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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Rotatorenmanschette

Die Intaktheit der Rotatorenmanschette ist maf3geblich fir die korrekte Funktionsweise und
den umfassenden Bewegungsumfang der Schulter verantwortlich. Die Haufigkeit von
Verletzungen an der Rotatorenmanschette ist proportional zum Lebensalter und fuhrt nach
initialer Ruptur der Rotatorenmanschette bedingt durch nachfolgende Kranialisierung des
Humeruskopfes meist zu einer Defektarthropathie im Endstadium. Dabei stellen Rotatoren-
manschettendefekte unter allen Sehnenverletzungen mit einer Inzidenz von 3,73 % ein
klinisch relevantes Problem dar [1]. Hierunter zeigen sich besonders degenerative
Rotatorenmanschettenrupturen als eine der haufigsten Erkrankungen der oberen Extremitat
und sind in der Bevdlkerungsgruppe der Uber 65-Jahrigen mit bis zu 30 % aufzufinden [2,
3]. Durch die steigende Lebenserwartung ist mit einer Zunahme von
Rotatorenmanschettendefekten zu rechnen. Die Formgebung von Humeruskopf und
Glenoid erlaubt hohe Freiheitsgrade hinsichtlich der Bewegung. Die Intaktheit der
Rotatorenmanschette ist weiterhin ursachlich fur die Zentrierung des Humeruskopfes in der
Cavitas glenoidalis und das hohe Bewegungsausmald des Schultergelenks. Zum
Verstandnis der Auswirkung von traumatischen und degenerative Verletzungen der

Rotatorenmanschette ist die exakte Kenntnis der Anatomie von grof3er Bedeutung.

1.1.1  Aufbau und Funktion der Rotatorenmanschette

Die Rotatorenmanschette umfasst eine Gruppe von vier Muskeln (M. supraspinatus, M.
infraspinatus, M. subscapularis und M. teres minor), deren Sehnen zusammen mit dem
Ligamentum coracohumerale eine derbe Sehnenkappe bilden und das Schultergelenk von
kranial, ventral und partiell auch dorsal einfassen [4]. Der Ursprung aller vier Muskeln liegt
an der Scapula. Wahrenddessen sich der Ansatz von M. supraspinatus, M. infraspinatus
und M. teres minor am Tuberculum majus befindet, inseriert der M. subscapularis am
Tuberculum minus. Funktionell betrachtet erlaubt die Rotatorenmanschette Bewegungen in
allen Freiheitsgraden. M. supraspinatus, M. infraspinatus und M. teres minor, die allesamt
zur Gruppe der dorsalen Schultermuskulatur zahlen, zeigen sich fir die Aul3enrotation
verantwortlich. Die Abduktion erfolgt durch den M. supraspinatus, fur die Innenrotation ist
der zur ventralen Schultermuskulatur z&hlende M. subscapularis verantwortlich.

Letztgenannter ermoglicht ebenfalls im Zusammenspiel mit dem M. teres minor die
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Adduktion. Die Retroversion fallt in das Aufgabenspektrum des M. teres minor. Im
Zusammenspiel bewirken alle Muskel der Rotatorenmanschette eine Zentrierung und
Stabilisierung des Humeruskopfes in der Cavitas glenoidalis [5]. Der Verlust dieser
Zentrierungs- und  Stabilisierungsfunktion  wird insbesondere bei dem aus
Rotatorenmanschettendefekten  resultierenden  Hochstand des  Humeruskopfes
offensichtlich. Rodosky et al. konnte zeigen, dass auch die lange Bizepssehnen funktionell
zur Rotatorenmanschette zu rechnen ist, da von ihr ebenfalls ein zentrierende und

stabilisierende Wirkung auf den Humeruskopf ausgeht [6].

Lig. coracoacromiaie

Acromion
Proc. coracoideus
M. supraspinatus
Tuberculum majus
M. infraspinatus
M. subscapularis
M, biceps brachil,

Caput longum, Tendo
M. 1eces minoe

Humerus, Corpus

Abb. 1: Aufbau und Muskeln der Rotatorenmanschette von lateral, modifizierte Abb. aus [7] (A: M.
supraspinatus B: M. infraspinatus C: M. subscapularis D: M. teres minor) Die Muskeln sorgen fir eine
Zentrierung des Humeruskopfes und ermdglichen Bewegungen in allen Freiheitsgraden.



M.
supraspinatus

M.
infraspinatus

M.
subscapularis

M. teres minor

Ursprung
Fossa
supraspinata,
Fascia
supraspinata

Kaudaler Rand
der Spina
scapulae,
Fossa
infraspinata,
Fascia
infraspinata

Fossa
subscapularis

Kaudaler
Abschnitt der
Fossa
infraspinata,
mittleres Drittel
des Margo
lateralis

Ansatz
Proximale
Facette des
Tuberculum
majus

Mittlere Facette
des Tuberculum
majus

Tuberculum
minus und
angrenzender
Teil der Crista
tuberculi minoris

Distale hintere
Facette des
Tuberculum
majus

Innervation

N. suprascapularis (Plexus
brachialis, Pars
supraclavicularis)

N. suprascapularis (Plexus
brachialis, Pars
supraclavicularis)

Nn. subscapulares (Plexus
brachialis, Pars
infraclavicularis)

N. axillaris (Plexus
brachialis, Pars
infraclavicularis)

Einleitung

Funktion
Abduktion in der

Scapularebene bis zur

Horizontalebene,
AuRenrotation

AulRenrotation,
Abduktion in der
Scapularebene
(kranialer Teil),
AulBenrotation,
Adduktion in der
Scapularebene
(kaudaler Teil)

Innenrotation,
Abduktion in der
Scapularebene
(kranialer Teil),
Adduktion in der
Scapularebene
(kaudaler Teil)

Aulenrotation,
Adduktion in der
Scapularebene

Tab. 1: Die Muskeln der Rotatorenmanschette und deren Funktion, modifiziert nach [7]

1.1.2 Atiologie, Pathogenese und Pathophysiologie von Rotatorenmanschetten-
rupturen

Rotatorenmanschettenrupturen zeigen sich insbesondere im Patientenkollektiv der tber 65-
jahrigen mit bis zu 30 % [2], wobei hier eindeutig von degenerativen Rotatoren-
manschettenrupturen auszugehen ist.
mt 5 - 8 %

Patientenspektrum [8]. Neben der degenerativen und traumatischen Komponente lassen

Die auf ein Trauma zuruckgefiihrten L&sionen
werden je nach Literatur klassifiziert und betreffen ein jungeres
sich die Rupturen auch in inkomplette und komplette Rupturen unterscheiden. Bei
Betrachtung der Inzidenz zeigen sich bis zu 37 % inkomplette Rupturen [9], wahrend eine
komplette Ruptur in bis zu einem Viertel Folge einer traumatischen Erstluxation ist [10].

Neuere Studien konnten auch zeigen, dass Patienten, welche wegen einer kompletten oder

3
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inkompletten Rotatorenmanschettenruptur behandelt wurden, ein erh6htes Risiko fur eine
Ruptur an der kontralateralen Seite aufweisen. Eine hochst signifikante Pravalenz im
Vergleich zur Kontrollgruppe (keine stattgehabte Schadigung an der Rotatorenmanschette
im Vorfeld) lie3 sich insbesondere in der Altersgruppe 50 bis 69 Jahre aufzeigen [11]. Ein
erhohtes Risiko konnte ebenfalls fiir Uberkopftatigkeiten bzw. Uberkopfsportarten [12]
aufgezeigt werden. Payne et al. konnte zeigen, dass eine Inzidenz von bis zu 91 % unter
jungen Uberkopfsportlern vorliegt [13].

Atiologisch betrachtet erfolgt eine Rotatorenmanschettenruptur bei Uberschreiten der
mechanischen Belastbarkeit des Sehnengewebes. Dies kann bedingt sein durch
rezidivierende Kompression des Sehnengewebes sowie Mikrotraumata insbesondere bei
subacromialen Impingement [14]. Am haufigsten zeigt sich diese Erscheinung im Rahmen
einer reaktiven Veranderung der Sehne im Sinne einer Tendinosis calcarea [15], welche in
der klinischen Betrachtung bei Refior et al. bei 51,1 % zu Verkalkungen der Sehne bei
gleichzeitigem Auftreten von Rotatorenmanschettenrupturen fuhrte [16].

Hinsichtlich des Pathomechanismus missen zwei Gruppen unterschieden werden. Bei
traumatischen Rotatorenmanschettenrupturen ist ein intraartikulares Abscheren des
Sehnenansatzes, passive Humeruskopftraktion oder eine exzentrische Belastung
angespannter Teile der Rotatorenmanschette, wie z.B. bei passiv forcierter Auf3en- oder
Innenrotation zu finden [17], ursachlich. Degenerative Rotatorenmanschettenrupturen
werden neben rezidivierenden Mikrotraumata meist durch ein subacromiales Impingement
durch den Hochstand des Humerus hervorgerufen. Sekundar fuhrt dies zu einer
Schadigung der Sehnen der Rotatorenmanschette. Dieses von Fukuda et al. [18] auch als
sekundares Outlet Impingement bezeichnete Bild fihrt durch die mechanische
Kompression zu einer entzindlichen Veranderung der Sehnen, welche
kompressionsbedingt strukturell ausgedinnt werden. Folglich zeigt sich die Form des
Acromions (klassifiziert nach Bigliani [19]) und die daraus resultierende GrofRe des
Subacromialraumes  von entscheidender Bedeutung  fur  die aus  der
Impingementsymptomatik  resultierenden  Rotatorenmanschettendefekten und st
Ansatzpunkt fur deren Therapie [20]. In der von Bibertaler et al. ver6ffentlichten in vivo
Studie zeigte sich auch eine vaskulare Komponente. Bei degenerativen
Rotatorenmanschettenrupturen konnte eine signifikante Verringerung der Kapillardichte an

den Randern des Risses im Vergleich zum Kontrollgewebe nachgewiesen werden [21].
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Diese Erkenntnis deckt sich auch mit den von Codman bereits 1934 veréffentlichten
Erkenntnissen. Hier wurde bereits eine artikularseitige Hypovaskularitat im Ansatz von
rupturiertem Sehnengewebe publiziert [22]. Meist zeigt sich der vordere Ansatzpunkt des
M. supraspinatus initial affektiert, von dem ausgehend es zu einer Progression des Risses
aufgrund der zunehmenden Beanspruchung der restlichen Sehnenfasern kommt [23].
Dieser klinischen Tatsache folgend, basiert diese in vivo-Studie auf tierexperimentellen

Untersuchungen des M. supraspinatus.

o .
S
s o ) 4
'S & 9
/ ¢ ! & &
TypA Typ B/ TypC

¢

Abb. 2: Die Acromiontypen nach Bigliani [19] (modifiziert nach [24]): Bigliani teilt die
Acromiontypen anhand des Neigungswinkels der Acromionunterflache ein. Die rot
eingezeichnete Markierung stellt die Resektionsebene bei der subacromialen
Dekompression zu Uberfilhrung der Acromiontypen B und C in einen Acromiontyp A dar.

1.1.3 Klassifikation der Rotatorenmanschettenruptur

Die Klassifikation von Rotatorenmanschettenrupturen orientiert sich an anatomischen,
funktionellen und physiologischen Parametern, auf deren Grundlage im Lauf der letzten
beiden Jahrhunderte diverse Einteilungen entwickelt wurden. Bereits 1920 wurde eine
Klassifikation von Bateman [25] erstmals beschrieben, welche sich primér bei kompletten
Rotatorenmanschettenrupturen an der GroR3e des Defekts orientierte. Codman beschrieb
1934 eine Partialruptur, basierend auf einer hypovaskularen Genese [22]. Neer
vergffentlichte 1983 eine Arbeit [26], in der er die aus der Impingementsymptomatik
resultierenden Rotatorenmanschettenrupturen in drei Stadien klassifizierte. Wéhrend sich
im Stadium 1 lediglich Einblutungen oder eine 6dematése Komponente in den Sehnen
finden lasst, zeigen sich bei Persistenz der Symptomatik Fibrosierungen des

Sehnengewebes (Stadium II). Diese Fibrosierungen sind letztlich ursachlich fur sich als

5
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Folgezustand zeigende partielle oder transmurale Rotatorenmanschettenrupturen (Stadium
[1). In der von Patte 1990 eingefiihrten Klassifikation wurde der bestehende Parameter der
Rissausdehnung um eine topographische Zuordnung des Risses in der Sagittal- oder
Frontalebene erganzt [25, 27]. Ellman [28] fuhrte 1993 einerseits eine Korrelation der
Rupturgrof3e zum Sehnendurchmesser, andererseits eine Klassifikation der Rupturform
durch. Millstein und Snyder flhrten in der 2003 verotffentlichten Arbeit eine Einteilung der
Ruptur in vier Kategorien durch. Es erfolgte eine Klassifikation nach den Kriterien
Topographie (A - C) und Ausdehnung des Defektes (0 - 4) [29-31], welche in Tab. 2 zu

sehen ist.

Einteilung nach der Lokalisation der Ruptur

A Partielle Rotatorenmanschettenruptur, artikularseitig
B Partielle Rotatorenmanschettenruptur, bursaseitig
C Komplette / transmurale Ruptur der Rotatorenmanschette

Einteilung nach der RupturgroiRe

Normalzustand

Entzindliche Infiltrate mit Affektion der Sehnenoberflache, < 1cm
Partielle Rotatorenmanschettenruptur >1cm und <2cm
Rotatorenmanschettenruptur >2cm und <3cm

Komplexe Rotatorenmanschettenruptur >3cm

A WNPEFO

Tab. 2: Einteilung von Rotatorenmanschettendefekten nach Millstein und Snyder

Die am haufigsten im deutschsprachigen Raum verwendete Klassifikation ist die
Sektoreinteilung nach Habermeyer [31, 32], welche der Ruptur drei spezifisch definierte

Zonen zuordnet.
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Einteilung nach der Lokalisation der Ruptur

A ventraler Abschnitt, die Subscapularissehne, das Rotatoren-
intervall und die lange Bizepssehne umfassend

B kranialer Abschnitt im Bereich der Supraspinatussehnen

C dorsales Kompartiment mit Affektion der Mm. infraspinatus und
teres minor

~Als Trennlinie zwischen Zone B und C fungiert die Verlangerungslinie der

Spina scapulae.

Tab. 3: Sektoreinteilung nach Habermeyer

Diese Einteilung erfuhr einer Uberarbeitung durch Habermeyer et al. im Jahre 2008, um
den pathomorphologischen Gesichtspunkten besser Rechnung tragen zu kénnen und

klassifiziert nach folgenden Parametern [31, 33]:

Einteilung nach der Lokalisation der Ruptur

A Ruptur des Pulley-Systems im Bereich der medialen Grenze zur
Supraspinatussehne und/oder in der Crescent Zone

B Isolierte Partialruptur der Supraspinatussehne in der Crescent
Zone, intaktes Rotatorenintervall

C Ruptur ausgehend vom lateralen coracohumeralen Ligament bis in
den medialen Anteil der Supraspinatussehne

Tab. 4: Uberarbeitung der Klassifikation nach Habermeyer et. al.

1.1.4 Behandlung der Rotatorenmanschettenruptur

Hinsichtlich der Behandlung von Rotatorenmanschettenldsionen ergeben sich, der in
Erstellung befindlichen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fur Orthopéadie und
orthopadische Chirurgie und deren Vorversion [17] folgend, sowohl konservative als auch
operative Moglichkeiten. Die Wahl der Moglichkeiten ist abhangig von Beschwerdebild,
pathophysiologischen  Eigenschaften der  Verletzung sowie den jeweiligen
Begleiterkrankungen des Patienten. Grundsatzlich muss hinsichtlich der Behandlung
zwischen Partial-, Total- und Massenrupturen differenziert werden.

