durch die Werte der Bruchdehnung und der Bruchspannung bekraftigt werden.
Durch die fehlende Signifikanz bei der Berechnung dieser biomechanischen Parame-
ter konnen diese Ergebnisse jedoch nicht homogen eingeordnet werden. Allerdings
wurden auch in vorherigen Projekten anderer Forschungsgruppen mit Stammzellim-
plantationen ahnliche Ergebnisse und Tendenzen ohne Signifikanz beobachtet [18,
90-92, 39, 210, 226]. Als Hauptproblem ist hierbei die geringe Fallzahl zu vermeuten.
Daher sollten weiterfUhrende Grofitierprojekte mit hOherer Fallzahl angestrebt werden,
um eine bessere Einordnung und statistische Absicherung der Ergebnisse zu gewahr-

leisten.

Ein aussagekraftiges Ergebnis ergab aus den Zugversuchen die zusatzliche Ableitung
des E-Moduls als Steifigkeitsparameter der Sehnen. Dieser Aspekt wurde bisher in der

Literatur nur in geringem Mal berucksichtigt. In unseren Auswertungen konnte sowonhl
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fur die Defektgruppe wie auch fur die Gruppe mit unbehandeltem Scaffold eine signi-
fikant hohere Steifigkeit, das heillt eine verminderte Elastizitat, im Vergleich zu der
Gruppe mit Scaffold und Tenozyten und zur Nativgruppe gefunden werden. Dies be-
kraftigt ein weiteres Mal die Erkenntnis, dass die Belastbarkeit der Sehne sehr eng mit
ihrer Elastizitat bzw. mit ihrem Steifigkeitsgrad zusammenhangt. Daher sollte unserer
Ansicht nach dieser Parameter in zukunftigen Untersuchungen mitbestimmt werden.
Des Weiteren konnte eine erheblich groliere Anzahl von Vergleichswerten bezuglich
der anzustrebenden E-Module einer gesunden Sehne erzeugt werden, um daraus ei-
nen weiteren Parameter zum Kenntnisstand der idealen biomechanischen Beschaf-

fenheit einer Sehne zu erhalten.

Histologisch konnten in allen Farbungen Unterschiede zwischen den vier Gruppen
festgestellt werden. In Kapitel 5 ist ausgefuhrt, dass die gesunde Sehne eine sehr ho-
mogene und strukturierte Ordnung des Faserverlaufs aufzeigte und sich in den Grup-
pen histologisch der Defekt nicht eindeutig abgrenzen |asst. Diese Beobachtung lasst
den Schluss zu, dass bei Sehnenverletzungen das Gewebe Uber den betroffenen Be-
reich hinaus verandert wird und daher immer die komplette Sehne geschwacht ist.
Dieses war makroskopisch vorher nicht festzustellen. Die Verwendung von autologen
Tenozyten kann diese Entwicklung positiv beeinflussen, da in der Gruppe mit Tenozy-
ten und Scaffold in verschiedenen Farbungen vergleichbares Gewebe wie in der ge-
sunden Sehne entdeckt werden konnte. Dies konnte in der Defektgruppe wie auch in
der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold nicht festgestellt werden. Demnach besitzen
autologe Tenozyten die Fahigkeit, die Verletzung des gesamten Gewebes auf ein lo-
kales Mal} zu beschranken.

Bei der Betrachtung der Entzindungsreaktion ergab sich eine zwar starkere aber auf
den Defekt lokalisierte Entzindung in der Gruppe mit Scaffold und autologen Tenozy-
ten, wahrenddessen in den beiden anderen Gruppen diffus Uber die ganze Sehne ver-
breitete Herde zu finden waren. Eine Reaktion auf das eingebrachte Scaffold scheint
hier unwahrscheinlich, da auch in der Defektgruppe ohne Scaffoldimplantation eine
Entziindungsreaktion zu finden war. Dies steht in Ubereinstimmung mit vorangegan-
genen Studien, welche bei dem Gebrauch von Kollagen-Scaffolds ebenfalls keine Ent-
zundungsreaktion verzeichneten [138, 95, 204]. Die verstarkte Entzindungsreaktion
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in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten konnte daher auf die Tenozyten zurickzu-
fuhren sein, die moglicherweise eine vermehrte Entzindungsreaktion im Defektbe-
reich triggerten. Durch die besser abgrenzbare Lokalisation des Entzindungsareals
und das Ausbleiben des Ubergreifens des Entziindungsvorgangs in das umliegende
gesunden Sehnengewebe muss dieses Phanomen aber kein negativer Faktor sein,

sollte aber weiter untersucht werden.

Diese Faktoren konnen auch starke Umbau- oder Aufbauprozesse anzeigen, so auch
der vermehrte Proteoglykangehalt und die starke Fibronektinexpression im Defektbe-
reich. Beide Anhaufungen wurden nur in der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten deut-

lich vermehrt gefunden.

Ferner konnte im Defektbereich der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten eine groRere
Synthese von Kollagen Il aufgezeigt werden, welches der Vorlaufer des Kollagen | in
der Sehnenproduktion darstellt. Dies wurde in keiner der beiden anderen Gruppen
nachgewiesen und zeigt, da im Scaffold kein Kollagen Ill enthalten ist, somit eine Pro-
duktion von neuem Gewebe an. Dagegen konnte Uberraschenderweise in der Defekt-
gruppe Kollagen Il im Defektbereich festgestellt werden, welches physiologisch nicht
in der Sehne vorkommt. Hieraus lasst sich vermuten, dass in einem nicht versorgten

Sehnendefekt der Bereich mit sehnenfremden Gewebe Uberbrickt wird.