Studien folgend, kristallisiert sich eine zunehmende Tendenz zur operativen Versorgung
heraus, da weniger als 60 % aller konservativ versorgten Rotatorenmanschettenrupturen
ein zufriedenstellendes Ergebnis (klassifiziert nach University of Carlifornia at Los Angeles
(UCLA) [34] bzw. Simple-Shoulder-Test (SST) [35]) zeigen [36, 37]. Sollte z. B. auf Grund

7
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nicht gegebener Operationsfahigkeit bei vorbestehenden Begleiterkrankungen eine primar
konservative Versorgung indiziert sein, so ist ein therapeutischer Mix aus der Gabe von
nichtsteroidalen Antiphlogistika und physiotherapeutischer Behandlung indiziert. Ziel ist
eine ausreichende Analgesie sowie die Kraftigung der noch bestehenden intakten
Muskulatur der Rotatorenmanschette zur Zentrierung des Humeruskopfes in der Cavitas
glenoidalis. Erganzt werden kann diese Therapie mittels kryotherapeutischer Malinahmen
sowie einer lokalen Infiltrationstherapie mit Kortikosteroiden in den Subacromialraum.
Letztere fuhrt zu einer unmittelbaren Regression der entziindlichen Reaktion, wenngleich
laut wissenschaftlichen Studien repetitive Gaben von Kortikosteroiden ebenfalls das
Potential zur Progression von Rotatorenmanschettenlasionen aufweisen [38]. Auf Grund
mangelnder Zufriedenheit nach primar konservativ versorgter Rotatorenmanschettenruptur
[36, 37] steht zunehmend eine primar operative Versorgung im Vordergrund. Hierbeli
orientiert sich die Art des Eingriffs an den Parametern der Rupturausdehnung (Partial-,
Total-, oder Massenruptur), dem acromiohumeralen Abstand sowie dem Acromiontyp nach
Bigliani [19]. So ist primar bei Partialrupturen von Typ | nach Ellman [28] und fehlender
Pathologie des Acromions ein primares Glatten der Rupturrdnder ausreichend. Bei
Acromiontyp Il oder Il sollte dieser Eingriff mit einer arthroskopischen subacromialen
Dekompression komplettiert werden [39]. Bei Totalrupturen steht neben der
arthroskopischen Rekonstruktion, auch in der Kombination mit Mini - open - Zugangen,
weiterhin eine offene Rekonstruktion zur Verfugung. Hierdurch kénnen nach wie vor
hervorragende Langzeitergebnisse erzielt werden (vgl. [40]). Jedoch konnte auch durch
Verbesserung der arthroskopischen Operationstechnik sowie durch die Etablierung von
Ankertechniken ein vergleichbar gutes Outcome im Kkurzfristigen Intervall bei
arthroskopischer Versorgung erzielt werden [40-42]. Problematisch stellen sich
Massenrupturen im klinischen Alltag dar, da sie grof3tenteils aktuell nur insuffizient oder
palliativ versorgt werden konnen. Als operative Verfahren kommen hier bei jungeren,
sportlich aktiven Patienten Muskeltransferoperationen wie die des M. pectoralis major [43],
M. latissimus dorsi [44] oder des M. deltoideus [45] in Betracht. Eine interessante Arbeit
wurde von Burkhart et al. [46] veroffentlicht, in der die spannungsfreie Partialrekonstruktion
bei Massenrupturen der Rotatorenmanschette propagiert wurde. Dieses Verfahren erlaubt
nur einen partiellen Verschluss der Ruptur mit hohem Risiko der Reruptur, sodass

experimentelle Verfahren zur Mdglichkeit einer spannungsfreien arthroskopischen
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Rekonstruktion in den Vordergrund ricken (vgl. [47, 48]). Insgesamt muss angemerkt
werden, dass gegenwartig trotz aller chirurgischer Expertise und der Entwicklung spezieller
Operationstechniken Rerupturraten von bis zu 94 % in der Literatur beschrieben werden
[49, 50]. Daher zeigt sich ein dringlicher Handlungsbedarf, um dem Entstehen einer
Defektarthropathie vorzubeugen. Denn als ultima ratio steht gegenwartig bei der
Versorgung von irreparablen, bereits fettig degenerierten Massenrupturen (klassifiziert nach
[51]) und der daraus resultierenden Defektarthropathie durch die Kranialisierung des
Humeruskopfes meist nur ein endoprothetischer Ersatz durch die Implantation einer
inversen Schulterprothese zur Verfugung.

1.2. Anatomie von Sehnengewebe und extrazellularer Matrix

Zum Verstandnis der Sehnenheilung ist die exakte Kenntnis des anatomischen Aufbaus
von Sehnengewebe wichtig. Dem Untersuchungsziel dieser Arbeit folgend, ist der
besondere Focus auf die Morphologie der Tenozyten sowie dem Verteilungsverhalten der

Kollagene gerichtet.

1.2.1 Morphologie und Metabolismus von Tenozyten

Wichtigster Bestandteil des komplexen Aufbaus von Sehnengewebe sind die Tenozyten.
Von diesen geht einerseits die Synthese der Matrix aus und diese sind in der Lage,
Kollagenfibrillen zu resorbieren [52, 53], andererseits stellen diese mengenmaliig mit bis zu
95 % den groRten Bestandteil im Sehnengewebe dar [54]. Dabei zeigt sich im Laufe des
Entwicklungsalters von Sehnengewebe eine Veranderung des initial langgezogenen und
ovalen Tenozyten hin zu einer flacheren Zellmorphologie sowie einer deutlichen Reduktion
der Zellzahl [52]. Hinsichtlich des ultrastrukturellen Aufbaus lasst sich ein gut ausgebildetes
endoplasmatisches Retikulum sowie ein Golgi Apparat finden. Hierin ist die hohe
Synthesekapazitat der Tenozyten begrindet [54, 55]. Diese kann insbesondere durch
zunehmende korperliche Aktivitat im Sinne eines Trainings gesteigert werden, sodass
Reorganisationsvorgange an der Sehne stattfinden. Durch kontinuierliches Training kommt
es zu einer Zunahme der Nettosynthese der extrazellularen Matrix, was zur Vergrol3erung
des Sehnendurchmessers fuhrt. Biomechanisch betrachtet kommt es dadurch lokal zu einer
guerschnittsbezogenen Minderbelastung der Sehne [53]. Somit gehen von den Tenozyten

ebenfalls auch Anpassungsvorgange mit grof3er Wirkung fur die Belastungsfahigkeit der
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Sehnen aus. Eine exakte Betrachtung der extrazellularen Matrix, wie sie unter 1.2.2 und
1.2.3 erfolgt, liefert die Grundlage fur das Verstandnis von Umbauvorgangen, Pathologien

und deren Regenerationsprozesse.

1.2.2 Zusammensetzung und Aufbau der extrazellularen Matrix

Die Zusammensetzung der extrazellularen Matrix ist gewebsspezifisch und setzt sich neben
der aus Glykosaminoglykanen, Proteoglykanen und Glykoproteinen bestehenden
Grundsubstanz aus retikularen, kollagenen und elastischen Fasern zusammen [56]. Der
Hauptfokus dieser Arbeit liegt im Aufbau, der Synthese und dem Verteilungsverhalten der

Kollagene in Sehnengewebe, welche im Folgenden genauer betrachtet wird.

1.2.3 Synthese, Aufbau und Verteilungsmuster der Kollagene

Die Synthese der extrazellularen Matrix und der hierzu gehdrenden Kollagene geht wie
unter 1.2.1 aufgefuhrt von den Tenozyten aus und durchwandert die Stufen der
Glycosylierung und Hydroxylierung, Uber die Assemblierung zur Tripelhelix bis letztenendes
zur Ausbildung einer fibrillaren Struktur. Dabei zeigen alle Kollagene vom fibrillaren Typ,
welche keine Unterbrechung von nicht helikalen Bestandteilen aufweisen, vom strukturellen
Aufbau her ein homogenes Bild. Die Kollagene vom fibrillaren Typ bestehend aus einer
rechtsgangigen Tripelhelix, die durch Zusammenlagerung von drei linksgangigen Kollagen-
a-Ketten, den sogenannten Tropokollagenen, gebildet wird [57, 58]. Dabei zeichnen sich
die Tropokollagene durch eine repetitive Aminosauresequenz aus Glycin-X-Y aus, wobei
die X-Position meist von Prolin und die Y-Position meist von Hydroxyprolin, Lysin oder
Hydroxylysin eingenommen wird. Grundsatzlich ist es fast allen natirlichen Aminosauren
moglich, die Y-Position einzunehmen [57, 59]. Jede der drei linksgangigen Helices weist
drei Aminosaurereste pro Umdrehung, eine Ganghthe von 0,94 nm sowie einen Anstieg
pro Aminosaurerest von 0,31 nm auf [60]. Eine Stabilisierung der Polypeptidketten findet
mittels Wasserstoffbriickenbindungen statt, welche sich zwischen den einzelnen
Aminosauren ausbilden. Zur Faltung der Polypeptitkette in eine eng gewundene
linksgangige Helix ist das Vorhandensein von Glycin in jeder dritten Position notwendig.
Hierdurch ist insbesondere eine Einpassung der Aminosaure Prolin, deren Peptidbindung
durch eine Ringbindung fixiert ist, moglich ist [57, 60]. Drei dieser a-Polypeptidketten lagern

sich zur rechtsgéngigen helikalen Tertiarstruktur zusammen. Durch enzymatische
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Veranderungen mittels der Lysyl-Oxidase und durch Ausbildung von Schiff-Basen werden

die Grundlagen fir die Ausbildung von Kollagenfasern geschaffen [57].

Abb. 3: Aufbau des Kollagens: Die rechtsgangige helikalen Tertiarstruktur setzt sich aus drei linksgangigen
a-Polypeptidketten zusammen. Zu sehen ist die hochauflosende Kristallstruktur der Kollagentripelhelix, der
molekulare Aufbau aus Aminosauren ist angedeutet als Kugel- , Stab- und Bandermodell, Abb. aus [61].

1.2.3.1 Kollagen Typ |

Das Kollagen vom Typ | ist den fibrillaren Kollagenen zuzuordnen und bildet mit 90 - 95 %
den Hauptbestandteil der in einer Sehne aufzufindenden Kollagene [62] und ist ebenfalls
mengenmalig das haufigste Kollagen [56, 63]. Dabei setzt sich jedes Tropokollagen aus
zwei a;-(I)-Ketten und einer a,-Kette zusammen, welche sich nach dem unter 1.2.3
genannten Schema letztlich zu Kollagenbindeln zusammenlagern. Aufzufinden ist Kollagen
Typ | im menschlichen Kérper u. a. in Knochen, Sehnen, Bandern und Dentin [56]. Dabei
zeichnet sich diese Form des Kollagens durch seine molekulare Struktur und den im
Vergleich zu anderen Kollagentypen groéReren Fibrillendurchmesser aus. Durch diesen
Aufbau lasst sich eine hohe Stabilitat bei verringerter Elastizitat erzielen [56, 64]. Daneben
ist es nicht-fibrillaren Kollagenen mdglich, sich fibrillaren Kollagenen wie dem Kollagen |

anzulagern und damit das Dickenwachstum oder die Verschmelzung zu modellieren [56].

1.2.3.2 Kollagen Typ Il
Das Vorkommen des Kollagens Typ Il kann weitestgehend gleichgesetzt werden mit dem
fibrillaren Kollagen des Gelenkknorpels, welches aus drei identischen a;-(I1)-Ketten

aufgebaut ist [56, 65]. Dabei ist die Grol3e der Fibrillen im Vergleich meist relativ dinn mit
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Variationen beim Fibrillendurchmesser. Aufgrund der am Gelenkknorpel wirkenden
mechanischen Beanspruchung ist die Erhéhung der Zugfestigkeit der Kollagenfibrillen von
Notwendigkeit, welche durch intermolekulare Quervernetzung via kovalenten Bindungen
erzielt wird [66]. Durch die so getroffene Vernetzung ist die Stabilitat bei Einwirkungen von
Dreh- und Druckbelastungen erhoht. Auf Grund der dadurch erzielten erhohte
Beanspruchbarkeit eignet sich Kollagen Il als Bestandteil von Knorpel, Sklera und Nucleus

pulposus [56].

1.2.3.3 Kollagen Typ Il

Nach dem Kollagen | stellt das Kollagen Typ IlI mengenmé&Rig das haufigste im
menschlichen Korper vorkommende Kollagen dar [63]. Molekularbiologisch zeigt dieses
Kollagen einen Aufbau aus drei identischen a;-(ll1)-Ketten. Auffallig ist das oft gemeinsame
Vorkommen mit Kollagen |, z. T. sogar in einer Fibrille [56, 67]. Der Fibrillendurchmesser ist
mit ca. 20 - 40 nm anzugeben [56]. Wissenschaftlichen Studien folgend zeigt sich ebenfalls
in rupturiertem Sehnengewebe eine prozentuale Zunahme des Kollagen IlI-Anteils [68, 69].
Durch Immunmodulation wird im Verlauf der Sehnenheilung das Kollagen Typ Il durch das
zugfestere Kollagen | [70] in normwertige Verhéaltnisse tbergefihrt wird. Aus diesem Grund
ist das Verhaltnis von Kollagen | zu Kollagen Il ein signifikanter Marker fir die Qualitat der
Sehnenheilung, welcher ebenfalls in den dieser Arbeit zu Grunde liegenden Arbeiten [48,
71] sowie weiteren Verotffentlichungen [72] Verwendung findet. Da es dem Kollagen Il
moglich ist, sich netzartig im Sinne von retikularen Fasern auszubilden, ist ihr Vorkommen
neben den bereits erwahnten Sehnengewebe in lymphatischen Organen, in der Wand von
Gefal3en sowie an Oberflachen von Fett- und Muskelzellen ersichtlich.

1.3. Die Enthesis

Die Enthesis definiert sich aus dem Ubergangsbereich von sehnigem zu kndchernem
Gewebe im Bereich der Insertion der Sehne. Dabei zeigt sich ein klar gegliederter
morphologischer Aufbau, welcher der Enthesis die mechanischen Eigenschaften verleiht

und unter 1.3.1 genauer erlautert wird.
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1.3.1 Morphologie der Enthesis
Die Enthesis zeigt einen zonalen Aufbau, der sich in die Bereiche Zugsehne,
unmineralisierter Faserknorpel, mineralisierter Faserknorpel und Knochen untergliedern

lasst [73-76] und im Folgenden genauer erlautert wird.

1.3.1.1 Zugsehnen

Sehnen sind zugfeste Strukturen, welche primar aus in Zugrichtung parallel angeordneten
Kollagenfasern der Typen | und Ill bestehen (vgl. 1.2.3). Hierin ist deren Zugfestigkeit im
Vergleich zu anderen Gewebe bedingt [77]. Diese Fasern, welche von den Tenozyten
synthetisiert werden (vgl. 1.2.1), zeigen sich von lockerem Bindegewebe, dem
Peritendineum internum, welches Nervenfasern und kleine Blutgefaf3e enthélt, umgeben
[56]. Bei den Tenozyten handelt es sich um flache Fibroblasten mit flugelférmigen
Zellfortsatzen [56], welche durch endoplasmatisches Retikulum sowie einem Golgi Apparat
die hohe Synthesekapazitat der Tenozyten begrinden [54, 55]. Nach auf3en werden die
Sehnen in ihrer Gesamtheit vom Peritendineum externum, welches kontinuierlich in das

Perimysium Ubergeht, abgegrenzt.

1.3.1.2 Unmineralisierter Faserknorpel

Auf die Zugsehne folgend zeigt sich die Zone des unmineralisierten Faserknorpels.
Morphologisch betrachtet zeichnet sich hier ein Wandel der Zellform der Tenozyten hin zur
Morphologie der Chondrozyten ab [75]. Hinsichtlich der Orientierung der Knorpelzellen
zeigt sich eine longitudinale Ausrichtung zwischen den parallel angeordneten
Kollagenfasern [75, 78]. Eine Abgrenzung des unmineralisierten Faserknorpels vom
mineralisierten Faserknorpel erfolgt durch die "tidemark" [79], welche sich histologisch als

basophile Linie lichtmikroskopisch zeigt [78].

1.3.1.3 Mineralisierter Faserknorpel

Der mineralisierte Faserknorpel ist wie erwahnt mittels Tidemark vom unmineralisierten
Faserknorpel abgegrenzt und zeigt sich als schmale bis teils nicht vorhandene Zone [78,
80]. Morphologisch sind in dieser Zone der Enthesis Chondrozyten gepaart mit
extrazellularer Matrix anzufinden [74]. Dabei ist das Zellreichtum im Vergleich zum

unmineralisierten Faserknorpel als geringer zu bewerten. Urséchlich ist dies
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moglicherweise in Ablagerungen von Calciumsalzen in der extrazellularen Matrix, welche
zum Zelltod fuhren [78]. Immunhistochemisch lasst sich in dieser Region vermehrt Kollagen
Il detektieren, welches neben dem unmineralisierten Faserknorpel vor allem den
mineralisierten Faserknorpel erfasst und sich ebenfalls fir Aggrecan und Chondroitin-6-
sulfat positiv zeigt [78, 81, 82]. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass im Bereich
des Faserknorpels ein Ersatz des sonst in Sehnen- und Knochengewebe vorherrschenden
Kollagen | durch Kollagen Il erfolgt (vgl. 1.2.3.1) und die Kollagen II-Region als Fuge
imponiert, was auch als "gap-Phanomen" bezeichnet wird [81, 82].

1.3.1.4 Knochen

Der Knochen zeigt einen Lamellenknochen mit den dafir typischen miteinander
verbundenen Lamellen. Diese bestehen aus verkalkter Matrix mit ausgesparten
linsenformigen Lakunen, welche die Osteozyten beinhalten [56]. Dabei zeigt sich die
Mehrheit der Lamellen konzentrisch um langs verlaufende Gefalie angeordnet und bildet
die fur einen Lamellenknochen typischen zylindrischen Baueinheiten der Osteone [56].
Hinsichtlich der Zugbelastung ist eine Verzahnung der Osteone mit dem Knorpelgewebe
mit einer erhohten Belastungsfahigkeit auf Zug verbunden, welche z. B. bei alleiniger

Einstrahlung in das Periost nicht gegeben ware [83].

@
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Abb. 4: Der Aufbau der Enthesis: Oben aufgefiihrte Abbildung zeigt den Ubergang der Zugsehne (A) iiber
den unmineralisierten Faserknorpel (B) zum mineralisierten Faserknorpel (C), welcher letztlich in den
Lamellenknochen (D) Ubergeht; eigener histologischer Schnitt (Farbung: H.E.) aus einer Sprague-Dawley-
Ratte (Humerus mit M. supraspinatus).
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1.3.2 Funktion der Enthesis und Ablauf der Sehnenheilung
Bedingt durch den Aufbau besteht die Funktion der Enthesis darin, die unterschiedlichen

mechanischen Eigenschaften von Knochen und Sehne kontinuierlich anzugleichen.
Hierdurch kdnnen die an solchen Grenzflachen entstehenden lokalen Spitzenbelastungen
verringert werden [73, 78, 84]. Die molekularbiologischen und mechanischen Eigenschaften
der Enthesis sind von entscheidender Bedeutung beim Remodeling nach mechanischer
Belastung, insbesondere die mikrofilamentare Quervernetzung der Tenozyten ist hierfur
mafgeblich verantwortlich [73].

Der Ablauf der Sehnenheilung lasst sich gemald Strickland in drei Phasen einteilen [85].
Nach Ruptur im Rahmen von traumatischen oder degenerativen Ereignissen zeigt sich
initial eine lokale Blutung mit Anlagerung von Thrombozyten und Fibrin im Bereich der
Rupturzone [86, 87]. Auf diese Phase folgt die Einwanderung von Entziindungszellen mit
nachfolgendem Start der Entziindungskaskade und immunochemischen Reaktionen. Die
von den Thrombozyten freigesetzten Wachstumsfaktoren (u. a. transformin growth factor
(TGF) und Platelet-derived growth factor (PDGF)) [86] fuhren zu einer Stimulierung der
Fibroblasten und leiten in Anschluss an die durch Entziindungsreaktionen gepréagte initiale
Phase die Regenerationsphase mit Produktion von Kollagen 1l durch die Tenozyten (vgl.
1.2.1) ein [88]. Hierdurch wird eine Stabilisierung der Sehnenstimpfe erzielt, welche jedoch
im Bereich der Rupturzone weiterhin arm an dem sonst in Sehnengewebe
vorherrschendem Kollagen 1 sind [62]. Weiterhin zeigt sich ein inhomogenes Bild
hinsichtlich der Ausrichtung der Kollagenfasern. Im Zuge der ca. sechs bis acht Wochen
nach der Ruptur folgenden Umformungsphase zeigt sich eine Reduktion der Kollagen lllI-
Produktion hin zur Produktion von Kollagen | durch die Tenozyten. Ebenfalls erfolgt ein
Remodeling der extrazellularen Matrix mit Ausrichtung der Kollagenfasern in Zugrichtung,
welche den Zeitraum von drei bis vier Monaten in Anspruch nimmt. Insgesamt zeigt sich im
Verlauf der Sehnenheilung eine Reduktion des Zellreichtums von inflammatorischer Phase
zur Umformungsphase, in welcher der gewebsspezifische Zustand der Zellarmut im

Sehnengewebe wieder erzielt wird.
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Abb. 5: Die zellularen Phasen der Sehnenheilung: A: Inflammatorische Phase mit dem Einwandern von
Fibroblasten und Entziindungszellen und nachfolgenden phagozytaren Reaktionen B: Fibroblastare Phase:
Proliferation von Fibroblasten, Ausbildung von Kollagen und Revaskularisation. C: Remodelingphase,
Ausrichtung der Kollagenfasern in Zugrichtung, modifizierte Abb. aus [89, 90]

1.4. Botulinumneurotoxin A

Botulinumneurotoxin A (BoNT A) ist ein vom anaeroben gram - negativem Bakterium
Clostridium botulinum erzeugtes und ausgeschiedenes Protein [91]. Neben dem Serotyp A,
welcher im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurde, zeigen sich ebenfalls die Serotypen B -
H. Humanpathogen sind die Serotypen A, B, E, F und H [92, 93]. Auf Grund der
Verwendung von Serotyp A beziehen sich nachfolgende Ausfiihrungen zu chemischem

Aufbau und Wirkmechanismus auf Botulinumneurotoxin A.

1.4.1 Chemischer Aufbau

Die Produktion und Sezernierung des Botulinumneurotoxin A erfolgt durch das Bakterium
Clostridium botulinum. Dabei besteht das Neurotoxin aus zwei Komponenten von
Proteinkomplexen [94], einer schweren Kette und einer leichten Kette. Die schwere Kette,
welche weitestgehend aus Hiullproteinen besteht und nicht toxisch ist, weil3t ein
Molekulargewicht von ca. 100 kDa auf. Von der leichten Kette mit Molekulargewicht von 50

kDa geht die eigentlich toxische Wirkung mittels einer zinkabhangigen Endopeptidase aus
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[95]. Die Verbindung dieser beiden Ketten erfolgt mittels Disulfidbriicken, welche spezifisch
fur den jeweiligen Serotyp sind. Durch Spaltung der Disulfidbriicken ist eine Uberfiihrung in
die biologisch aktive Form erst mdglich ist [96]. Das Neurotoxin ist dabei wiederum
Bestandteil eines Molekilkomplexes, welcher als Vorlaufertoxin bezeichnet wird und sich
aus den Komponenten Neurotoxinmolekil, nicht-toxischem Hamagglutinin-Molekul sowie
einem Hamagglutininkomplex zusammensetzt [95, 97, 98]. Die nicht-toxischen
Komponenten stellen dabei eine protektive Wirkung, insbesondere bei Einfluss von Séauren

dar und stabilisieren das Neurotoxin [98].

Abb. 6: Die Raumstruktur des Botulinumkomplexes: Obige Grafik zeigt den Proteinkomplex, der sich aus
dem serotypspezifischen Neurotoxin, Himagglutininen und einem nicht toxischen Protein zusammensetzt, u.
a. sind mehr als 6500 Aminosauren sowie das Neurotoxin, eine Zink-bindende Endoprotease beteiligt, Abb.
aus [97]

1.4.2 Wirkungsmechanismus
Der Wirkungsmechanismus von Botulinumneurotoxin A besteht in der Hemmung der

Freisetzung des Neurotransmitters Acetylcholin und somit einer Hemmung der nervalen
Impulstbertragung zum Muskel [99]. Dabei vollzieht das Botulinumneurotoxin gemaf dem
Toxikokinetikmodel von Simpson [100] einen mehrstufigen Verlauf bis zum Eintritt der
Wirkung. Dieser Verlauf lasst sich in die Abschnitte Bindung, Internalisierung und

Translokation sowie die proteolytische Wirkung untergliedern [99, 101].
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Die initiale Bindung des Botulinumneurotoxin A erfolgt mittels des carboxyterminalen Endes
an die prasynaptische Membran, dabei ist die Konfiguration der schweren Kette von
entscheidender Bedeutung. Durch Depolarisation des Neurons und Ausschittung von
Acetylcholin wird der fur die Internalisierung und Translokation erforderliche Rezeptor, das
sogenannte membranstandige Vesikelprotein SV2 fir das Botulinumneurotoxin zuganglich
[99, 102, 103]. Im Zuge der Internalisierung und Translokation ist dadurch eine Bindung des
Botulinumneurotoxin A-Komplexes an den SV2 moglich und es erfolgt die Aufnahme mittels
Endozytose [99, 102, 103]. Nach Ansauerung durch eine Protonenpumpe und der dadurch
verursachten Konformationsdnderung wird durch den aminoterminalen Teil der schweren
Kette eine Porenbildung in der Vesikelmembran geschaffen. Hierdurch kann nach Spaltung
der Disulfidbriicke die leichte Kette zum Zytosol vordringen und die toxische Wirkung an
cholinergen Nerven ist moglich [99, 104, 105]. Durch spezifische Spaltung des Zielproteins,
welches bei Botulinumneurotoxin A das Synaptosomal-associated protein 25 (SNAP-25)
darstellt, wird die Fusion der Vesikel mit der Membran inhibiert. Dadurch ist die Freisetzung
von Acetylcholin verhindert und es bildet sich durch das Fehlen des Transmitters eine
schlaffe Lahmung der Muskulatur aus [99, 104-106]. Bis zur Neubildung des fur die
Exozytose essentiellen SNAP-25, welches den Zeitraum von etwa 3 Monaten umfasst,
erfolgt die Remission der Synapse uber ein kollaterales Aussprossen des Axons mit
Bildung neuer Nervenendigungen [99, 107].

1.4.3. Indikationen zur Therapie mit Botulinumneurotoxin A in der Orthop&die und
Unfallchirurgie

Botulinumneurotoxin ist seit Jahrzehnten ein etabliertes Medikament in der konservativen
Orthopadie zur Erzielung einer selektiven Paralyse. Interessante Arbeiten wurden hierzu
von Placzek et al., Keizer et al. [108] und Wong et al. [109] vertffentlicht, welche den
Einsatz von Botulinumneurotoxin A bei spastischer Hiftlateralisation und -subluxation [110],
chronischer Epikondylopathia humeri radialis [111, 112] sowie bei chronischer
Plantarfasciitis [113] einer genaueren Untersuchung unterzogen und allesamt hinsichtlich
des Krankheitsverlaufs positive Aspekte zeigen konnten. Ebenfalls konnten Déderlein et. al.
[114], Seyler et. al. [115] und Mall et. al. [116] die teils mehr als 20 Jahre bestehende
Erfahrung mit Botulinumneurotoxin A im Rahmen von spastischen und dystonen

Bewegungsstorungen aufzeigen.
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Wahrend bei oben genannten Indikationen weitestgehend eine chronische und
vorbestehende Komponente mittels Therapie durch Botulinumneurotoxin A behandelt wird,
zeigt sich in einer von Tuzlner et al. [117] vertffentlichten Studie erstmals der Einsatz von
Botulinumneurotoxin A bei der Versorgung einer akuten Verletzung.

Tuzuner untersuchte das postoperative Outcome von Beugesehnenverletzungen der Hand
an sieben Kindern unter sechs Jahren, zu deren Versorgung er zur selektiven Paralyse
Botulinumneurotoxin A in die korrespondierende Unterarmmuskulatur injizierte. Hierdurch
konnte er in allen Fallen gute bis sehr gute Ergebnisse (gemessen an der Strickland
Einteilung [118]) erzielen und den Patienten ein Maximum an Bewegungsfreiheit zusichern.
Auf eine lange andauernde Immobilisation konnte ebenso verzichtet werden wie auf
Aktivitatskontrolle.

Eingedenk der dort erzielten positiven Erfahrung und der in der Literatur beschriebenen
Schmerzreduktion [119] unter Einfluss von Botulinumneurotoxin A sowie den unter 1.1.4
aufgefiihrten schlechten Langzeitergebnissen nach Rotatorenmanschettenrekonstruktion,
formulierten wir folgende Fragestellung, die es im Rahmen der dieser Arbeit zugrunde

liegenden Verdoffentlichungen [48, 71] zu klaren galt.

15 Fragestellung

Da wie unter 1.1.4 aufgezeigt, mittel- und langfristige Ergebnisse eine Rerupturrate von bis
zu 94 % [49, 50] aufweisen, stellt sich die Frage nach den hierfur ursachlichen Grinden.
Mehrere Studien [120-122] zeigen ein erhéhtes Spannungsreichtum am Knochen -
Sehnen-Interface als vermuteten Faktor auf, welcher insbesondere bei nur unter erhhter
Vorspannung zu adaptierenden grof3en und/ oder alten Rotatorenmanschettendefekten zu
finden ist [120, 121, 123]. Die hier zu erwartende Zunahme der Vorlast geht einher mit einer
Abnahme der zur Reruptur notwendigen Kraft [120-122]. Nach aktuellem Stand und
klinischen Erfahrungswerten bieten sich kaum Madoglichkeiten durch operative Techniken
positiv auf die Vorspannung einzuwirken. Einen interessanten Aspekt bietet der Einsatz von
Botulinumneurotoxin A, welches bisher als Neoadjuvant im Rahmen einer standardisierten
Therapie keinen Einzug gefunden hat. Gestutzt auf die Erfahrungen im Bereich der
konservativen Orthopadie [114, 115] (siehe auch 1.4.3) und einer 2004 von Tuzuner et al.
veroffentlichten Studie [117] (siehe 1.4.3) bezieht sich die Fragestellung dieser Arbeit

darauf, ob durch eine neoadjuvante Botulinumneurotoxin A-Injektion in die
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korrespondierende Schultermuskulatur sich langfristige Ergebnisse nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktionen positiv beeinflussen lassen. Durch die Reduktion
der Vorlast mittels Paralyse versprechen wir uns insbesondere bei alten und/oder grof3en
Rotatorenmanschettendefekten, bei denen eine arthroskopische Versorgung kaum moglich
ist, Mdglichkeiten zur minimalinvasiven Therapie (vgl. [46]). Bezogen auf die hohe
Rerupturrate [49, 50] sehen wir weiterhin einen Ansatzpunkt in der Verringerung der Vorlast
sowie des Muskeltonus, um so das langfristige Outcome der Sehnennaht zu verbessern
[121, 124-126]. Abschlielend sehen wir ebenfalls ein Potential in der Verkirzung der
Rehabilitationsphase sowie der Verkirzung der Immobilisation mittels Orthese.
Letztgenannter Aspekt ist malRgeblich von der Compliance des Patienten abhangig, so
dass auch Bevolkerungsgruppen, die nachweislich eine herabgesetzte Compliance haben,
wie z. B. an dementiellem Syndrom leidende Patienten von einer selektiven Paralyse
profitieren konnten. Wir formulierten daher die unter 1.5.1 - 1.5.3 aufgefihrten

Versuchsparameter zur Kontrolle unserer Fragestellungen:

1.5.1 Auswirkungen der neoadjuvanten Gabe von Botulinumneurotoxin A auf die
Sehnenheilung und knécherne Sehnenintegration
1.5.2 Auswirkungen von Immobilisation auf die kndcherne Sehnenintegration

1.5.3 Langzeitwirkung von Botulinumneurotoxin A auf die Morphologie der Muskulatur
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2 Material und Methoden

Der tierexperimentelle Part der Dissertation wurde im Walter-Brendel-Institut,
Marchioninistr. 27, 81377 Minchen (Direktor: Prof. Dr. med. Ulrich Pohl) des
Universitatsklinikums Minchen, Campus Grof3hadern durchgefuhrt. Die histologischen und
immunhistologischen Auswertungen erfolgten im Labor fiir Biomechanik und experimentelle
Orthopadie, Marchioninistr. 23, 81377 Munchen des Klinikums der Universitat Minchen,
Campus GrolRhadern (Leiter: Dr. rer. biol. hum. Oliver Betz). Samtliche Untersuchungen
erfolgten konform den geltenden Tierschutzbestimmungen und wurden von der Regierung
von Oberbayern mit Sitz Maximilianstr. 39, 80538 Munchen unter der Versuchsnummer
55.2-1-54-2531-194-09 genehmigt.

2.1 Tiermodell
Angelehnt an Peltz et. al. [127], Buchmann et. al. [128] und Hettrich et. al. [72] wurde
ebenfalls das etablierte Tiermodel der Sprague Dawley- Ratte fur Untersuchungen an der

Rotatorenmanschette gewahlt.

2.1.1 Tierhaltung

Als Versuchsorganismus dienten sowohl fur die Histologie, Immunhistochemie,
Biomechanik als auch fir die Atrophiestudie insgesamt 160 weibliche Sprague Dawley-
Ratten mit einem Gewicht zwischen 180 g und 250 g (Fa. Charles River, Sulzfeld,
Deutschland). Die Haltung erfolgte im Tierstall des Walter-Brendel-Institut (Direktor: Prof.
Dr. med. Ulrich Pohl) des Klinikums der Universitat Munchen, Campus Grol3hadern. Hier
herrschen sowohl konstante Temperaturen von 21° C als auch ein zwolfstiindiger,
simulierter Tag-Nacht-Rhythmus durch Licht und Dunkelheit. Préaoperativ und nach dem
ersten operativen Eingriff (Injektion des Botulinumneurotoxin) erfolgte eine Gruppenhaltung
in einem Kafig der GroRe IV  (gemald den Empfehlungen der Gesellschaft fur
Versuchstierkunde) mit maximal 4 Ratten pro Kafig. Auch nach dem zweiten operativen
Eingriff (Sehnennaht) wurden die Tiere, welche nicht mit einem Gips immobilisiert wurden,
in Gruppen zu maximal 2 Ratten gehalten. Lediglich die Ratten mit immobilisierter oberer
Extremitat wurden fir diesen Zeitraum (2 Tage) isoliert gehalten. Im Anschluss wurde eine
erneute Gruppenhaltung angestrebt.
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Wahrend der Tierhaltungsphase wurde neben freier Beweglichkeit im Kafig auch ein
ausreichender Zugang zu Futtermitteln (Trockenfutter, Alleinfuttermittel fir Ratte und Maus
der Fa. Ssniff, Soest, Deutschland) und Wasser (Stadtwerke Munchen, Miinchen)
gewahrleistet. Das Hygienemanagement erfolgt nach den Kriterien der Federation of
European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) [129].