Bei der Untersuchung der Sehnen-Knorpel-Knochen Grenze, die in friheren Studien
nicht durchgefuhrt wurde, konnte gezeigt werden, dass durch eine Defektsetzung
Knorpelgewebe degeneriert, da wahrscheinlich der Stimulus des angrenzenden Ge-
webes fehlt. Dies kann durch eine Scaffoldimplantation verhindert werden. Die zusatz-
liche Verwendung der autologen Tenozyten hat dazu gefuhrt, dass hierdurch ein ver-
besserter Sehnen-Knorpel-Knochen Ubergang bestehen bleibt, welcher eine héhere
Stabilitat generiert. Da in den biomechanischen Testungen die Sehnen-Knorpel-Kno-
chen Grenze aufgrund der erhohten Rate an Sehnenrupturen in diesem Areal als
Schwachstelle ausfindig gemacht werden konnte, sind Erkenntnisse Uber den histolo-
gischen Auf- bzw. Umbau dieses Bereiches bei Sehnenreparturvorgangen von Vorteil.

Zusammenfassend konnen durch die in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergeb-

nisse folgende Aussagen getroffen werden:
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1. Die alleinige Implantation eines Kollagen-Scaffolds fuhrt zu keiner Verbesserung
der biomechanischen Eigenschaften der Sehne. Das Scaffold kann aber eine Ent-
artung von Gewebe im Defekt verhindern und den Knorpel erhalten. Da jedoch
durch ein unbehandeltes Scaffold keine Sehnenregneration im Defektbereich erzielt
werden kann, sind diese Vorteile kaum von Bedeutung. Daher muss die in Kapitel

1 aufgestellte erste Hypothese,

dass die alleinige Implantation eines Kollagen-Scaffolds eine

biomechanische und histologische Verbesserungen bringt,

abgelehnt werden.

2. Mit der zusatzlichen Verwendung von autologen Tenozyten konnten jedoch die Vor-
teile des Scaffolds genutzt und sowohl hohere Reillkrafte erzielt, als auch die Elas-

tizitat der Sehnen gesteigert werden.

Histologisch konnte ein deutlich weniger verandertes umliegendes Sehnengewebe
als auch ein verkleinerter Defektbereich nachgewiesen werden. Im Sinne der Ge-
webeneubildung war eine vermehrte Kollagen IlI-Synthese festzustellen, welche nur
auf die autologen Tenozyten zurtckgefuhrt werden kann. Da aber in der Gesamt-
lange des regenerierten Areals kein durchgehend gerichteter Faserverlauf beo-
bachtet werden konnte, ist eine gesicherte Beurteilung des Vorteils der Tenozyten
nicht abschlieRend festzustellen. Es kann allerdings eine deutliche Tendenz be-
schrieben werden, dass autologe Tenozyten das Potential besitzen moglicherweise
in einem langerfristigen Regenerationsprozess eine vollstandige Rekonstruktion ei-
nes Sehnendefekts zu erreichen. Dieses Potential sollte als Gegenstand weitere

Untersuchungen diesen.
Daher wird die zweite Hypothese,

dass autologe Tenozyten in Kombination mit einem Kollagen-Scaffold
einen entscheidenden Vorteil gegeniiber einer Defektdeckung mit ei-
nem unbehandelten Scaffold erbringen,

mit geringen Limitierungen angenommen.
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7 Weiterfuhrende Forschungsansatze und Ausblick

In weiteren Untersuchungen sollte das Schaf als Grotiermodell beibehalten werden.
Das Kleintier hat sich hierbei aufgrund des gewissen Selbstheilungspotentials als auch
aufgrund der geringen Grof3e der anatomischen Strukturen als nicht geeignet erwiesen
[64, 173, 122, 176]. Zusatzlich kdnnen im Schafsmodell die Ablaufe des Heilungspro-
zesses besser beobachtet werden, da hier eine langere Sehnenheilung bendtigt wird

und daher eine bessere Vergleichbarkeit mit der humanen Situation geschaffen wird.

Die Verwendung von autologen Tenozyten als neuer innovativer Forschungsansatz im
Gebiet der Sehnenregeneration hat sich als sinnvoll erwiesen, da auf diese Art keine
pluripotente Differenzierung von Stammzellen zu erwarten ist und auch die Gewinnung
von autologen Tenozyten, z.B. durch eine Gewebebiopsie, einfacher durchzufluhren ist
als die von Stammzellen. Das Potential von autologen Tenozyten fur die in-vivo Seh-

nenregeneration sollte in zukunftigen Studien weiter untersucht werden.

Zusatzlich kdonnten noch andere Molekule in zukunftige Forschungsansatze verwendet
werden, um Tenozyten in ihrer Funktion zu unterstitzen bzw. zu triggern. Als Beispiel
sei hier die Integration von Glykosaminoglykanen (GAG) in das Scaffolds genannt, wie
auch Hortensius et al. [102] in ihrer in-vitro Studie beschrieben. In deren Arbeit konnte
beispielsweise gezeigt werden, dass die Aktivitat der Tenozyten durch GAG gefordert
werden kann. Ahnliche Ergebnisse konnten in anderen Studien erzielt werden [32, 70,
93, 177, 156]. Die in-vivo Verwendung von GAG und Scaffolds zur Rekonstruktion von
Sehnendefekten im Groldtier wurde jedoch bisher nicht untersucht.

Die Kombination aus autologen Tenozyten und Scaffold zeigt sich als vielversprechen-
der Ansatz, welcher weiter zu differenzieren ist, um die Basiserkenntnisse zu verifizie-
ren und auszubauen. Allerdings bedarf es noch weiterer sorgfaltig angelegter Grof3-
tierstudien bis die Ubertragung auf den klinischen Einsatz im humanen Sehnengewebe

maoglich erscheint.
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8 Zusammenfassung

a) Einleitung und Aufgabenstellung

In der vorliegen Arbeit sollte untersucht werden, ob die Implantation eines Kollagen-
Scaffolds in einen ,critical size“-Defekt zu einer verbesserten Sehnenregeneration
fuhrt. Zur Beantwortung dieser Fragestellung sollten Sehnen mit reiner Defektsetzung
Sehnen mit implantiertem Kollagen-Scaffold gegenubergestellt werden. Zusatzlich
sollten autologe Tenozyten als potentielle Trigger der Sehnenregeneration verwendet
werden. Die Tenozyten sollten aus der Patellasehne kultiviert und auf das Scaffold
besiedelt werden, um eine hoherwertige Rekonstruktion des Sehnendefektes anzu-
streben. Als Kontrollen wurden die kontralateralen gesunden Sehnen verwendet. Hier-
bei sollte untersucht werden, ob autologe Tenozyten einen zusatzlichen und entschei-
denden Vorteil gegenuber der Implantation eines unbehandelten Scaffolds in einen
Sehnendefekt bringen. Vor allem war darauf zu achten, ob autologe Tenozyten in-vivo
zu einer Sehnenproduktion fihren konnten, um so eine vollstandige Regeneration zu

erzielen. Diese Fragestellungen sollten im Grofdtiermodell Schaf untersucht werden.