2.1.2 Gruppeneinteilung

2.1.2.1 Statistik Paralysegruppe

144 Tiere wurden randomisiert in vier Gruppen zu je sechs (Histologie) bzw. zwolf
(Biomechanik) Tieren verteilt. Dabei wurden vier Gruppen einer Scheinbehandlung mit
NaCl und vier Gruppen der tatséchlichen Behandlung mit BONT A zugefuhrt. Die hierflr
notwendige Injektion von Botulinumneurotoxin A bzw. NaCl in den M. supraspinatus wurde
1 Woche vor OP durchgefuihrt. Weitere Variablen sind Spannungsreichtum der Naht sowie
Immobilisation nach der Operation in einem zirkularen Oberkorpergips fur 2 Tage post OP.
Die hierzu notwendige Tierzahlberechnung wurde mittels Varianzanalyse nach Friedmann
[130] bzw. Wilcoxon-Test [131] auf eine Mindestgruppengréf3e von 6 Versuchstieren gemaf
statistischem Gutachten des Instituts fir Medizinische Informationsverarbeitung, Biometrie
und Epidemiologie der Universitat Miinchen [132] festgelegt.

Die biomechanische Versuchsauswertung ist der Dissertation von Frau Tessa Hartl zu

entnehmen.
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Histologie

48
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Spannungsreich Spannungsarm
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Abb. 7: Einteilung der Paralysegruppe: Einteilung in beide Versuchsschenkel unter Beriicksichtigung von
Immobilisation und Spannungsreichtum bei der Rekonstruktion der Rotatorenmanschettenruptur

Spannungsreich Spannungsarm
12 12

2.1.2.2 Statistik Atrophiegruppe

Um die Auswirkungen von Botulinumneurotoxin A (BoNT A) im Muskelgewebe und die
daraus resultierende Atrophie besser beurteilen zu konnen wurden 12 Tiere je
Versuchsschenkel randomisiert vier Versuchsgruppen von je 3 Versuchstieren zugeordnet.
Dabei erfolgte eine Injektion von Botulinumneurotoxin A/ NaCl (in den Kontrollgruppen) in
die Musculi supraspinati. Im Abstand von 4, 8, 16 und 32 Wochen nach Injektionszeitpunkt
erfolgte eine histologische und immunhistochemische Auswertung hinsichtlich der

Reversibilitat der durch das Botulinumneurotoxin A verursachten Atrophie des Muskels.

Atrophiegruppe
12 Tiere

4-Wochen- 8-Wochen- 16-Wochen- 32-Wochen-
Atrophiegruppe Atrophiegruppe Atrophiegruppe Atrophiegruppe

3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere 3 Tiere

Abb. 8: Einteilung der Atrophiegruppe: Im Rahmen der Atrophiegruppe erfolgt die Nachbeobachtung
hinsichtlich der Reversibilitét der Atrophie zwischen 4 und 32 Wochen, Kontrollgruppe mit NaCl mit identischer
Einteilung.
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2.1.3 Anasthesie der Versuchstiere

Sowohl die Botulinumneurotoxin A /NaCl-Injektion 7 Tage vor der Operation als auch die
Operation an der Rotatorenmanschette erfolgte unter suffizienter Anasthesie der Tiere. Die
Narkoseeinleitung wurde durch Isofluran (Forene, Abott AG, Baar, Schweiz) vorgenommen.
AnschlieRend erfolgte eine Kombinationsinjektion von Diazepam (Diazepam ratiopharm 10
Injektionslésung, Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland) von 2,5 mg/kg KGW i.p., Xylazin
(Rompun 2 %, Bayer Health Care, Leverkusen, Deutschland) von 9 mg/kg KGW i.p. und
Ketaminhydrochlorid (Ketamin Inresa 10 ml/ 500 mg Injektionsflasche, Inresa Arzneimittel
GmbH, Freiburg, Deutschland) von 60 mg/kg KGW i.m. Zuséatzlich wurde Sauerstoff (Linde
AG, UnterschleiRheim, Deutschland) Uber eine Nasensonde appliziert. Um eine Aspiration
von Speichel zu verhindern, wurde auf eine korrekte Lagerung mit erhéhtem Oberkdrper
geachtet sowie in regelmafligen Abstdnden eine Absaugung des Speichels mit einem

flexiblen Plastikkatheter durchgefuhrt.

2.1.4 Infiltration von Botulinumneurotoxin A

Sieben Tage vor der eigentlichen Operation wurden die Tiere nach o0.g. Schema
anasthesiert. Die betroffene Extremitat wurde rasiert (Schermaschine Favorita Il, Aesculap,
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) und der M. supraspinatus mit 6
U/kgKG (10 — 15 pl) Botulinumneurotoxin A (Botox 50 Allergan, Allergan Inc., Irvine, USA)
in der Versuchsgruppe bzw. der gleichen Volumenmenge an NaCl (Natriumchlorid 0,9 %,
Baxter, UnterschleiBheim, Deutschland) in der Kontrollgruppe infiltriert. Eine Infiltration
unter Sichtkontrolle konnte unterlassen werden, da in den Vorversuchen eine kontrollierte
Infiltration gewé&bhrleistet werden konnte. In der Atrophiestudie erfolgte anstatt der Operation

an der Rotatorenmanschette eine Nachbetrachtung von 4 - 32 Wochen post injektionem.

2.1.5. Operationsmethode Paralysegruppe

Sieben Tage nach erfolgter BONT A- bzw. Natriumchloridinjektion erfolgte die eigentliche
Operation an der Rotatorenmanschette, welche primér auf die unilaterale Freilegung des M.
supraspinatus sowie der Supraspinatussehne [121] abzielt. Hier erfolgte eine Abldsung am
Tuberculum majus. Als OP-Vorgehen wurde daher folgender Ablauf gewahlt. Nach
suffizienter Anasthesie (siehe 3.1.4) wurde die betroffene Extremitat rasiert und desinfiziert
(Kodan, Schilke & Mayr, Norderstedt, Deutschland) und das OP-Feld abgedeckt
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(Sengewald Klinikprodukte, Rohrdorf, Deutschland). Es erfolgte eine ca. 3 cm grol3e
Hautinzision tUber dem M. deltoideus (A). Der M. deltoideus wurde in Léangsrichtung
gesplittet und stumpf auseinander gedréangt (B). AnschlieBend wurde die
Supraspinatussehne bis zum Tuberculum majus des Humerus dargestellt und dort scharf
abgel6st. Fur die spater stattfindende transtssére Refixation wurde nicht resorbierbares
Nahtmaterial vom Typ Prolene 6.0 (Ethicon Products, Norderstedt, Deutschland) am
proximalen Ende der Supraspinatussehne durch eine Mason-Allen-Naht vorgelegt (C). Ab
diesem Schritt erfolgte eine Variation zwischen der Gruppe der spannungsarmen Naht (=
frische Rotatorenmanschettenldsion) und der Gruppe, welche eine degenerative, alte
Lasion simulieren soll (Resektion eines 2 mm langen Sehnensticks vor transosséarer
Refixation liefert eine spannungsreiche Naht) [133] (D). Im Anschluss daran wurden
Bohrkanéle zur transossaren Fixierung der Sehne des M. supraspinatus mit der
Bohrmaschine (Proxxon Micromot 50, F6hren, Deutschland) durch das Tuberculum majus
der Humerus gesetzt (E) und die Sehne mittels des vorgelegten nicht resorbierbaren
Nachtmaterials am Tuberculum majus refixiert (F). Die darauf folgende Muskelnaht des M.
deltoideus wurde durch Einzelknopfnahte (G), die Hautnaht mittels einer fortlaufenden Naht
mit resorbierbarem Nahtmaterial vom Typ Vicryl 6.0 (Ethicon Products, Norderstedt,
Deutschland) durchgefiihrt (H). Zusatzlich erfolgte ein  Wundverschluss mittels
Spruhverband (Opsite, Smith&Nephew GmbH, Schenefeld, Deutschland). Noch vor dem
Aufwachen der Tiere wurden den Ratten der Untersuchungs- und Kontrollgruppe mit
Immobilisierung zirkulare Gipsverbande an der operierten Seite angelegt (I, J), diese
werden fur zwei Tage belassen (12,13). Postoperativ wurden die Tiere in einen sauberen
Kafig unter eine Heizlampe, welche eine konstante Temperatur von 30° C gewahrleistet,
gelegt.
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Abb. 9: Der Ablauf der simulierten Rotatorenmanschettenruptur und deren Rekonstruktion mit
postoperativem Nachbehandlungsschema (Erlauterungen siehe Text, eigene Aufnahmen)
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2.1.6 Postoperative Analgesie

Die Tiere erhielten direkt als auch 6 und 12 Std. postoperativ Buprenorphin (Buprenovet,
Bayer Health Care; Leverkusen, Deutschland) 0,05 mg/kg KGW subkutan zur
Schmerzstillung.

2.1.7 Euthanasie der Tiere

Die Nachbeobachtungszeit in der Paralysegruppe betrug 8 Wochen, in der Atrophiegruppe
4, 8, 16 bzw. 32 Wochen. Die Euthanasie der Tiere wurde mittels einer Isoflurannarkose
begonnen. Diese war zum Zwecke der suffizienten i. p. Gabe der Pentobarbital-
uberdosierung (Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos), die die eigentliche Totung einleitet,

notwendig.

2.1.8 Praparatgewinnung

Samtliche Praparate wurden in dem unter 2.1.1 aufgefuhrten Tiermodell erzielt.

2.1.8.1 Paralysegruppe

Nach Euthanasie der Tiere erfolgte die Rasur beider Schultern. Es erfolgt eine ca. 3 cm
grof3e Hautinzision tber dem M. deltoideus. Der M. deltoideus wurde gesplittet und stumpf
unterminiert. AnschlieRend wurde die Supraspinatussehne bis zum Tuberculum majus des
Humerus dargestellt. Es erfolgte nach Eroffnung der Gelenkkapsel eine Exartikulation im
Glenohumeralgelenk sowie im Articulatio cubiti. Samtliche Muskeln mit Ausnahme des M.
supraspinatus wurden scharf abgetrennt. Der M. supraspinatus wurde stumpf unterminiert

und aus seinem Ursprung in der Fossa supraspinata scapulae gel6st.

2.1.8.2 Atrophiegruppe

Die Entnahme der Muskel (M. supraspinatus und M. infraspinatus) erfolgte gemafd dem
unter 2.1.8.1 dargestelltem Verfahren, jedoch schloss sich nach dem Ldsen des M.
supraspinatus aus der Fossa supraspinata scapulae ein scharfes Abtrennen am Ansatz
(Tuberculum majus) an. Analog erfolgte auch die Gewinnung der Préparate des M.
infraspinatus, hier erfolgte eine Losung aus dem dementsprechenden Ursprung in der
Fossa infraspinata scapulae.
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2.2 Histologie und Immunhistochemie der Paralysegruppe
Samtliche Praparate fur die Histologie und Immunhistochemie wurden im Tiermodell geman

2.1 erzielt.

2.2.1 Fixierung der Praparate

Nach Entnahme erfolgte eine dreitagige Fixierung des Gewebes in Formaldehyd 4 %
(Micros GmbH, Art.-Nr.; 29188; Garching, Deutschland) bei 4° C (Liebherr KTP 1750
Premium, Liebherr, Bulle, Schweiz). Als Fixierlésung wurde Formaldehyd 4 % gewahlt, da
niedriger dosierte Losungen zu einer Autolyse des Gewebes fiuhren. Die Ursachen der
Autolyse liegen darin begrindet, dass wegen des niedrigeren osmotischen Drucks der
Losung entgegen des Konzentrationsgefalles Wasser in die Zellen flie3t. Dies fuhrt zum
Aufquellen der Zellen bzw. zur irreversiblen Zerstérung, was zu einer sehr schlechten
morphologischen Qualitat fuhrt.

Hoéher konzentrierte Losungen fuhren wegen des hohen osmotischen Drucks zu einer
Entwésserung des Gewebes. Die Folge ist ein Schrumpfen der Zelle bzw. die Ausbildung

einer Hydrathtille, was auf Grund des Manteleffektes eine Fixierung erschwert.

2.2.2 Entkalkung der Préaparate

Um einerseits bessere Schnittbedingungen, insbesondere zur Darstellung des Knochen —
Sehnen - Ubergangs zu erzielen, andererseits Veranderungen in der Morphologie wie eine
Maskierung zu vermeiden, war eine schonende Entkalkung der Préparate nach erfolgter
Fixierung fur drei Wochen mit EDTA-4Na 20 % Citronensaure, pH 7,1, 1L (EDTA-4Na
200g, Citronensaure-Monohydrat 37,19 g, Gereinigtes Wasser 1 L), Artikel-Nr. E0011,
Apotheke Innenstadt, Universitatsklinikum Minchen)) bei 4° C (Liebherr KTP 1750
Premium, Liebherr, Bulle, Schweiz) notwendig. Die hier vorgestellte Methode erwies sich in

den Vorversuchen hinsichtlich Schnittqualitéat und Morphologie als Methode der Wahl [134].

2.2.3 Entwassern und Einbetten der Praparate

Die Entwasserung und Einbettung der Praparate erfolgte am Vollautomaten (Hypercenter
XP, Shandon, Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA). Dazu wurden die Praparate in
Biopsiekassetten (Rotilabo-Kassette fur Biopsie, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland) platziert, fir 1 h mit Leitungswasser gewassert und gemald programmierten

28


http://www.liebherr.com/HG/de-DE/region-DE/products_hg.wfw/id-407662-0_18431-0
http://www.liebherr.com/HG/de-DE/region-DE/products_hg.wfw/id-407662-0_18431-0
http://www.liebherr.com/HG/de-DE/region-DE/products_hg.wfw/id-407662-0_18431-0
http://www.liebherr.com/HG/de-DE/region-DE/products_hg.wfw/id-407662-0_18431-0

Material und Methoden

Einbettungsprotokoll (siehe Tab. 5) vollautomatisch in Paraffin eingebettet. Die Fertigung
der zu schneidenden Blocke erfolgte an der Paraffinausgie3station (Paraffinausgief3station
Leica EG1160, Leica Biosystems, Nuf3loch, Deutschland).

Medium Temperatur Vakuum Immersion  Drain

Alkohol 70%  20°C J 02:00:00 01:00:00
Alkohol 70% 20°C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 96 % 20° C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 96 %  20°C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 96 % 20° C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 100 % 20°C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 100 % 20°C J 01:00:00 01:00:00
Alkohol 100 % 20° C J 01:00:00 01:20:00
Rotihistol 20° C J 01:30:00 01:00:00
Rotihistol 20° C J 01:30:00 01:20:00
Paraffin 60° C J 01:30:00 01:20:00
Paraffin 60° C J 01:30:00 01:20:00

Tab. 5: Entwésserungs- und Einbettprotokoll der histologischen Schnitte: Nach Entwésserung in
aufsteigenden Alkoholkonzentrationen erfolgt letztlich die Einbettung in Paraffin.