Die Aufgabenstellung und eine Zusammenstellung des Kenntnisstandes der Literatur

sind in Kapitel 1 und 2 ausfuhrlich behandelt.

b) Material und Methoden

Es wurden 24 ausgewachsene Merino Schafe verwendet. In jeder Gruppe wurden acht
Schafe operiert und nach einer Regenerationsphase von 12 Wochen euthanasiert. Da-
bei unterschieden sich die Gruppen folgendermalien:

1. Gruppe > Defektsetzung = Defektgruppe (Defekt)

2. Gruppe > Defektsetzung+Implantation eines Kollagen-Scaffolds = Scaffoldgruppe
(SC)

3. Gruppe

1.Teil:=>Patellasehnenbiopsie—> Kultivierung der Tenozyten,
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2.Teil:>Defektsetzung—> Besiedlung des Scaffolds—> Implantation des besiedel-
ten Kollagen-Scaffolds = Tenozytengruppe (SC+TZ)

4. Gruppe—>Fur die Kontrolle wurde die kontralateralen Infraspinatussehnen der Ver-

suchstiere verwendet = Kontrollgruppe (Nativ)

Nach Absetzen der Schultern am Korperstamm der Schafe und nachfolgender anato-
mischer Praparation wurden die Sehnen zunachst makroskopisch beurteilt. Zur weite-
ren Untersuchung der erlauterten Fragestellung wurden zwei Methoden verwendet.
Zum einen erfolgte die biomechanische Testung mit Prafung von Reil3kraft, Dehnungs-
weg und daraus die Ableitung der Werte fur die Bruchdehnung, Bruchspannung und
des E-Moduls. Die Ergebnisse wurden nach dem Wilcoxon U Test statistisch evaluiert.
Zum anderen wurden die histologischen Auswertungen mit verschiedenen Ubersichts-
farbungen sowie die immunhistologischen Testungen auf Kollagen | und Il, Tenascin

C, Fibronektin und Osteopontin durchgefuhrt.

Anschlie®end konnten die Farbungen unter dem Mikroskop nach einem etablierten
Score beurteilt und durch eine Interpolationsmethode farblich dargestellt werden.

Dadurch war eine zusammenfassende Beurteilung der Ergebnisse moglich.

Eine ausfuhrliche Darstellung von Material und Methoden ist in Kapitel 3 zu finden

c) Ergebnisse

In der makroskopischen Beurteilung konnte der ehemalige Defektbereich noch in allen
Gruppen abgegrenzt werden. Dabei war eine Verbreiterung der Sehne und Verwach-
sung mit umliegendem ursprunglich gesundem Gewebe in der Defektgruppe wie auch
in der Gruppe mit unbehandeltem Scaffold zu beobachten. Im Gegensatz hierzu stellte
sich die Sehne in der Gruppe mit autologen Tenozyten und Scaffold weiterhin schlank
und gerichtet dar.

In den biomechanischen Testungen konnten deutlich hdhere Werte fur die Gruppe mit
autologen Tenozyten und Scaffold im Vergleich zu der Gruppe mit unbehandeltem
Scaffold und zur Defektgruppe erreicht werden. Dabei hatte die Defektgruppe die ge-
ringsten und die Nativgruppe die hochsten Werte. Die Werte der Defektgruppe waren
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hierbei jeweils signifikant schlechter als die der gesunden Sehnen. Zwischen den Wer-
ten der Gruppe mit Scaffold und Tenozyten und der Gruppe mit unbehandeltem Scaf-
fold war zwar keine statistische Signifikanz vorhanden, jedoch zeigte die Gruppe mit
Scaffold und Tenozyten in allen Paramteren deutlich bessere Werte auf und naherte
sich tendenziell denen der Nativsehnen. Ferner konnte eine signifikant hohere Elasti-
zitat der Sehne in der Gruppe mit Scaffold und autologen Tenozyten im Vergleich zur

Defektgruppe und zur Gruppe mit unbehandeltem Scaffold nachgewiesen werden.

In der histologischen Auswertung zeigten sich die Sehnen in der kompletten Breite der
Sehne verandert. Der Defekt konnte in der Defektgruppe und in der Gruppe mit unbe-
handeltem Scaffold nicht klar abgegrenzt werden. Dem hingegen waren in der Gruppe
mit autologenTenozyten und Scaffold nicht veranderte Anteile und ein deutlich kleine-
rer Defektbereich vorhanden. Des Weiteren konnte in dieser Gruppe im Vergleich zu
beiden anderen Gruppen eine Kollagen IlI-Synthese sowie eine erhdhte Glykosamino-

glykanproduktion und Fibronektinexpression festgestellt werden.

d) Schlussfolgerungen

Die Implantation eines unbehandelten Scaffolds erbringt keinen Zugewinn fur die Seh-
nenregeneration. Allein die Knorpeldegeneration am Sehnen-Knorpel-Knochen Uber-
gang konnte durch das Einbringen des Scaffolds aufgehalten werden. Anderweitig
zeigten sich makroskopisch, biomechanisch und histologisch kaum Verbesserungen
in der Beschaffenheit der Sehne durch die Verwendung des unbehandelten Scaffolds.

Die Kombination des Scaffolds mit den autologen Tenozyten zeigt hingegen erhebli-
ches Potential in der Sehnenregeneration. Zum einen konnte eine Erhdhung der Reil3-
kraft sowie der Elastizitat festgestellt werden. Zum anderen wurde eine Verkleinerung
und Beschrankung des ehemaligen Defektes als auch die Neuproduktion von Kollagen
[l aufgezeigt. Zusatzlich wurde eine hohere Regenerationsaktivitat im urspriunglichen
Defektbereich gefunden. Da der kinstlich geschaffene Defekt nach 12-wochiger Nach-
beobachtungszeit noch nicht vollstandig mit gerichtetem und strukturiertem Gewebe
regeneriert war, muss fur zukunftige Arbeiten eine langere Regenerationszeit postuliert

werden.
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Eine ausfuhrliche zusammenfassende Beschreibung und Bewertung der in dieser Ar-
beit erreichten Ergebnisse und eine Diskussion mit Ausblick finden sich in den Kapiteln
4 bis 6.
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Arbeitsprotokolle

In der Anlage A sind die, in dem experimentellen Teil der Arbeit, verwendeten Proto-

kolle und Methoden zusammengestellt.

Protokoll 1 Herstellung von Primarmedium

1. FBS hitzeinaktivieren
e Erhitzung des FBS 30 Min. bei 56 °C im Wasserbad
* FBS auf zehn 50 ml Falcons steril alliquotieren
* Falcons bei -20 °C lagern
2. Primarmedium herstellen
* 50 ml aus der DMEM HG Flasche in Falcon pipettieren, beschriften und bei +4 °C zur Wiederver-
wendung lagern
e 50 ml FBS HI in DMEM HG Flasche vorsichtig dekantieren
e 312,5 yl Gencin 80 in das Medium pipettieren

* bei+4 °C lagern

Protokoll 2 Zellpassagierung

* Medienuberstand absaugen

e Spulen mit sterilem PBS

* 5 min Inkubation mit Trypsin-/EDTA-LOsung (1 ml je 25 cm?)

e (Licht-)Mikroskopische Kontrolle des Ablésevorgangs

e durch Medienzugabe (2 ml je 25 cm?) Trypsinwirkung inaktivieren
e abzentrifugieren (5 min, 300 G)

* in Medium resuspendieren

Das Prinzip der Zellldsung von der Oberflache erfolgt durch Zugabe der Serinprotease
Trypsin in Form einer Trypsin-EDTA-L6sung. Dabei werden die Strukturproteine an
der Zelloberflache gespaltet und die Zellen I6sen sich ab. Die intrazellularen Proteine
werden bei einer Einwirkzeit von ca. 5 min in der Regel kaum beeinflusst und die Zellen

bleiben unbeschadigt.
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Protokoll 3 Anfertigen von Kryoschnitten

e Praparat vom -20°C Schrank in den vorgekiihlte Gefrierbehalter des Kryostaten legen und voll-
standig mit tissue freezing medium bedecken

*  Gefrierbehalter bei - 20 °C einfrieren

* Probe im Objekttisch einspannen und Objekttisch mit dem maximalen Rickschub zurlick fahren

* Praparat in gewlinschter Dicke schneiden und Gewebe mit der Beschriftungsflache zum Ge-
webe auf den Objekttrager aufziehen

e 2h Uber Nacht bei Raumtemperatur trocken

* Praparate 10 min mit Aceton fixieren, 30min trocknen, in Alufolie einwickeln und bis zur Farbung
bei - 20 °C lagern

Protokoll 4 Einbetten in Paraffinblocke

* Gewebe aus gepufferten Formalin 4% in Gewebeférmchen geben
* 1h mit Leitungswasser wassern
* In 70% Alkohol lagern

1.Paraffinierungsreihe

Temp Vac Immersion Drain
Alkohol 70% A J 02:00:00 1:00
Alkohol 70% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 96% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 96% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 96% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 100% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 100% A J 01:00:00 1:00
Alkohol 100% A J 01:00:00 1:20
Rotihistol A J 01:30:00 1:00
Rotihistol A J 01:30:00 1:20
Paraffin 60 J 01:30:00 1:20
Paraffin 60 J 01:30:00 1:20

* Gewebe in Gewebsformchen in die Giestation geben

* Gewebe aus Férmchen herausnehmen und in festgelegter Richtung in die Gussform geben
* Paraffin UbergielRen, Deckel draufgeben und nochmals Paraffin draufgeben

e auf Eis stellen und auskuhlen lassen

¢ aus Gussformchen herauslosen
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Protokoll 5 Herstellung von Paraffinschnitten

*  Wasserbad mit Aqua Dest. fiillen und auf 45°C einstellen

*  Warmeplatte auf 45°C vorheizen

» Paraffinblock mit beschrifteter Seite nach oben einspannen und in gewlnschter Dicke schnei-
den(5um)

e Schnitte ins Wasserbad Gberfiihren, mit Objekttrager aufnehmen und auf Warmeplatte trocknen

*  Schnitte 24h bei 50°C trocknen

Protokoll 6 Toluidinblaufarbung fur Kryoschnitte

e 3minin 1% Toluidinblau (1g Toluidinblau +1g Natriumeteraborat in 100ml Aqua dest. I6sen, 2x
filtrieren)

* 120min in Leitungswasser wassern

e Filterpapier oder Kiichentuch aufpressen

* Mit DPX eindecken

Protokoll 7 Knochen entkalken

e Knochen in 20% Citronensaure/EDTA geben

e Ldsung alle 2 Wochen wechseln (ca. 2 Jahr)

Protokoll 8 HE-Farbung mit Vollautomaten

Je Kivette 3 min.
1.Entparaffinieren
e 2x Rotihistol
e 2x 100% Alkohol
*  96% Alkohol
*  70% Alkohol
2.Féarben
e 3x Hamalaun Farblésung
e 2x flieRendes Leitungswasser
e Eosin Farblésung
* Aqua dest.
3.Entwéssern
*  3x100% Alkohol
* 2x Rotihistol
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Protokoll 9 Picrosirius Red Farbung

1. Ansetzen der Farblésungen
Pikrinsaure: 200ml Pikrinsaure+ 2 g Direct Red mit der Feinwaage und anschlielendem Rihren auf
Magnetrihrer( 10 Minuten)
Weigerts Hamatoxilin: 100ml Lésung A+ 100 ml Lésung B filtrieren