2.2.4  Fertigung der Schnitte

Die histologischen Schnitte wurden an einem Schlittenmikrotom der Firma R. Jung AG
(heute: Leica Microsystems AG), Nuf3loch bei Heidelberg, Deutschland durchgefihrt. Zur
Beurteilung morphologischer Details wurde eine Schnittdicke von 3 um angestrebt [135].
Die Schnitte wurden mittels Seidenpapier in ein Wasserbad (GFL, Artikel-Nr. 1052,
Burgwedel, Deutschland) Ubertragen und nach Aufziehen der Schnitte auf einem
Objekttrager (Objekttrager Superfrost Plus, Thermo Scientific, Waltham, USA) zur besseren
Fixierung auf eine Streckbank (Streckbank 13800, Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschland)
verbracht. Die endgultige Trocknung erfolgte im Brutschrank (Brutschrank Binder,
Tuttlingen, Deutschland) bei 50° C.
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2.2.5 Konventionelle Farbemethoden

Zur Durchfihrung konventioneller Farbungen erfolgte eine Entparafinierung der auf den
Objekttrager aufgezogenen Schnitte mittels eines zweimaligen funfminitigem Bad in
Rotihistol (Rotihistol, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Die Uberfiihrung in die
wassrige Phase wurde mittels einer Reihe von Alkoholverdinnungen in fortlaufend
absteigender Konzentration (Isopropanol 100 % fir 3 min, Isopropanol 100 % fur 3 min,
Isopropanol 96 % fur 3 min, Isopropanol 70 % fir 3 min, Aqua demin. fir 3 min)
durchgefuhrt. Es wurden Farbungen mit Hamatoxilin - Eosin (siehe 2.2.5.1) und Safranin O/
Fast Green (siehe 2.2.5.2) durchgefihrt, welche nach dem Farbeverfahren einer
Entwasserung (Isopropanol 70 % fur 3 min, Isopropanol 96 % fur 3 min, Isopropanol 100 %
fur 3 min, Rotihistol fir 3 min, Rotihistol fur 3 min) unterzogen wurden. Die entwasserten
Schnitte wurden mittels Deckglaser (Deckglaser 24 x 50 mm, Menzel Glaser) mit Eukitt
(Eukitt, O. Kindler GmbH, Freiburg, Deutschland) eingedeckt.

2.2.5.1 Hamatoxilin - Eosin (H. E.)

Die Hamatoxilin - Eosin - Farbung setzt sich zusammen aus einer dreimaligen Kernfarbung
in Hamalaun Farblésung nach Mayer (Sigma, Steinheim, Deutschland) fir jeweils 3 min,
gefolgt von einer 10 - mindtigem Blauungsphase in flieBendem Leitungswasser. Dem
schloss sich eine 3 - minutige Farbephase mit Eosin 0,5 % (Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) an. Die Praparate wurden fur 3 min mit Aqua demin. gespult und dann mit

dem unter 2.2.5 beschriebenen Entwasserungs- und Eindeckschema behandelt.

2.2.5.2 Safranin O/ Fast Green-Farbung

Die nach dem in 2.2.5 dargestelltem Procedere entparafinierten und in die wassrige Phase
Ubergefuhrten Praparate wurden fur 30 s in Safranin O 0,015 % (Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) gefarbt, anschliel3end jeweils in frischem Aqua demin. sechsmalig gedippt.
Danach erfolgte ein 1- minitiges Bad in Fast Green 0,02 % (Sigma, Steinheim,
Deutschland), gefolgt von 8- maligem Dippen in Eisessig 1 %. Das Farbeverfahren wurde
mit sechsmaligem Dippen in Aqua demin. abgeschlossen. Die so gewonnenen Praparate
wurden gemall dem unter 2.2.5 aufgefihrten Entwasserungs- und Eindeckschema fir die
mikroskopische Beurteilung aufbereitet.
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2.2.6 Immunhistochemie

Zur weiteren Beurteilung, insbesondere fur das Verhaltnis von Kollagen | zu Kollagen 1l als
auch zur Differenzierung von Faserknorpel und hyalinem Knorpel ist die Anfertigung von
immunhistochemischen Farbungen notwendig. In der zugrundeliegenden Arbeit wurde die
indirekte Immunperoxidasetechnik (vgl. [136] ) verwendet. Die, wie unter 2.2.1 - 2.2.4
aufgefihrt, erzielten Paraffinschnitte wurden immunhistochemischen Farbungen (2.2.6.2 -

2.2.6.5) unterzogen.

2.2.6.1 Konzentration von Puffer, Reagenzien und Antikdrper
Zur Durchfuhrung von immunhistochemischen Farbungen ist die Anfertigung von Puffer-
und Spullésungen sowie die Dosierung der Antikdrper von hoher Relevanz, welche im

Nachfolgenden aufgefuhrt werden.

PBS: 1L 10x PBS + 9 L Aqua dest.

Waschpuffer: 2 L 1x PBS + 2ml Brij (0,1%)

3% BSA/PBS: 300 mg BSA in 50ml Falcon abwiegen + 10 ml 1x PBS

Proteinase XXIV: 0,1 % in PBS

Hyaluronidase: 0,1 % in PBS

Chondroitinase: 2 U/ml Chondroitinase + 60,54 mg Tris-Puffer + 49,2 mg NaAcetat in
10 ml Aqua dest. pH 8, Gebrauchslésung 2 U/ml mit 0,1 M Tris 1:8

Tris-Puffer: 605,7 mg Tris (121,14 g/Mol) + 50ml Aqua dest. pH7

Ziegenserum: 1:20 mit 3 % BSA/PBS, z. B. 50 pl Serum mit 950 pl 3 % BSA/PBS

AK Kollagen I: Kollagen | 1:400 mit 3 % BSA/PBS, z. B. 1 ml: 2,49 pl AK + 997,51 ul
BSA/PBS

AK Kollagen I Kollagen 1l 1:6 mit 3 % BSA/PBS, z. B. 1 ml: 166,7 ul AK + 833,3 pl
BSA/PBS

AK Kollagen Il Kollagen 111 1:400 mit 3 % BSA/PBS, z. B. 1 ml: 2,49 pl AK + 997,51 ul
BSA/PBS

AK Aggrecan: Aggrecan 1:400 mit 1:400 mit 3 % BSA/PBS, z. B. 1ml: 2,49 pl AK +

997,51 pul BSA/PBS
Sekundarantikorper: horse anti mouse 1:200 mit PBS, z. B. 5 pl AK + 995 pl PBS
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ABC-Komplex: Iml PBS + 1 Tropfen Substanz A + 1 Tropfen Substanz B (aus

staining kit), 20 min vor Gebrauch ansetzen
DAB: 5 ml Aqua dest. + 2 Tropfen Puffer + 4 Tropfen DAB + 2 Tropfen
H202 + 2 Tropfen Nickel Solution

2.2.6.2 Kollagen |
Die Farbung wurde an zwei aufeinanderfolgenden Tagen gemafll dem im folgenden

aufgefuhrten Farbeprotokoll durchgefihrt.

1. Tag
Nach erfolgter Entparafinierung erfolgt ein Hitzeverdau mittels Retrivalpuffer in EDTA-

Puffer pH 9. Dabei werden die Schnitte mittels Dampfgarer nach 5 min Aufwarmphase bei
91 - 94° C gekocht und danach fir 20 min im heil3en Puffer zur Erkaltung belassen. Bei
sich in den Vorversuchen zeigender Demaskierung der Kollagenfasern wird die Heat
Induced Epitope Retrieval (HIER) -Methode mit der Protein Induced Epitope Retrieval
(PIER) - Methode kombiniert. Folglich schliel3t sich der HIER-Methode ein enzymatischer
Verdau mittels Proteinase XXIV 0,1 % in PBS fir 10 min bei Raumtemperatur (20° C) an,
gefolgt von einer 30 min Inkubation in Hyaluronidase 0,1 % bei 37° C im Trockenschrank. ,
Nach der Durchfihrung der PIER-Methode erfolgt ein Waschen in PBS sowie die
Rehydratation in PBS fur 10 min. Folgend auf die Inkubation far 15 min bei
Raumtemperatur in 200 ml PBS mit 200 pl Wasserstoffperoxid, erfolgt abermals ein
dreimaliges Spilen in Waschpuffer fur jeweils 5 min. Diesem schlief3t sich ein 15 min
Enzymverdau mit Chondroitinase bei 37° C im Warmeschrank an. Nach Abklopfen der
Chondroitinase wird nach Definierung des Schnitts 150 ul Goatserum aufgebracht, welches
nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur ebenfalls vom Objekttrager abgeklopft
wird. Es folgt danach das Aufbringen des Primarantikorpers (Kollagen I, NB600-450, Novus
Biologicals, Littleton, USA) und Inkubation bei 4° C im Kihlschrank Gber Nacht.

2. Tag:
Nach Entnahme der Schnitte aus dem Kuhlschrank erfolgt dreimalig ein 5 min Spilen der

Schnitte in Waschpuffer, gefolgt vom Aufbringen des Sekund&rantikérpers (horse anti

mouse, Vector Laboratories, Burlingame, Ca, USA) mit nachfolgender Inkubation bei
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Raumtemperatur von 30 min. Die immunhistochemische Farbung wird fortgesetzt mit einem
dreimaligem Waschvorgang fur jeweils 5 min. Durch das Aufbringen des ABC-Komplexes
fur 30 min wird durch die Biotinilierung und der Bindungsfahigkeit fir Avidin eine
Verstarkung der Farbewirkung erzielt. Nach abermaligem Waschvorgang erfolgt die
Farbung mittels DAB fur 6 - 8 min unter mikroskopischer Kontrolle der Farbewirkung. Die
Farbung wird mittels Dippen im Aqua dest. und 1 min Kernfarbung mit Hamalaun nach
Mayer nach 5 min Blauungsvorgang unter flieBendem Leitungswasser abgeschlossen. Es

erfolgt das Eindecken der Schnitte mittels Abdeckglaser.

2.2.6.3 Kollagen Il

Die immunhistochemische Farbung mittels Antikérper gegen Kollagen Il erfolgt nach dem
unter 2.2.6.1 genannten Schema. Eine Ausnahme stellt den Verzicht auf die Heat Induced
Epitope Retrieval (HIER)- Methode und die alleinige Verwendung der Protein Induced
Epitope Retrieval (PIER)- Methode dar, weiterhin erfolgt der Austausch des

Priméarantikdrpers gegen einen Kollagen Il- Antikdrper (CHCL1, University of lowa, USA).

2.2.6.4 Kollagen Ill und Aggrecan

Die Farbungen fur Kollagen 11l und Aggrecan erfolgen nach dem unter 2.2.6.1 genannten
Farbeschema, abgesehen von der Verwendung von spezifischen PrimarantikGrper
(Kollagen Ill, NBP1-41324, Novus Biologicals, Littleton, USA, bzw. Aggrecan ABIN259055,
antibodies online, Atlanta, USA).

2.2.7 Polarisationsmikroskopie mittels Picrosirius Red

Zur Beurteilung von Faserverlauf und Insertionswinkel der Kollagenfasern an der Enthesis
erfolgte eine Farbung mit Picrosirius Red, dabei wird eine Modifikation des Farbeprotokolls
in Anlehnung an Puchtler et al. [137] und Junqueira et al. [138] durchgefiihrt. Nach
Entparafinierung und Rehydrierung der Schnitte (siehe 2.2.5) erfolgt initial die Kernfarbung
mit Weigert's Hamalaun fur 8 min, gefolgt von einer 5 min Blauungsphase unter laufendem
Leitungswasser. Nach dreimaliger Inkubation der Schnitte in Waschpuffer erfolgt die
einstindige Farbung mit Picrosirius Red (Direct Red 80, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Nach dem Farbevorgang erfolgt abermals ein dreimaliger 5 min Waschvorgang in
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Pufferlosung. Fortgefihrt wird die Farbung mit dem wie unter 2.2.5 beschriebenen

Dehydratationsvorgang und dem Eindecken der Schnitte.

2.2.8 Auswertemethoden und -verfahren der Paralysegruppe

Samtliche hier aufgefiihrten Ergebnisse wurden gemald den oben aufgelisteten Methoden
und Verfahren erzielt.

Die zu Auswertungszwecken notwendigen statistischen Verfahren fir den Bereich der
Paralysegruppe und bildmorphologischen Untersuchungen wurden mittels Graph Pad
Prism (Graph-Pad Prism Version 5.02 fur Windows, San Diego, Kalifornien), Image J
(Flachen- und Winkelmessungen) sowie die primaren Aufnahmen mittels Zeiss Axio Vision
(Aufnahmesoftware, Zeiss, Jena, Deutschland) mit Zeiss Axio Cam (Zeiss, Jena,
Deutschland) fur den Part der konventionellen und immunhistochemischen Farbemethoden
durchgefuhrt. Die Confocal Mikroskopie sowie deren Auswertung erfolgten an einem
Confocal Mikroskop der Firma Zeiss (Zeiss, Jena, Deutschland). Zur GroRRenoptimierung
der Bilder erfolgte eine Bearbeitung der Schnitte mittels Gimp 2 (GNU Image Manipulation
Program, Freeware) und Paint (Paint, Microsoft, Redmond, USA)

Bezugnehmend auf andere Veréffentlichungen sowie auf Grundlage eines statistischen
Gutachtens [132] wurde eine Gruppengrof3e von 6 Tieren pro Untersuchungsparameter
gewahlt [47, 72, 139]. Die Auswertung der Querschnittsflachen erfolgte mit dem nicht
parameterfreien Mann-Whitney U-Test. Es wurde ein Signifikanzniveau mit p<0,05 gewahlt.
Die Kollagenflachenmessungen sowie die Insertionswinkelmessung erfolgten einer
statistischen Auswertung mittels des t-Tests. Die Untersuchungsparameter wie
Entziindungsreaktion, Vaskularisierungsgrad, Durchgangigkeit der Kollagenfasern usw.

wurden keiner statistischen Analyse unterzogen.

2.3. Atrophiegruppe

Zur Detektion struktureller Veranderungen des Muskels wurde eine Langzeitstudie
durchgeflihrt, welche nach den Zeitrdumen 4, 8, 16 und 32 Wochen (siehe 2.1.2.2 und
2.1.8.2) eine Nachbeobachtung hinsichtlich Gewicht und Volumen des Muskels sowie eine
histologische Aufarbeitung der Praparate mit besonderem Focus auf Verfettungsgrad und
Kernmorphologie der Myozyten zum Ziel hatte.
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2.3.1 Volumen-und Gewichtsmessung
Angelehnt an die Veroffentlichung von Hettrich et al. [72] fihrten wir ebenfalls Messungen

sowohl des Volumens als auch des Muskelgewichts durch, um im Zeitfenster von 32
Wochen eine Reversibilitat der Atrophie und der damit verbundenen Veranderungen

detektieren zu kénnen.

2.3.1.1 Gewichtsmessung

Die wie unter 2.1.8.2 aufgefuihrt, gewonnenen Pr&parate wurden unverziglich nach
Entnahme einer Gewichtsmessung zugefihrt, diese erfolgte an einer Satorius Histolabor
Prazisionswaage unter konstantem Luftdruck (1023hPa) und konstanter Temperatur (hier:
21,7° C).

2.3.1.2 Volumenmessung

Nach durchgefiuhrter Gewichtsmessung erfolgte die Hydratation des Muskels in isotoner
Kochsalzlésung. Da in Anbetracht des geringen Muskelgewichts nur sehr kleine
Volumendnderungen zu erwarten waren, wurden samtliche Messungen in einer
Insulinspritze (Insulinspritze Omnifix F, Braun, Melsungen, Deutschland) , welche hierzu mit
einem konstanten Flussigkeitsspiegel von 0,3 ml beflllt wurde, durchgefiihrt. Das Volumen

des Muskels ergibt sich aus der Differenz des verdréangten Volumens.

2.3.1.3 Dichteberechnung

Zur Objektivierung der Gewichts- und Volumenmessung erfolgte aus den ermittelten Daten
die Dichteberechung. Diese sollte in Zusammenschau mit der nachfolgenden
histologischen Aufarbeitung (siehe 2.3.2) die These einer vermehrten Verfettung des
Muskels unter Botulinumneurotoxin A und den daraus sich ergebenden

Dichteunterschieden herausstellen.

2.3.2 Histologie

Zur weiteren Unterstlitzung der These, dass Injektionen mittels Botulinumneurotoxin A zu
einer reversiblen Atrophie und Verfettung des Muskels fihren sowie als Grundlage fur die
Confocal Mikroskopie wurden sowohl konventionelle Ubersichtsfarbungen als auch

Spezialfarbungen zur Detektion von Fettgewebe und Kernmorphologie der Myozyten
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durchgefuhrt. Samtliche Untersuchungen wurden an kryofixierten Schnitten (siehe 2.3.2.1)
durchgefhrt.

2.3.2.1 Fixierung der Praparate

Nach Entnahme der Muskeln (siehe 2.1.8.2) erfolgte die Fixierung der Praparate, zu dem
die Muskeln in Einbettschélchen (Tissue Tek Cryomold Standard, 25x20x5 mm, Sakura
Finetek GmbH, Heppenheim, Deutschland) verbracht werden, gefolgt von einer
Uberschichtung mit einem wasserloslichem Kryoeinbettmedium (Tissue Tek Compound
Einbettmedium, Sakura Finetek GmbH, Heppenheim, Deutschland). Die so gewonnenen
Praparate wurden zur Fixierung in flussigen Stickstoff verbracht, um dort auszuharten. Bis
zur Fertigung von Gefrierschnitten erfolgte eine Asservierung der Blocke im Gefrierschrank
bei -20° C.

2.3.2.2 Fertigung der Schnitte

Samtliche Gefrierschnitte wurden am Gefriermikrotom (Leica Biosystems, Nuldloch,
Deutschland) unter konstanten Temperaturbedingungen von -17° C durchgefiihrt, dabei
wurde ebenfalls eine Schnittdicke von 3 pm angestrebt. Die Schnitte wurden auf
Objekttrager (Objekttrager Superfrost, Thermo Scientific, Waltham, USA) aufgezogen und

bis zur endgultigen Verwendung im Gefrierschrank bei -20° C asserviert.