Essigsaures A.Dest.: 1000ml A.Dest.+ 5 ml Essigsaure 100%

2. Farbeprotokoll

a) Entparaffinieren:
2x10min in Rotihistol
2x 5min 100% Ethanol
5min 96% Ethanol
5min 70% Ethanol
5min A.Dest.

b) Farbung
15 min Weigerts Hamatoxylin
15 min flieRendes Leitungswasser
30 min Pikrinsaure
2x kurz essigsaures A.Dest.

kurz A.Dest. spllen

a) Eindecken
e 5min Ethanol 96%
*  5min Ethanol 100%
e 2x10 min Rotihistol
* Eindecken mit DPX

Protokoll 10 Safranin O

a)Entparaffinieren: siehe Picro.Red
b)Farbung:
e 6 min 1,5% Safranin O
e 4x Aqua dest. je 8 mal dippen
e 10 sec 0,02%Fast Green
* 1% Eisessig (1ml Essigsaure+99ml Aqua dest.) 8 mal dippen
e Aqua dest. 8mal dippen
*  96% Alkohol 8x d.
*  2x100% Alkohol 8x d.
*  2x 10 min Rotihistol
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e Eindecken mit DPX

Protokoll 11  Kollagen | Inmunhistologie am Paraffinschnitt
Verwendet wurde der Antikorper Collagen | von Novus IgG1 NB600-450 aus der Maus.

Entparaffinierung:

*  Objekttrager beschriften
* 10 min Rotihistol |

* 10 min Rotihistol Il

* 5 min 100% Alkohol

* 5 min 100% Alkohol

*  5min 96% Alkohol

* 5 min 70% Alkohol

Immunhistologie:

e 10 min Waschpuffer (2 Liter PBS + 2 ml Brij)

e 30 min 37°C Proteinase XXIV (0,2 mg/ 1 ml)

e 3x 5 min Waschpuffer

e 30 min Methanol 100% + Wasserstoffperoxid 30% (198 ml+ 2 ml)
e 3x 5 min Waschpuffer

e 30 min 37°C Chondroitinase AC (0,25U/1 ml)

e 3x 5 min Waschpuffer

e 30min RT Pferdeserum+ Ziegenserum (1:20 in PBS)

« Uber Nacht 4°C, Antikérper, Kontrolle nur AK Verdiinner

e 3x 5 min Waschpuffer

e 30 min biotinylierter horse-anti-mouse (1:200 in AK Verdunner)

e 3x 5 min Waschpuffer

e 30 min ABC- Komplex (Komplex sollte vorher 30 min inkubieren/ Kiihischrank)
e 3x 5 min Waschpuffer

e Ca. 4 min Impact DAB im Dunkeln inkubieren

e Stoppen in Aqua Dest.

e 30 sec Gegenfarben mit Mayers Hamalaun

e 10 min mit Leitungswasser blauen
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A6

Aufsteigende Alkoholreihe:

5 min 70% Alkohol
5 min 80% Alkohol
5 min 96% Alkohol
5 min 100% Alkohol
5 min 100% Alkohol
10 min Rotihistol |
10 min Rotihistol Il

Eindecken: DPX und 40x50mm Deckglaser

Protokoll 12 Kollagen I

Collagen CIl C2 von Develop. Stud. Hybr. Bank lowa (1:6)

Entparaffinierung:

Objekttrager beschriften
10 min Rotihistol |

10 min Rotihistol Il

5 min 100% Alkohol

5 min 100% Alkohol

5 min 96% Alkohol

5 min 70% Alkohol

Immunhistologie:

10 min Waschpuffer (2 Liter PBS + 2 ml Brij)

30 min 37°C Proteinase XXIV (0,2 mg/ 1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30 min Methanol 100% + Wasserstoffperoxid 30% (198 mil+ 2 ml)
3x 5 min Waschpuffer

30 min 37°C Chondroitinase AC (0,25U/1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30min RT Pferdeserum+ Ziegenserum (1:20 in PBS)

UN 4°C, Antikorper, Kontrolle nur AK Verdinner

3x 5 min Waschpuffer

30 min biotinylierter horse-anti-mouse (1:200 in AK Verdunner)
3x 5 min Waschpuffer

30 min ABC- Komplex (Komplex sollte vorher 30 min inkubieren/ Kiihlschrank)
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3x 5 min Waschpuffer

Ca. 4 min Impact DAB im Dunkeln inkubieren
Stoppen in Aqua Dest.

30 sec Gegenfarben mit Mayers Hamalaun

10 min mit Leitungswasser blauen

Aufsteigende Alkoholreihe:

5 min 70% Alkohol
5 min 80% Alkohol
5 min 96% Alkohol
5 min 100% Alkohol
5 min 100% Alkohol
10 min Rotihistol |
10 min Rotihistol Il

Protokoll 13 Tenascin C

Tenascin C Novus IgG2a aus Maus NBP-42317 (1:100)

Entparaffinierung:

Objekttrager beschriften
10 min Rotihistol |

10 min Rotihistol Il

5 min 100% Alkohol

5 min 100% Alkohol

5 min 96% Alkohol

5 min 70% Alkohol

Immunhistologie:

10 min Waschpuffer (2 Liter PBS + 2 ml Brij)

30 min 37°C Proteinase XXIV (0,2 mg/ 1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30 min Methanol 100% + Wasserstoffperoxid 30% (198 mil+ 2 ml)
3x 5 min Waschpuffer

30 min 37°C Chondroitinase AC (0,25U/1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30min RT Pferdeserum+ Ziegenserum (1:20 in PBS)

UN 4°C, Antikorper, Kontrolle nur AK Verdinner

3x 5 min Waschpuffer
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30 min biotinylierter horse-anti-mouse (1:200 in Ak Verdinner)

3x 5 min Waschpuffer

30 min ABC- Komplex (Komplex sollte vorher 30 min inkubieren/ Kiihlschrank)

3x 5 min Waschpuffer

Ca. 4 min Impact DAB im Dunkeln inkubieren
Stoppen in Aqua Dest.

30 sec Gegenfarben mit Mayers Hamalaun

10 min mit Leitungswasser blauen

Aufsteigende Alkoholreihe:

5 min 70% Alkohol
5 min 80% Alkohol
5 min 96% Alkohol
5 min 100% Alkohol
5 min 100% Alkohol
10 min Rotihistol |
10 min Rotihistol Il

Protokoll 14 Fibronektin

Fibronektin Sigma monoklonal IgG aus Maus F0791(1:50)

Entparaffinierung:

Objekttrager beschriften
10 min Rotihistol |

10 min Rotihistol Il

5 min 100% Alkohol

5 min 100% Alkohol

5 min 96% Alkohol

5 min 70% Alkohol

Immunhistologie:

10 min Waschpuffer (2 Liter PBS + 2 ml Brij)

30 min 37°C Proteinase XXIV (0,2 mg/ 1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30 min Methanol 100% + Wasserstoffperoxid 30% (198 ml+ 2 ml)
3x 5 min Waschpuffer

30 min 37°C Chondroitinase AC (0,25U/1 ml)

3x 5 min Waschpuffer
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30min RT Pferdeserum+ Ziegenserum (1:20 in PBS)

UN 4°C, Antikorper, Kontrolle nur AK Verdinner

3x 5 min Waschpuffer

30 min biotinylierter horse-anti-mouse (1:200 in AK Verdlinner)

3x 5 min Waschpuffer

30 min ABC- Komplex (Komplex sollte vorher 30 min inkubieren/ Kiihlschrank)
3x 5 min Waschpuffer

Ca. 4 min Impact DAB im Dunkeln inkubieren

Stoppen in Aqua Dest.

30 sec Gegenfarben mit Mayers Hamalaun

10 min mit Leitungswasser blauen

Aufsteigende Alkoholreihe:

5 min 70% Alkohol
5 min 80% Alkohol
5 min 96% Alkohol
5 min 100% Alkohol
5 min 100% Alkohol
10 min Rotihistol |
10 min Rotihistol Il

Protokoll 15 Osteopontin

Osteopontin IgG Poly aus Kaninchen gegen Human (1:50)

Entparaffinierung:

Objekttrager beschriften
10 min Rotihistol |

10 min Rotihistol Il

5 min 100% Alkohol

5 min 100% Alkohol

5 min 96% Alkohol

5 min 70% Alkohol

Immunhistologie:

10 min Waschpuffer (2 Liter PBS + 2 ml Brij)

30 min 37°C Proteinase XXIV (0,2 mg/ 1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30 min Methanol 100% + Wasserstoffperoxid 30% (198 mil+ 2 ml)



Anhang A

A10

3x 5 min Waschpuffer

30 min 37°C Chondroitinase AC (0,25U/1 ml)

3x 5 min Waschpuffer

30min RT Ziegenserum (1:20 in PBS)

30min 4°C, Osteopontin (Novus 1:50 in AK Verdunner), Kontrolle nur AK Verdinner
3x 5 min Waschpuffer

30 min biotinylierter horse-rabbit aus goat (1:200 in Ak Verdinner)

3x 5 min Waschpuffer

30 min ABC- Komplex (Komplex sollte vorher 30 min inkubieren/ Kiihlschrank)
3x 5 min Waschpuffer

ca 4 min Impact DAB im Dunkeln inkubieren

Stoppen in Aqua Dest.

30 sec Gegenfarben mit Mayers Hamalaun

10 min mit Leitungswasser blauen

Aufsteigende Alkoholreihe:

5 min 70% Alkohol
5 min 80% Alkohol
5 min 96% Alkohol
5 min 100% Alkohol
5 min 100% Alkohol
10 min Rotihistol |
10 min Rotihistol Il
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Verwendete Substanzen und Nahrmedien

l. verwendete Substanzen

ABC Komplex

Aceton

Alkohol 70%

Alkohol 96%

Alkohol 100%
Antikorperverdiinner

Brij

Chondroitinase AC
20%Citronensaure/EDTA
DAB Substrat Kit fur Peroxidase
Direct Red

DPX

Dulbecco’s Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
EDTA Puffer 9,0

Eosin

Essigsaure

Fast Green 0,02%

Fetal Bovine Serum
Hamalaun Farblésung
Hamatoxilin A und B
Methanol (100%)
Natronlauge

Paraffin, Paraplast®
Pikrinsaure

Proteinase XXIV
Rotihistol

Safranin O 1,5%

Serum vom Pferd

Serum von der Ziege
Tissue freezing medium
Toluidine Blue O
Vectastain Elite ABC Kit
Wasserstoffperoxid (30%)

Vector Laboratories, Inc. , Burlingame(USA)
AppliChem GmbH, Darmstadt

CLN GmbH, Niederhummel

CLN GmbH, Niederhummel

CLN GmbH, Niederhummel

DCS Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Apotheke Innenstadt Universitat Miinchen, Minchen
Vector Laboratories, Inc., Burlingame (USA)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Minchen
Apotheke Innenstadt Universitat Miinchen, Minchen
DCS Innovative Diagnostik Systeme, Hamburg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Merck KGaA, Darmstadt

Waldeck GmbH & Co., Miinster

Biochrom AG, Berlin

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Leica Biosystem, Richmond, IL, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen
Vector Laboratories, Inc. , Burlingame(USA)
Dako Deutschland GmbH

Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch
Coaldeck GmbH & co., Minster

Vector Laboratories, Inc., Burlingame (USA)
Merck KGaA, Darmstadt

Il. verwendete Antikorper

Collagen | Anti-Human, Ratte, Kaninchen (IgG 1)
aus Maus

Collagen C 11 C2

Collagen Ill Anti-Human, Ratte, Maus (IgG1) aus
Maus

Fibronektin Anti-Human (IgG) aus Maus
Osteopontin IgG Anti-Human Poly aus Kaninchen
Tenascin C Anti-Human, Ratte(IlgG2a) aus Maus

Novus Biologicals, Ltd.Cambridge United Kingdom

Develop. Stud. Hybr. Bank, lowa, USA
Novus Biologicals, Ltd.Cambridge United Kingdom