2.3.2.3 Farbemethoden

Die im Rahmen der Atrophiegruppe gewonnenen und initial einer Volumen- und
Gewichtsmessung zugefuhrten Praparate (vgl. 2.3.1) wurden nach Kryofixierung (2.3.2.1)
und Fertigung von Gefrierschnitten (2.3.2.2) sowohl konventionellen als auch

immunfluoreszierenden Farbemethoden zugefihrt.

2.3.2.3.1 Ubersichtsfarbung mit Hamatoxilin — Eosin
Die Ubersichtsfarbung mit Hamatoxilin- Eosin (H.E.) erfolgte analog dem unter 2.2.5.1
aufgezeigten Farbeschema, abgesehen davon, dass eine Verwendung von Gefrierschnitten

erfolgt, welche gemalf 2.3.2.2 erzielt wurden.
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2.3.2.3.2 Fettfarbung

Zur Darstellung des moglichen Verfettungsgrades wurde eine Farbung mit Nilrot
durchgefuhrt. Bei Nilrot, oder ebenfalls als Nilblau-Oxazon bezeichnet [140], handelt es sich
um einen fluoreszierenden Phenoxacinfarbstoff, welcher basierend auf der Hydrophobie
der Lipide ein Fluoreszenzverhalten im rot-gelblichen Bereich zeigt.

Die Farbung wurde an Kryoschnitten nach dem unten aufgefihrten Schema durchgefinhrt.
Initial setzt sich die Farbung aus den Komponenten Nilrot und Hoechst 33342 zusammen,
welche vor Farbebeginn von der Stocklésung in eine Arbeitslosung Uberfuhrt werden

mussen.

Nilrot (Invitrogen N1142, Palsley, UK, 25 mg, MG 318,37)
Stocklésung: 1 mg/ml, d. h. 25 mg Nilrot in 12,5 ml DMSO auflésen, in 1 ml Aliquots

positionieren, mit Alufolie umwickelt im Kihlschrank lagern
Arbeitslésung: 100 ml PBS + 100 pl Nilrot (0,5 mg/ml)

Hoechst 33342 (Invitrogen H-1399, Palsley, UK)
Stocklésung: 1 mg/ml

Arbeitslésung: 10 pl + 70 pl PBS, mit Alufolie umwickelt im Kihlschrank lagern

Die eigentliche Farbung findet nach Auftauen der Kryoschnitte statt. Zur Farbung werden
die Schnitte mit 100 ml PBS, 100 pl Nilrot (0,5 mg/ml) und 50 pl Hoechst 33342 (1 mg/ml) in
eine Farbegondel fir 15 min verbracht und dunkel inkubiert. Der Farbung schlief3t sich eine
zweimal funfminttige Spulung in PBS an. Nach diesem Procedere werden die Schnitte

einer Kernfarbung mit Sytox Green (siehe 2.3.2.3.3) zugefihrt.

2.3.2.3.3 Kernfarbung

Zur Erzielung einer Kernfarbung erfolgt die Farbung mit Sytox Green (Invitrogen, Palsley,
UK) in der Konzentration 1:20000 verdinnt mit PBS und eine Inkubation im Dunkeln bei
Raumtemperatur fir 30 min. Nach dieser Farbung werden die Schnitte abermals fur jewelils
5 min zweimalig in PBS verbracht.

Zur Erzielung einer besseren Qualitat der Fotos wird auf eine sofortige Eindeckung

verzichtet und erst nach Anfertigung der Fotos mittels Deckglaser (Deckglaser 24 x 50 mm,
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Menzel Glaser) und DAPI Mountain Medium eine langfristige Archivierung mdglich

gemacht.

2.3.2.4  Confocal Mikroskopie

2.3.2.4.1 Prinzip der Confocal Mikroskopie

Der grof3te Unterschied im Vergleich zur konventionellen Lichtmikroskopie besteht darin,
dass es bei der Confocal Mikroskopie nicht zu einer kompletten Abbildung des Praparats
kommt, sondern sich das Gesamtbild aus dem mittels Laser abgerasterten Bildpunkten
durch eine Lochblende zusammensetzt. Dadurch kénnen selektiv nur Informationen aus
der abgebildeten Ebene zum Detektor vordringen. Uber eine Fluoreszenzmessung mit
nachfolgender Rekonstruktion der Einzelbilder zum Gesamtbild ergibt sich auf Grund der
Schnittfolge im Gegensatz zur konventionellen Mikroskopie die Mdoglichkeit einer
dreidimensionalen Darstellung des Untersuchungsobjekts [141, 142]. Nach Sheppard et al.
[143] besteht weiterhin bedingt durch die Lochblende ein scharferes Auflosungsvermogen,
was die Punktscharfe erhoht. Nachfolgende Grafik zeigt den Aufbau und die

Funktionsweise eines Confocal Mikroskop.

Detektor

Zwischenbildebene
mit Lochblende

Tubuslinse

Strahlteiler J / I

/ Anregungs-
lochblende

Objektiv \ /
Scharfeebene /

im Praparat Vv

Abb. 10: Aufbau eines Confocal Mikroskop, Abb. aus [144]: Bei der Confocalmikroskopie wird mittels
einer punktférmigen Lichtquelle, meist mittels Laser das Praparat rasterformig abgetastet. Die jeweilige
beleuchtete Stelle wird durch das Objektiv auf die Lochblende fokussiert und schlieBlich vom Detektor
aufgenommen. Da Beleuchtungspunkt und der Punkt in der Mitte der Lochblende gleichzeitig im Focus
stehen, wird dies als confocal bezeichnet.
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2.3.2.4.2 Versuchsaufbau

Zur Darstellung von Verfettungsgrad und Morphologie der Myozyten wurde aus den wie
unter 2.3.2.3.2 und 2.3.2.3.3 dargestellten Farbungen eine Confocal Mikroskopie nach dem
unter 2.3.2.4.1 aufgefuhrtem Schema durchgefuhrt. Samtliche Aufnahmen wurden an
einem confocalen Laserscanningmikroskop (Zeiss, Jena, Deutschland) unter Zuhilfenahme
eines Photoelektronenvervielfachers (PMT, engl. fur photomultiplier tube) bei 412 V
durchgeftihrt. Dabei wurden Stacks (Fusionsbild ("Merging™) aus 20 einzelnen Aufnahmen,
welche mittels Bildbearbeitungssoftware auf der Grundlage von identischen Bildanteilen
gleich ausgerichtet wurden) erstellt, die nachfolgend die Grundlage fur die mittels

Computeranalyse erstellten Grafiken darstellen.

2.3.2.5 Messung der Fibrillendurchmesser und Beurteilung Morphologie der
Myozyten

Auf der Basis der H.E.- Schnitte erfolgte eine Messung der Fibrillendurchmesser an drei

zufallig gewéhlten Stellen mit Bildung des Mittelwerts mittels ImageJ, weiterhin wird

bildmorphologisch das Aussehen der Myozyten beurteilt.
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3 Ergebnisse

Samtliche hier aufgefihrten Ergebnisse wurden gemafR den unter 2. aufgelisteten
Methoden und Verfahren erzielt.

Zusammenfassend verstarben zwei Tiere postoperativ durch anasthesiologische
Probleme. Es zeigten sich weiter keine anderen peri- oder postoperativen Probleme,
insbesondere zeigten sich keine Veranderungen bei der Nahrungsaufnahme (z.B.
schmerzbedingt oder auf Grund der Immobilisation). Die Versuchstiere, die zum Zwecke
der Immobilisation mit einem zirkularen Gips fur 2 Tage versorgt wurden und fir diesen
Zeitraum isoliert gehalten wurden, kehrten schnell nach Entfernung des Gipses zu einer
normalen Funktion des Vorderlaufs zurtick. Weiterhin konnten keine Veranderungen im

Sozialverhalten, wie Zeichen einer Aggression oder Eigengefahrdung festgestellt werden.

3.1 Paralysegruppe

3.1.1 Gewichtszunahme bis zum Tdtungszeitpunkt

Hinsichtlich des Korpergewichts konnten wir keine signifikanten Veranderungen (p>0,05)
innerhalb der Gruppen zwischen Injektions- und Euthanasiezeitpunkt feststellen, dabei war
es unerheblich, ob eine Immobilisation oder Infiltration von Botulinumneurotoxin A oder

deren Kombination erfolgte.

Gewichtszunahme bis zum
Totungszeitpunkt

S/I/B
oS/I/B
S/ol/B
S/1/oB

oS/ol/B
0S/I/oB
S/ol/oB
oS/ol/oB

T T T T T T

0,7 0,8 0,9 1 1,1 1,2 1,3 1,4

Abb. 11: Gewichtszunahme bis zum Totungszeitpunkt: Unabhangig von der Versorgungsmethode
konnten keine signifikanten Verdnderungen des Korpergewichts innerhalb der Versuchsgruppen
nachgewiesen werden, so dass davon auszugehen ist, dass Immobilisation oder selektive Paralyse keinen
Einfluss auf Nahrungsaufnahme und das Gruppenverhalten zeigt. Abkiirzungen gemaf Abb. 7 : Botox (B),
NaCl (oB), spannungsreiche Naht (S), spannungsarme Naht (0S), Immobilisation mittels Gips (I) und freie
Mobilisation (ol)
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3.1.2 Koeffizient von Kollagen | zu Kollagen Il als Zeichen einer fortgeschrittenen
Sehnenheilung

Basierend auf den Flachenmessungen der immunhistochemischen Farbungen und
bezugnehmend auf den Ablauf der Sehnenheilung (vgl. 1.3.2) erfolgte die Berechnung des
Kollagen I/ Kollagen lll-Koeffizienten. Dabei zeigte sich unter besonderem Focus auf die
vorhandene bzw. nicht vorhandene Paralyse, dass sich bei simulierten alten degenerativen
Rotatorenmanschettendefekten unter Verzicht auf eine Immobilisation ein signifikantes
Benefit (p= 0,0051) bei Verwendung von Botulinumneurotoxin A ergibt. In der Kombination
von Immobilisation und Paralyse konnte ebenfalls in der BONT A-Gruppe ein hdherer,

wenngleich auch nicht signifikanter (p=0,251) Koeffizient erzielt werden.

Koeffizient Kollagen I/ Kollagen
Il

, *
I 1

B/S/ol B/S/| oB/S/ol oB/S/I Kontrolle

QO R NN W B 0O

Abb. 12: Der Kollagen I/ Kollagen lll-Koeffizient als Zeichen einer fortgeschrittenen Sehnenheilung:
Wie aus der Grafik ersichtlich, zeigt sich insbesondere bei spannungsreicher Rotatorenmanschettennaht
unter Verzicht auf Immobilisation durch die Verwendung der selektiven Paralyse (B/S/ol) im Vergleich zur
Kontrollgruppe (oB/S/ol) ein signifikanter Unterschied (p=0,0051)*. Die Kombination aus beiden
Immobilisationsverfahren liefert tendenziell ebenfalls einen héheren Koeffizienten, wenngleich sich hier keine
signifikanten Werte erzielen lassen.
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Abb. 13: Vergleich der Untersuchungsparameter spannungsreiche Naht ohne Immobilisation unter
dem Einfluss des Parameters der vorhandenen (A) und nicht vorhandenen Paralyse (B): Es zeigt sich
unter dem Einfluss der praoperativen selektiven Paralyse ein signifikant héherer Kollagen I/ Kollagen IiI-
Koeffizient, vgl. Abb. 12), K: Knochen, S: Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge; eigene Aufnahme: links
Farbung Antikdrper gegen Kollagen |, rechts Farbung Antikdrper gegen Kollagen Il

Unter Simulation einer frischen Rotatorenmanschettenruptur konnte innerhalb der
Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied aufgezeigt werden, wenngleich die
Verwendung von Botulinumneurotoxin A als praoperatives Adjuvans hdhere Koeffizienten

erzielen lief3.
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Koeffizient Kollagen 1/ Kollagen
i

T
T
T T T T

B/oS/ol B/oS/I oB/oS/ol oB/oS/I Kontrolle

O L N W » U1 O

Abb. 14: Der Kollagen I/ Kollagen llI-Koeffizient bei spannungsarmer Naht: Im Gegensatz zur
spannungsreichen Naht lassen sich keine signifikanten Werte erzielen, wenngleich unter Verwendung einer
selektiven Paralyse sich sowohl isoliert als auch in Kombination mit einer Immobilisation héhere Koeffizienten
erzielen lassen.

Untersuchungsparameter p-Value
B/S/ol vs. oB/S/ol 0,00051*
B/S/l vs. oB/S/I 0,251
B/oS/ol vs. oB/oS/ol 0,143
B/oS/I vs. oB/oS/I 0,241

Tab. 6: Statistische Auswertung unter besonderem Focus auf die Verwendung der selektiven
Paralyse: Wie den oben aufgeflihrten Grafiken zu entnehmen ist, zeigt sich unter selektiver Paralyse
i(T)sbesondere bei spannungsreicher Naht ohne zusatzliche Immobilisation (B/S/ol) ein signifikantes Benefit
Bei besonderem Fokus auf das Spannungsreichtum der Naht zeigte sich, dass sich
insbesondere bei spannungsreicher Naht durch die praoperative Paralyse im Bezug zur
korrespondierenden Vergleichsgruppe positive Aspekte hinsichtlich des Kollagen 1/
Kollagen llI- Koeffizienten ergeben (siehe oben). In der Kombination spannungsreiche
Naht mit selektiver Paralyse lie3en sich die negativen Auswirkungen der erhdhten Vorlast
abmildern und vergleichbare, teils erhthte Parameter im Vergleich zur individuellen
Kontrollgruppe erzielen. Maximale Abweichungen zeigten sich insbesondere, wenn das
Spannungsreichtum der Naht mit dem Wegfall von selektiver Paralyse oder Immobilisation
kombiniert wurde (vgl. B/S/ol vs. oB/S/ol, siehe Tab. 8).

43



Ergebnisse

Untersuchungsparameter Koeffizient
Kontrolle 4,67 £ 0,61
B/S/ol 3,05+ 0,87
B/oS/ol 2,69 + 0,53
B/S/I 2,57 +0,48
B/oS/I 2,41 + 0,63
oB/S/I 2,41 +0,51
oB/oS/ol 1,89 +0,21
oB/oSl/I 1,81 + 0,34
oB/S/ol 0,92 £ 0,25
Tab. 7: Der Kollagen I/ Kollagen Il - Koeffizient im Vergleich der Untersuchungsparameter: In der

Kontrollgruppe zeigt sich ein dem Literaturwert entsprechendes Verhéltnis von Kollagen | und Kollagen III.

Tendenziell ist durch selektive Paralyse ein hoherer

Koeffizient erzielbar,

ohne die Parameter

Spannungsreichtum und Immobilisation in Rechnung zu stellen. Die grof3ten positiven Auswirkungen zeigen
sich bei spannungsreicher Naht unter Verzicht auf eine Immobilisationsbehandlung (vgl. B/S/ol vs. oB/S/ol)

Unter besonderer Berlicksichtigung des Parameters Immobilisation lasst sich sagen, dass

die Kombination aus Immobilisation und selektiver Paralyse niedrigere Verhéltnisse

erzielen lasst als die alleinige Verwendung der selektiven Paralyse (vgl. B/S/ol vs. B/S/I).

Weiterhin erscheint auch die selektive Paralyse einer Gipsbehandlung bis zum 2.

postoperativen Tag zum Zwecke der Immobilisation Uberlegen.
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Abb. 15: Die Auswirkungen der Immobilisation bei zeitgleicher selektiver Paralyse: Unter Kombination
der Immobilisation mit selektiver Paralyse (B) lassen sich geringere Werte wie unter alleiniger
Paralysebehandlung (A) erzielen (exemplarische Darstellung an A (B/S/ol) vs. B (B/S/l), K: Knochen, S:
Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge); eigene Aufnahme: links Farbung Antikdrper gegen Kollagen I, rechts
Farbung Antikdrper gegen Kollagen 1l

3.1.3 Knorpelbildung am Knochen-Sehnen-Interface

Die Praparate von Tieren, welche praoperativ einer selektiven Paralyse sowie postoperativ
einer Immobilisation mittels eines zirkularen Gipses fur 2 Tage unterzogen wurden, zeigten
im Vergleich zu nicht eingegipsten Tieren bzw. zu mit Natriumchlorid behandelten Tieren
eine wesentlich geringere Kollagen lI-Flache am Knochen-Sehnen-Interface. Die Kollagen
[I-Flachen waren in den Gruppen mit simulierter degenerativer Rotatorenmanschetten-
ruptur ohne zusatzliche Immobilisation unter préaoperativer Botulinumneurotoxin A-
Injektion signifikant grof3er im Vergleich zur Referenzgruppe unter NaCl (0,60 + 0,1 mm?
vs. 0,39 + 0,14 mm?, p=0,0235). Unter einer Immobilisationsbehandlung mittels Gips zeigte

sich bei der simulierten degenerativen Rotatorenmanschettenruptur eine mittlere
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Durchschnittsflache von 0,48 + 0,08 mm? in der Paralyse- bzw. 0,65 + 0,1 mm?2 in der

Kontrollgruppe unter NaCl.

Flache Kollagen Il im Bereich der
Enthesis
1,2
1
L * ]
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B/S/I B/S/ol oB/S/I oB/S/ol Kontrolle

Abb. 16: Die Kollagen lI-Flache im Bereich der Enthesis unter spannungsreicher Naht: Wie obiger
Grafik zu entnehmen ist, zeigen sich unter alleiniger Immobilisationsbehandlung die groften Flachen, gefolgt
von alleiniger selektiver Paralyse. Die Kombination aus beiden Verfahren lasst geringere Flachen aufzeigen,
wahrend die Ausbildung von Knorpel unter Verzicht jeglicher Verfahren auf ein Minimum reduziert ist. Ein
signifikantes Benefit (*) lasst sich bei spannungsreicher Naht ohne Immobilisationshehandlung unter
selektiver Paralyse erzielen (p=0,0235).
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Abb. 17: Vergleich der Untersuchungsparameter spannungsreiche Naht ohne Immobilisation unter
dem Gesichtspunkt der selektiven Paralyse: Unter Zuhilfenahme der selektiven Paralyse (A) lassen sich
signifikant gréRere Flachen von Kollagen Il im Bereich der Enthesis detektieren, p=0,0235, K: Knochen, S:
Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge; eigene Aufnahme: links Farbung mittels Antikdrper gegen Kollagen I,
rechts Safranin O/ Fast Green-Farbung

Bei Simulation einer frischen Rotatorenmanschettenruptur zeigte sich eine signifikant
(p=0,0173) groRere Kollagen II-Flache von 0.98 + 0.12mm? in der BoNT A Gruppe bei
fehlender zusatzlicher Immobilisation im Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe
unter Natriumchlorid mit 0.51 + 0.03mm2. Unter Immobilisationsbehandlung mittels Gips
zeigten die mit normaler Vorlast operierten Tiere unter praoperativer selektiver Paralyse
eine Kollagen II- Flache von 0.52 £ 0.1 mm?2, in der Kontrollgruppe unter Natriumchlorid
0.65 + 0.03 mm>.
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Abb. 18: Die Kollagen lI-Flache im Bereich der Enthesis unter spannungsarmer Naht: Wie obiger Grafik
zu entnehmen ist, zeigt sich bei spannungsarmer Naht unter alleiniger selektiver Paralyse die grofite Flache,
welche Uber die der Kontrollgruppe noch hinausgehen, gefolgt von alleiniger Immobilisationsbehandlung. Die
Kombination aus beiden Verfahren lasst geringere Flachen aufzeigen, wahrend die Ausbildung von Knorpel
unter Verzicht jeglicher Verfahren die geringsten Werte aufweist. Bei Simulation einer frischen
Rotatorenmanschettenruptur zeigte sich eine signifikant (p=0,0173) groRere Kollagen Il- Flache in der BoNT
A Gruppe bei fehlender zusatzlicher Immobilisation im Vergleich zur korrespondierenden Kontrollgruppe
unter Natriumchlorid (*).
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Abb. 19: Vergleich der Parameter spannungsarme Naht in Kombination mit fehlender Immobilisation
unter Auswirkung der Anwendung von selektiver Paralyse: Bei Simulation einer frischen
Rotatorenmanschettenruptur zeigt sich eine signifikant (p=0,0173) groRere Kollagen lI-Flache von 0.98 +
0.12mm?2 in der BoNT A Gruppe bei fehlender zusatzlicher Immobilisation (A) im Vergleich zur
korrespondierenden Kontrollgruppe unter Natriumchlorid (B) mit 0.51 + 0.03mm2. Auch im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle lassen sich unter selektiver Paralyse erhdhte Kollagen 1l-Flachen detektieren, K:
Knochen, S: Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge; eigene Aufnahme: links Farbung mittels Antikérper gegen
Kollagen Il, rechts Safranin O/ Fast Green-Farbung
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Bei besonderem Focus auf den Messparameter "Immobilisation” konnte gezeigt werden,
dass sowohl bei simulierter alter Rotatorenmanschettenruptur als auch bei frischer Ruptur
die Kombination aus Immobilisation und Paralyse im Vergleich zur Anwendung nur einer
Immobilisationsart teils statistisch signifikant, im Vergleich auch (Uber alle
Untersuchungsgruppen hinweg geringere Flachen von Kollagen Il erzielen lasst (vgl. Abb.
19).

Untersuchungsparameter p-Value
B/oS/l vs. B/oS/ol 0,012*
B/oS/I vs. oB/oS/I 0,154
B/oS/ol vs. oB/oS/ol 0,027*
oB/oS/lvs. oB/oS/ol 0,241
Untersuchungsparameter p-Value
B/S/l vs. B/S/ol 0,0836
B/S/l vs. 0B/S/I 0,0172*
B/S/ol vs. oB/S/I 0,1921
oB/S/1 vs. 0B/S/ol 0,0248*

Tab. 8: Die Kollagen lI-Flache im Bereich der Enthesis unter besonderer Beachtung des Parameters
Immobilisation: Sowohl bei simulierter alter Rotatorenmanschettenruptur als auch bei frischer Ruptur kann
gezeigt werden, dass die Kombination aus Immobilisation und Paralyse im Vergleich zur Anwendung nur
einer Immobilisationsart teils statistisch signifikante (*), im Vergleich auch Uber alle Untersuchungsgruppen
hinweg geringere Flachen von Kollagen Il erzielen lasst.
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Abb. 20: Vergleich der Untersuchungsparameter spannungsreiche Naht mit Immobilisation unter dem
Gesichtspunkt der selektiven Paralyse: Unter zusatzlicher selektiven Paralyse (B) lassen sich signifikant
geringere Flachen von Kollagen II im Bereich der Enthesis detektieren, p=0,0172), C: unbehandelte
Kontrollgruppe (K: Knochen, S: Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge); eigene Aufnahme: links Farbung
mittels Antikdrper gegen Kollagen Il, rechts Safranin O/ Fast Green-Féarbung
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Unter dem Parameter Spannungsreichtum der Naht zeigte sich tendenziell ein in allen
Versuchsgruppen geringerer Wert hinsichtlich der Kollagenflache im Vergleich zur
Kontrollgruppe mit spannungsarmer Naht (vgl. Abb. 19 - 21). Durch den Einsatz von
selektiver Paralyse mittels Botulinumneurotoxin A konnten gréf3ere Kollagen-II-Flachen in
allen Versuchsgruppe mit spannungsreicher Naht erzielt werden (vgl. Abb. 22 + 23).
Weiterhin zeigte sich, dass die Kombination aus Immobilisation und selektiver Paralyse

geringere Flachen erzielen lasst (siehe oben).

Flache Kollagen Il im Bereich der
Enthesis unter besonderem Focus auf
das Spannungsreichtum der Naht
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Abb. 21: Vergleich der Kollagen lI-Flachen unter besonderem Focus auf das Spannungsreichtum der
Naht ohne préaoperative Paralyse: Tendenziell zeigt sich bei spannungsreicher Naht eine geringere
Kollagen-lI-Flache im Vergleich zur spannungsarmen Kontrollgruppe.
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Abb. 22: Auswirkungen des Spannungsreichtums der Naht auf die Kollagen-II-Flache: Unter
spannungsreicher Naht zeigt sich eine geringere Kollagen-ll-Flache, was als Zeichen einer geringeren
Verzahnung gewertet wird (exemplarische Darstellung an oB/oS/ol (A) und oB/S/ol (B), K: Knochen, S:
Sehne, I: Interface, E: Epiphysenfuge); eigene Aufnahme: Farbung mittels Antikérper gegen Kollagen II

Flache Kollagen Il im Bereich der
Enthesis unter besonderem Fokus auf
das Spannungsreichtum der Naht
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Abb. 23: Vergleich der Kollagen lI-Flachen unter besonderem Focus auf das Spannungsreichtum der
Naht bei préoperativer Paralyse: Es zeigen sich ebenfalls bei spannungsarmer Naht im Vergleich zur
spannungsreichen Kontrollgruppe erhéhte Kollagen II-Flachen, wenngleich in Kombination von selektiver
Paralyse mit Immobilisation sich identische Werte zeigen (vgl. B/oS/I vs. B/S/I)

53



Ergebnisse

Abb. 24: Abmilderung des negativen Aspektes des Spannungsreichtums der Naht bei gleichzeitiger
praoperativer Paralyse (exemplarisch dargestellt an B/oS/lI (A) und B/S/I (B), K: Knochen, S: Sehne, I:
Interface, E: Epiphysenfuge); eigene Aufnahme: Farbung mittels Antikdrper gegen Kollagen I

Untersuchungsparameter p-Value
B/S/I vs. B/oS/I 0,092
B/oS/l vs. oB/oS/I 0,007*
B/S/I vs. oB/S/I 0,073
oB/S/l vs. oB/oS/I 0,237
Untersuchungsparameter p-Value
B/S/ol vs. B/oS/ol 0,001*
B/oS/ol vs. oB/oS/ol 0,002*
B/S/ol vs. oB/S/ol 0,130
oB/S/ol vs. oB/oS/ol 0,289
Tab. 9: Exemplarische Auflistung der Signifikanzniveaus der Kollagen II- Flachen unter den

Bedingungen von praoperativer Paralyse, Spannungsreichtum der Naht und stattgehabter
Immobilisation: Zusammenfassend zeigen sich signifikante Verdnderungen zugunsten der praoperativen
Paralyse mit Botulinumneurotoxin A, welche teils unter zusatzlicher Immobilisation sich weiterhin steigern
lassen. Ebenso lasst sich das Spannungsreichtum der Naht als signifikanter Parameter detektieren, welcher
sich unter Einfluss der selektiven Paralyse abmildern lasst (siehe auch Abb. 23 und 24)

3.1.4 Faserverlauf in der Polarisationsmikroskopie

Die Kollagenfasern der Tiergruppen, welche praoperativ einer selektiven Paralyse mit
Botulinumneurotoxin A zugefuhrt wurden, zeigten im Bezug auf die Ausrichtung einen
héheren Ordnungsgrad und orientierten sich hinsichtlich des Verlaufes mehr den

Gegebenheiten der unbehandelten, kontralateralen Schulter. Das Maximum dieser
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Abweichung konnte unter Abwesenheit einer Immobilisation erzielt werden. Der
kumulative Effekt bei Verwendung von Immobilisation und selektiver Paralyse kam kaum
zur Geltung. Das Spannungsreichtum der Naht scheint eine untergeordnete Rolle zu

spielen. Ebenfalls zeigten sich in den Subgruppen keine relevanten Auffalligkeiten

hinsichtlich des Faserverlaufs.

Abb. 25: Ordnungsgrad der Kollagenfasern (exemplarisch dargestellt an B/S/ol (A) im Vergleich zu
oB/S/ol B)): Rotatorenmanschettenrekonstruktionen, welche im Vorfeld einer selektiven Paralyse unterzogen
wurden, zeigen einen deutlich geordneteren Faserverlauf. Insgesamt sind die Gruppen nach stattgehabtem
Eingriff in der Faserausrichtung der unbehandelten Kontrollgruppe (C) unterlegen, K: Knochen, S: Sehne, I:
Interface, E: Epiphysenfuge; eigene Aufnahme: Polarisationsmikroskopie nach Farbung mittels Picrosirius
Red

3.1.5 Zellmorphologie und Verteilungsmuster

Im Vergleich zur NaCl-Kontrollgruppe zeigte sich unter Vorbehandlung mit
Botulinumneurotoxin A bei Simulation einer alten, degenerativen Rotatorenmanschetten-
ruptur ein geringerer Zellanteil. Es konnten keine plumpen oder deformierten Chondro-
oder Tenozyten nachgewiesen werden. Ebenfalls war ein geringerer Vaskularisierungsgrad
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des Knorpels ersichtlich, ein Einsprossen von Blutgefaf3en in den Knorpel im Bereich der
Enthesis war im Vergleich zur Kontrollgruppe auf wenige, nicht signifikante Einzelfalle
beschrankt. Eine Zystenbildung im Sinne von florierenden oder abgelaufenen
entziindlichen Prozessen war in keinem histologischen Schnitt sichtbar.

Eine zusétzliche Immobilisation mittels zirkularem Gips fir zwei Tage postoperativ zeigte
hinsichtlich Zellmorphologie als auch im Bezug auf das Verteilungsmuster keine
nennenswerten Veranderungen im Vergleich zur Kontrollgruppe. Bei Simulation einer
akuten Sehnenruptur des M. supraspinatus zeigten sich sowohl unter Botulinumneurotoxin
A- bzw. Immobilisationsbehandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikanten

Unterschiede (Bildnachweise siehe histologische Schnitte).

3.1.6 Insertionswinkel der Kollagenfasern an der Enthesis

Der Tangentenwinkel unter BoONT A bei simulierter frischer
Rotatorenmanschettenverletzung war mit 91,5 ° + 1,4° unter Verzicht von Immobilisation
sowie 92,8° £ 1,0° unter Verzicht von praoperativer Paralyse signifikant (p<0,05) *. Unter
Gipstherapie zeigte sich bei Operation unter normaler Vorlast ein Tangentenwinkel von
91,2° + 1,6° bei stattgehabter BoNT A-Injektion, welcher sich signifikant (p<0,05) zur
Operationsgruppe unter NaCl zeigt (92,7° + 1,2°, siehe Abb. 26 und 27).

Tangentenwinkel
95 - *
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o1 |

90

Grad
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B/oS/ol oB/oS/ol B/oS/I oB/oS/I Kontrolle

Abb. 26: Der Tangentenwinkel unter Einfluss von Immobilisation und selektiver Paralyse bei
simulierter frischer Rotatorenmanschettenruptur: Unter selektiver Paralyse mit Botulinumneurotoxin A
lassen sich sowohl unter alleiniger Therapie als auch in Kombination mit Immobilisation im Vergleich zur mit
dem Placebo behandelten Gruppe néher am Kontrollwert der unbehandelten Gruppe liegende
Tangentenwinkel aufzeigen (*).
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Abb. 27: Der Tangentenwinkel bei simulierter frischer Rotatorenmanschettenruptur: Unter selektiver
Paralyse mit Botulinumneurotoxin A lassen sich sowohl unter alleiniger Therapie als auch in Kombination mit
Immobilisation im Vergleich zur mit dem Placebo behandelten Gruppe néher am Kontrollwert der
unbehandelten Gruppe liegende Tangentenwinkel aufzeigen (A: B/oS/ol, B: oB/oS/ol, C: B/oS/l, D: oB/oS/I,
E: Kontrolle, K: Knochen, S: Sehne, I: Interface); eigene Aufnahme: Polarisationsmikroskopie nach Farbung
mittels Picrosirius Red
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Innerhalb der Gruppen, die mit einer erhdhten Vorlast operiert wurden, war der
Tangentenwinkel bei Verzicht von Immobilisation unter praoperativer selektiver Paralyse im
Vergleich zur Kontrollgruppe unter NaCl héchst signifikant (92,0° £ 1,7° vs. 82,72° + 2,5°,
p<0,01). Unter den Bedingungen der Immobilisation zeigte sich kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Nutzens einer selektiven Paralyse (92,1° + 1,6° unter BoNT A,
92,8° + 2,1° unter NaCl, p>0,05). Die oben aufgefiihrten Fakten lassen sich der Abbildung
28 entnehmen.
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Abb. 28: Der Tangentenwinkel unter Einfluss von Immobilisation und selektiver Paralyse bei
simulierter alter Rotatorenmanschettenruptur: Unter selektiver Paralyse mit Botulinumneurotoxin A lassen
sich bei alten degenerativen Rotatorenmanschetten ohne zusétzliche Immobilisation Tangentenwinkel
erzielen, die eine geringere Abweichung von der Kontrollgruppe als die individuelle Referenzgruppe (oB/S/ol)
aufweisen (*). Unter Immobilisationsbehandlung kdénnen keine signifikanten Veradnderungen aufgezeigt
werden.
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Abb. 29: Der Tangentenwinkel bei simulierter alter Rotatorenmanschettenruptur: Unter Einsatz von
selektiver Paralyse lassen sich bei alten degenerativen Rotatorenmanschettenrupturen naher an der
Kontrollgruppe liegende Tangentenwinkel erzielen, wahrend unter Immobilisationsbehandlung keine
signifikanten Veranderungen im Vergleich zur individuellen Referenzgruppe aufgezeigt werden kénnen. (A:
B/S/ol, B: oB/S/ol, C: B/S/l, D: oB/S/l, E: Kontrolle, K: Knochen, S: Sehne, I Interface); eigene Aufnahmen:
Polarisationsmikroskopie nach Farbung mittels Picrosirius Red
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3.1.7 Sehnendurchmesser und Querschnittsflache

Die Sehnen, die mit BONT A behandelt wurden, zeigten im Vergleich zur Behandlung mit
NacCl eine signifikant gro3ere Querschnittsflache (siehe Abbildung 30). Bei Betrachtung der
einzelnen Gruppen konnten im Vergleich zur individuellen Korrespondenzgruppe keine
signifikanten Werte erzielt werden (p>0,05).