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Muinchen
Thermo Scientific, Dreieich
Novus Biologicals, Ltd.Cambridge United Kingdom

lll. Verwendete Medikamente
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Cefuroxim Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg
Diazepam Ratiopharm GmbH, Ulm

Isofluran (Forene 100%)
Isotone Natriumchlorid Lésung
Ketamin (Ketavet)

Ketoprofen ( Romefen) PR 10%
Metamizol (Novaminsulfan)
Nacoren

Propofol

Ringer Baxter Infusionslésung
Temgesic

Veracin Compositum

Abbott GmbH & Co. KG, Wiesbaden

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Pfizer Pharma GmbH, Berlin

Merial GmbH, Hallbergmoos

betapharm Arzneimittel GmbH, Augsburg
Merial GmbH, Hallbergmoos

Fresenius SE & Co. KGaA, Bad Homburg
Baxter Deutschland GmbH, UnterschleiRheim
Essex Pharma GmbH, Miinchen

Albrecht GmbH, Aulendorf

IV. Verwendetes chirurgisches Instrumentarium

10 ml Spritze

20 ml Spritzen
Abdecktiicher
Absaugevorrichtung
Ambubeutel
anatomische Pinzetten
Atemfilter
Atemschlauche
Brauntlen 18 G griin
chirugische Pinzetten
CO? Absorberkalk
Desinfektionsmittel OP Feld
Desinfektionsspray
Drei-Wege Hahn
Fadenschere
Infusionsbesteck
Intubationsbesteck
Kanilen 20G gelb
Kandlen 21 G grin
Lochtiicher
Nadelhalter

OP Handschuhe (steril)
OP Haube

OP Kittel

OP Mundschutz
Pansensonde
Pulsoximeter
Praparierschere
Schere
Schermaschine
Skalpell 11

Skalpell 15

Skalpell 21

Sterile Kompressen
Handbohrer
Sprihverband

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Segewald Klinikprodukte GmbH,Rohrdorf-Thansau
B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Laerdal Medical GmbH, Puchheim

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Laerdal Medical GmbH, Puchheim

Laerdal Medical GmbH, Puchheim

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Laerdal Medical GmbH, Puchheim

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Segewald Klinikprodukte GmbH,Rohrdorf-Thansau
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

Mai Med GmbH, Neukirchen

MélInlycke Health Care AB, Goteborg ,Schweden
Segewald Klinikprodukte GmbH,Rohrdorf-Thansau
Medeco B.v. Quel-Beijerland, Niederlande
Tierarztebedarf J. Lehnecke GmbH, Schortens
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan
Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan
Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan
B.Braun Melsungen AG, Melsungen

B.Braun Melsungen AG, Melsungen

Smith & Nephew GmbH, Hamburg

V. Verbrauchsmaterialien
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5 ml Pipetten Corning Incorporated, New York, USA
10 ml Pipetten Corning Incorporated, New York, USA
15 ml Falcon® Falcon®, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
50 ml Falcon® Falcon®, Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

6-Well Flaschen

Alufolie, Typ Universal 30

Cellulose Acetat Filter

Deckglaser 24x50 mm

Einfrierréhrchen

Einmal-Handschuhe, Typ sempercare edition
Einmal-Kanilen steril

Einmal-Pipetten (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml)
Einmal-Pinzetten steril

Einmal-Skalpelle

Einmal-Spritzen (1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 20 ml)
Eppendorf-Reaktionsgefalle (0,5 ml 1,5 ml, 2 ml)
Filter Whatmann

Glasobjekttrager, Typ Superfrost Plus
Kryoréhrchen

Kuchenpapier Flori Professional

Microtom Blade R35.1

Objekttrager-Kasten

Petrischalen

Pipette, Typ Pipetman 2, 10, 20, 200, 1000 pl
Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1.000 pl)
Plastikmesstrichter

Plastikspritzen, 2, 5, 10, 20 ml

Prolene Faden 5-0

Rotilabo®-embedding casettes, Macro

sterile Handschuhe

T-225 Flasks

T-25 Flasks

T-75 Flasks

Tissue freezing medium

Vicyl Faden 4-0

Zellsiebe BD Falcon

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

VWR International GmbH, Darmstadt

Sartorius AG, Géttingen

Gerhard Menzel GmbH, Dassel

Nalgene, Thermo Fisher Scientific, Rochester (USA)
Semperit Technische Produkte GmbH, Wien (Osterreich)
Seidel Medizin GmbH, Buchendorf

Eppendorf AG, Hamburg

Seidel Medizin GmbH, Buchendorf

Feather Safety Razor Co., Osaka (Japan)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Eppendorf AG, Hamburg

Whatman GmbH, Dassel

Menzel Glasbearbeitungswerk GmbH & Co., Braunschweig
Roche Deutschland Holding GmbH, Grenzach-Wyhlen
Flory Cart, Tassignano, Italien

Feather Safety Razor Co., Osaka (Japan)

VWR International GmbH, Darmstadt

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Gilson Inc., Middleton, (USA)

Eppendorf AG, Hamburg

Labomedic GmbH, Bonn

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Ethicon GmbH, Norderstedt

Carl Roth GmbH+Co., KG, Karlsruhe

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Ethicon GmbH, Norderstedt

BD, Franklin Lakes NJ, USA
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Abzug: Lamin Air® HB 2448

Abzug: Koéttermann Typ:2-453
Analysenwaage, Typ Kern 770-12
Autoklav, Typ Varioklav 300

Axiocam MR

Brutschrank 1G 150

Cell Coulter T-540

Duran-Glasware (Flaschen, Becherglaser)
Erlenmeyerkolben, diverse Gréen
Feinanalysenwaage Kern 770
Gefriermikrotom Leica:CM 3050
HE-Farbeautomat

Kryostat, Typ Vacutome HM 200 OM
Kuhl-Gefrier-Kombination, Typ 561284
Langenanderungsaufnehmer, Typ Z010/TN2A
Magnetriihrer ARE Axon

Multi Gourmet Kocher

Mikroskop, Typ Axiophot

Mikroskop, Typ Axiovert S100
Neubauer-Zahlkammer
Objekttragerkasten

Paraffinautomat: Leica:EG 1160
Pipette, Typ Pipetman

Pipettierhilfe, Typ Pipettus akku
Rasiergerat

Rostastahl Drahtbriicken
Sicherheitswerkbank, steril
Tiefkiihlschrank (- 80 °C), Typ 6485
Tiefkiihlschrank (- 80 °C), Typ 6485
Ultracut ultramicrotome OmV3
Vakuumpumpe fir die Zellkultur, Typ VDE0530
Vortex-Genie

Warmeplatte

Warmeschrank 37 °C

Wasserbad, Typ 1012

Zentrifuge, Typ Univ. 16R, Rotor 1624

Vii

Merino Schafe

VI. Laborgerate

Heraeus Holding GmbH, Miinchen

Koéttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hanigsen
Kern & Sohn GmbH, Balingen

H+P Labortechnik GmbH, OberschleiRheim

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena

Jouan GmbH, Unterhaching

Beckman Coulter GmbH, Krefeld

Schott AG, Mainz

Schott AG, Mainz

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Leica Microsystem GmbH, Wetzlar

Histo Lab Products, Goteborg, Schweden
Microm International GmbH, Walldorf
Liebherr-Hausgerate Ochsenhausen GmbH, Ochsenhausen
Zwick GmbH & Co. KG, Ulm

VELP Scientifica srl, Usmate (ltalien)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena

Carl Zeiss Microimaging GmbH, Jena

Brand GmbH + Co. KG, Wertheim

neolLab Migge Laborbedarf-Vertrieb GmbH, Heidelberg
Leica Microsystem GmbH, Wetzlar

Gilson Inc., Middleton (USA)

Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG, Eberstadt
Aesculap AG & Co. KG, Tuttlingen

RoSta Rohr und Stahl GmbH, Wenden-Hlnsborn
Heraeus Holding GmbH, Hanau

GFL GmbH, Burgwedel

GFL GmbH, Burgwedel

Reichert-Jung, C. Reichert AG, Wien (Austria)
KNF Neuberger GmbH, Freiburg

Scientific Industries Inc. ,Bohemia N.Y., USA
Medax GmbH & Co., Rendsburg

Jouan GmbH, Unterhaching

GFL GmbH, Burgwedel

Hettlich GmbH & Co. KG, Tuttlingen

. Verwendete Tiere

| Schafzucht Fam. Schleich, Brunnthal

VIIl. Verwendete Software

Adobe Photoshop CS2
AxioVision 2.0
GraphPad Prism 5
Surfer 10

testXpert V5.0

Adobe Systems Inc., San Jose (USA)

Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena
GraphPad Software Inc., San Diego, (USA)
Golden Software, Inc., Golden, (USA)
Zwick GmbH & Co. KG, Ulm



Anhang D

D1

3D
%

Abb.
Abs.

AK

bzgl.
bzw.
ca.
CL
cm
Co?
°C
Col |
DAB
des.
DMEM
PBS
ECM
EDTA
engl.
etal.
etc.

EU
Fa.
FCS
FF
GAG

agf.

HE
i.m.
V.
Kap.
KG

lat.

Abkurzungsverzeichnis

dreidimensional
Prozent

Paragraf

arteria (lat.)
Abbildung

Abschnitt
Siknifikanznivae
Antikorper
Ausgangsflache
bezuglich
beziehungsweise
circa
Konfidenzintervall(engl.)
Zentimeter
Kohlenstoffdioxid
Celsius

Kollagen | (engl.)
dippen
3,3'-Diaminobenzidin
destilliert

Dulbecco's Modified Eagle Medium
phosphatgepufferte Salzlésung
extrazellulare Matrix
Ethylendiamintetraessigsaure
englisch

und andere(lat.)

und so weiter (lat.)
E-Modul
Europaische Union
Firma

Fetales Kalberserum
Fresh Frozen
Glykosaminoglykane
gegebenenfalls
Stunden
Hamatoxylin-Eosin
intramuskular
intravenos

Kapitel
Korpergewicht
Kilogramm
Lateinisch
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I Ausgangslange
LMU Ludwig-Maximilian-Universitat
m Meter
M. musculus (lat.)
Min Minuten
N Newton
n Fallzahl
n.s nicht signifikant
mi Milliliter
mm Millimeter
Nr. Nummer
OoP Operation
PAG Proteoaminoglykane
P Signifikanzwert
PBS Phosphatgepufferte Salzlosung
p.o. post operationem (lat.)
poS. positiv
RM Rotatorenmanschette
RMR Rotatorenmanschettenruptur
red. reduzierter
s.C. subkutan
SC Scaffold
SC+TZ Scaffold+ Tenozyten
sog. sogenannt
TierSchG | Tierschutzgesetz
TVA-Nr. | Tierversuchsantragsnummer
u.a. unter anderem
uN. uber Nacht
v.a. vor allem
Ver. Veranderung
VS. gegen
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Teile dieser Dissertationsschrift wurden mit folgenden Auszeichnungen pramiert:
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= DVSE Best Paper Award, 20. Jahreskongress der DVSE e.V., Wuirzburg, Juni 2013

Prasentationen:

Teile dieser Dissertationsschrift wurden auf folgenden Kongressen vorab prasentiert:

= |ll. MUnchener Symposium fur Experimentelle Orthopadie, Unfallchirurgie und musku-
loskelettale Forschung, Minchen, Februar 2013

= 61. Jahrestagung der VSOU, Baden Baden, Mai 2013

= 14" EFORT Congress, Istanbul, Juni 2013

= 28. Jahreskongress der GOTS, Mannheim, Juni 2013

= 20. Jahreskongress der DVSE e.V., Wurzburg, Juni 2013

= 30. AGA-Kongress, Wiesbaden, September 2013

= 21. Jahreskongress der DVSE e.V., Wiesbaden, April 2014
= 62. Jahrestagung der VSOU, Baden Baden, Mai 2014

= 29. Jahreskongress der GOTS, Munchen, Juni 2014

= 31. AGA-Kongress, Innsbruck, September 2014

= DKOU-Kongress, Berlin, Oktober 2014
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