Ebenfalls zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,0036) im Bezug auf den
Sehnendurchmesser zwischen BoNT A - Gruppe und NaCl-Gruppe (BoNT A 0.32 cm *
0.1 cm vs. NaCl 0.27 cm = 0.17 cm). Eine Signifikanz liel3 sich ebenfalls im Vergleich zur
unbehandelten kontralateralen Schulter feststellen (p=0,0015; 0.19cm + 0.04 cm, siehe
Abbildung 30). Bei Betrachtung der individuellen Gruppen konnten keine signifikanten
Werte erzielt werden, ebenfalls zeigte sich kein signifikanter Unterschied bei Immobilisation

oder Paralyse (p>0,05).
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Abb. 30: Die Querschnittsflache der Sehne: Sehnen, welche préoperativ einer selektiven Paralyse
unterzogen wurden zeigen in ihrer Gesamtheit (ohne Betrachtung der Einflussfaktoren von Immobilisation
oder Spannungsreichtum der Naht) eine gréRere Querschnittsflache, weiterhin zeigt sich ebenfalls ein
signifikanter Unterschied zur unbehandelten kontralateralen Schulter (*).
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Abb. 31: Der Sehnendurchmesser nach Rotatorenmanschettennaht: Es zeigt sich ein signifikant
gréRBerer Sehnendurchmesser bei den mittels selektiver Paralyse préoperativ behandelten Tieren im
Vergleich zur Kontrollgruppe (*).

3.2 Atrophiegruppe

3.2.1 Volumenmessung und Feuchtgewicht

Zur Obijektivierung langfristiger Folgen der selektiven Paralyse wurde eine prozentuale
Berechnung des M. supraspinatus bezogen auf das Korpergewicht zum Toétungszeitpunkt
durchgefuhrt. Hier zeigten sich nach 8 Wochen signifikante Unterschiede zwischen der
Gesamtheit aller mit BONT A (0,0012 % des Korpergewichts) und den mit NaCl (0,0018 %
des Kdrpergewichts) behandelten Tieren (p=0.0143). Eine Angleichung des prozentuellen
Korpergewichts fand ab der 16. Woche statt, wenngleich auch zu diesem Zeitpunkt noch
signifikante Unterschiede zur mit NaCl behandelten Kontrollgruppe ersichtlich waren
(p=0,019). In der 32-Wochenstichprobe zeigten sich im Vergleich zur Kontrollgruppe
ahnliche prozentuale Verhdltnisse, signifikante Unterschiede konnten nicht mehr
nachgewiesen werden (p=0,4667). Ebenfalls konnten Kontrollmessungen der Mm.
infraspinati Uber den gesamten Beobachtungszeitraum vom 4 bis 32 Wochen keine
signifikanten Unterschiede detektieren. Somit war insbesondere keine kompensatorische
Hypertrophie/ Hyperplasie der weiteren Muskeln der Rotatorenmanschette bei selektiver
Paralyse ersichtlich, wie in Abbildung 43 zu sehen ist.

Angelehnt an Hettrich et al. [72], jedoch mittels einer Feindosierspritze (Omnifix F,
Feindosierungsspritzen 1 ml) erfolgte ebenfalls eine Volumenmessung, welche zum

Zeitpunkt der 4 und 8 Wochenkontrolle signifikante Unterschiede im Vergleich zur
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Referenzgruppe zeigte. Diese erwiesen sich als regredient in der Stichprobe der 16. und
32. Woche.

0,0025

0,002

0,0015 ;:i/*?—‘
—8—BONTA

== NaCl

0,001

Totungsgewicht

0,0005

Prozentuales Gewicht des M
supraspinatus im Verhaltnis zum

Wochen

Abb. 32: Prozentuales Gewicht des M. supraspinatus im Verhaltnis zum Tétungsgewicht: Die
Muskelatrophie wird am Beispiel des prozentualen Anteils zum Tétungsgewicht dargestellt. In den
Untersuchungen kann ein Maximum der Atrophie 8 Wochen nach erfolgter BONT A- Injektion
dargestellt werden, welche sich im Vergleich zur Kontrollgruppe als hoch signifikant erweist
(p=0,0286), signifikante Messwerte (*).

Abb. 33: M. supraspinatus 4 Wochen nach erfolgter Botulinumneurotoxin A- Injektion (re)
und 8-Wochen Kontrolle mit NaCl-Injektion (li): Bereits makroskopisch zeigt sich ein
deutlicher Volumenverlust im Vergleich zur Kontrollgruppe (eigene Aufnahme)
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Abb. 34: Volumen des M. supraspinatus im Verhaltnis zum Toétungsgewicht. Unter Therapie
zeigt sich zum Untersuchungszeitpunkt der 4. und 8. Woche post injektionem ein signifikanter
Unterschied (*) hinsichtlich des Muskelvolumens, welcher sich ab der 16. Woche beginnend der
Kontrollgruppe annéhert.

Zur Detektion einer mdglichen kompensatorischen Hypertrophie der nicht affektierten
Muskulatur erfolgte ebenfalls eine Untersuchung des M. infraspinatus auf Volumen und
Feuchtgewicht. Dabei zeigten sich sowohl in der Volumenmessung (siehe Abb. 35) als
auch im Verhaltnis des Muskels zum Gesamtkorpergewicht (siehe Abb. 36) keine
signifikanten Anderungen. Somit konnte die Theorie einer kompensatorischen
Hypertrophie nicht unterstitzt werden. Dabei war auffallig, dass in den
Untersuchungsgruppen bis zur 16. Woche signifikante Unterschiede im Muskelvolumen
detektiert wurden. Im Untersuchungskollektiv der 16. Woche kam es seitens der BoNT A-
Gruppe zu signifikant grol3eren Muskelvolumina, die sich in der Kontrollgruppe der 32.

Woche als regredient erwiesen.
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Abb. 35: Prozentuales Muskelgewicht im Verhaltnis zum Tétungsgewicht des Tieres. Es zeigt
sich keine kompensatorische Hypertrophie der Muskulatur. Wahrend sich im Verlauf der prozentuale
Gewichtsanteil des M. supraspinatus zwischen der 16. und 32. Woche einem Plateau annéhert, zeigt
sich das prozentuale Gewicht des M. infraspinatus weitestgehend konstant.

0,0025

0,002

0,0015 L
I.\I/ =M. supraspinatus
unter BoNT A

0,001

=] infraspinatus

0,0005

Volumen des Muskels im Verhaltnis
zum Totungsgewicht in ml/g

Wochen

Abb. 36: Volumen des Muskels im Verhaltnis zum To6tungsgewicht: Es zeigt sich keine
kompensatorische Hypertrophie der Muskulatur. Wahrend sich im Verlauf das Volumen des M.
supraspinatus zwischen der 16. und 32. Woche einem Plateau annéhert, zeigt sich das Volumen des
M. infraspinatus weitestgehend konstant.
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3.2.2 Dichteberechnung
Zur exakteren Beurteilung von Gewicht und Volumen der entnommenen Muskeln erfolgte

auf der Grundlage der dort erhobenen Messwerte die Berechnung der Dichte. Dabei wurde
die Beurteilung der Muskeldichte an dem von Brinkmann et al. publizierten Wert von
1,056g/cm3 [145] im Vergleich zur geringeren Dichte von Fettgewebe (0,9 g/cm3) [146]
durchgefuhrt. Auffallig zeigte sich, dass sich die mit NaCl infiltrierten Schultern konstant
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum am Literaturwert orientierten. Die mit
Botulinumneurotoxin A infiltrierten Schultern befanden sich bis zur 16. Woche sowohl
hinsichtlich der Dichte unter dem Literaturwert als auch unter dem der Referenzgruppe mit
NaCl. Beachtenswert war der Abfall der Dichte im Kollektiv der Stichprobe der 16. Woche,
welche sich durch den hohen Fettanteil trotz regelrechtem Muskelvolumen (vgl. 3.2.1 und

3.2.4 (Confocal Mikroskopie zur Detektion des Fettanteils)) erklaren lassen.
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Abb. 37: Die Dichte des M. supraspinatus im Nachbeobachtungsintervall: Die mit NacCl
infiltrierten Schultern orientieren sich konstant Uber den gesamten Beobachtungszeitraum am
Literaturwert. Die mit Botulinumneurotoxin A infiltrierten Schultern befinden sich bis zur 16. Woche
sowohl hinsichtlich der Dichte unter dem Literaturwert als auch unter dem der Referenzgruppe mit
NaCl. Beachtenswert ist der Abfall der Dichte im Kollektiv der Stichprobe der 16.Woche, welche sich
durch den hohen Fettanteil trotz regelrechtem Muskelvolumen erkléren I&sst.
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Zum Ausschluss einer kompensatorischen Hypertrophie und zu Vergleichszwecken einer
nicht infiltrierten Muskelpartie erfolgten ebenfalls Dichtemessungen an der Muskulatur des
M. infraspinatus. Uber den gesamten Beobachtungsraum von 32 Wochen zeigten sich
Dichteverhaltnisse, welche sich am Literaturwert orientieren [145]. Unter Einfluss von
Botulinumneurotoxin A zeigte sich oben genannter Verlauf bis hin zur volligen

Regeneration in der 32. Woche.
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Abb. 38: Die Dichte des Muskels unter Einfluss von Botulinumneurotoxin A im Zeitverlauf: Es
ist keine kompensatorische Hypertrophie Uber den gesamten Nachbeobachtungszeitraum ersichtlich,
die Dichteverhéltnisse des M. infraspinatus orientieren sich allseits am Literaturwert.
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Untersuchungsparameter

Dichte in g/cm3

4 Wochen BoNT A M. supraspinatus
4 Wochen NaCl M. supraspinatus

4 Wochen M. infraspinatus

8 Wochen BoNT A M. supraspinatus
8 Wochen NaCl M. supraspinatus

8 Wochen M. infraspinatus

16 Wochen BoNT A M. supraspinatus
16 Wochen NaCl M. supraspinatus
16 Wochen M. infraspinatus

32 Wochen BoNT A M. supraspinatus
32 Wochen NaCl M. supraspinatus

31 Wochen M. infraspinatus

0,993816 + 0,0051
1,0381978 + 0,0019
1,03184971 + 0,0053
1,012974 + 0,0043
1,034982 + 0,0032
1,03897641 + 0,0061
1,0014298 + 0,0037
1,0351751 + 0,0027
1,0381209 * 0,0049
1,03725511 + 0,0054
1,0417932 + 0,0041
1,0432236 + 0,0041

Tab. 10: Die Dichteverhéltnisse der Muskulatur im Zeitverlauf: Unter Einfluss von selektiver Paralyse
lassen sich geringere und unter dem Literaturwert liegende Dichteverhéltnisse erzielen, welche sich im
Zeitverlauf als reversibel erweisen. Eine kompensatorische Hypertrophie der nicht infiltrierten Muskulatur ist
zu keinem Zeitpunkt zu detektieren.

3.2.3. Fibrillendurchmesser

Auf der Grundlage der histologischen Schnitte erfolgte die Messung des
Fibrillendurchmessers. Dabei zeigte sich, dass es beginnend in der 4 Wochenstichprobe
zu einer Abnahme des Fibrillendurchmessers kommt. Die maximale Auspragung war in
der 8 Wochenstichprobe zu verzeichnen, wahrend sich der Fibrillendurchmesser bis zur 32
Wochenstichprobe den Werten der unbehandelten Kontrolle angleicht. Teilweise zeigte
sich auch eine Auflosung der fibrillaren Strukturen. Am markantesten konnte dieses
Phanomen in der 8-Wochenstichprobe aufgezeigt werden, jedoch zeigte sich bereits in der
16. Woche eine beginnende Regeneration. Bis zur 32. Woche waren die

Reparationsvorgange weitestgehend vollstéandig abgeschlossen.
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Untersuchungsparameter Durchmesser in um
4 Wochen BoNT A 51,3+6,8
4 Wochen Kontrolle 57,4+5,7
8 Wochen BoNT A 48,4 + 8,3
8 Wochen Kontrolle 59,8 +£5,9
16 Wochen BoNT A 55,7+7,1
32 Wochen BoNT A 56,2 + 6,7

Tab. 11: Der Fibrillendurchmesser unter Einfluss einer selektiven Paralyse: Unter selektiver Paralyse
mittels Botulinumneurotoxin A kommt es zum Abnahme des Fibrillendurchmessers mit p. m. in der 8-
Wochenstichprobe. Gegen Ende des Nachbeobachtungszeitraums von 32 Wochen ist ein Angleichen an die
unbehandelten Kontrollgruppen erfolgt.
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Abb. 39: Der Fibrillendurchmesser unter Einfluss von Botulinumneurotoxin A. Unter Einfluss von
Botulinumneurotoxin zeigt sich eine Abnahme des Fibrillendurchmessers mit p. m. nach 8 Wochen. Ab der
16. Woche ist eine zunehmende Angleichung an den Durchmesser der Kontrollgruppe erfolgt. (A: 4 Wochen
BONT A, B: 4 Wochen Kontrolle, C: 8 Wochen BoNT A, D: 8 Wochen Kontrolle, E: 16 Wochen BoNT A, F: 32
Wochen BoNT A); eigene Aufnahmen: Farbung H.E.
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3.2.4 Verfettungsgrad in der confocalen Mikroskopie

Zur Detektion einer moglichen Verfettung unter Therapie mittels Botulinumneurotoxin A
erfolgte nach durchgefiihrter Nilered Farbung eine confocale Mikroskopie. Diese konnte
zeigen, dass es unter Therapie mit BONT A zu einer im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollgruppe vermehrten Verfettung der Muskulatur kommt, welche ihr Maximum in der
Versuchsgruppe der 16. Woche erreicht. Dort imponierte das Fett, welches zum Zeitpunkt
der 4. und 8. Woche noch in die fibrillare Struktur eingebettet ist, als tropfenférmig und
extrafibrillar liegend. In der Stichprobe der 32. Woche glich sich der Verfettungsgrad dem
der unbehandelten Kontrollen wieder an, wenngleich sich ebenfalls vereinzelt noch
tropfenformige Konfigurationen zeigten. Weiterhin kam es zur signifikant plumperen
Konfiguration der Myozyten, welche sich in der Kontrollgruppe der 8. und 16. Woche
ebenfalls teilweise als nicht mehr randstandig erwiesen. Dieses Phanomen zeigte sich in

der Kontrollgruppe der 32. Woche als regredient.
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47 62 um

47 62 um
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47 62 um

Abb. 40: Confocal Mikroskopie Uber den Nachbeobachtungszeitraum von 32 Wochen: Unter
Einsatz von BoNT A zeigt sich mit p.m. in der Kontrollgruppe der 8. und 16. Woche eine plumpere
Konfiguration der Myozyten sowie ein erhdhter Verfettungsgrad. Diese Erscheinungen erweisen sich bis
zum Ende der Nachbeobachtungsperiode als regredient (A: 4 Wochen Kontrolle, B: 4 Wochen BoNT A,
C: 8 Wochen Kontrolle, D: 8 Wochen BoNT A, E: 16 Wochen BoNT A, F: 32 Wochen BoNT A); eigene
Aufnahme: Confocal Mikroskopie nach Farbung mittels Nilred/ Sytox Green.
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Abb. 41: Intensitatsbestimmung der Farbanregung mittels ROI bei der 4 Wochen- Kontrolle: Es zeigt
sich eine homogen verteilte Grundanregung des Fettgewebes (rot), welcher in dieser geringen Intensitat dem
Normwert entspricht. Weiterhin zeigen sich die Zellkerne in hoher Intensitét in ein zwei gruppierten schmalen
pm-Bereichen (griin).
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Abb. 42: Intensitatsbestimmung der Farbanregung mittels ROI bei der 8- Wochen-Stichprobe: Im
Vergleich zu Abb. 41 (4 Wochen-Kontrolle) zeigt sich exemplarisch eine erhéhte Farbanregung des
Spektrums fir Fettinfiltration (rot) nach Farbung mit Nilered als Zeichen einer fettigen Infiltration, was auch
passend zum histologischen und confocalen Bild ist.

3.2.5 Morphologie und Anordnung der Myozyten

Unter dem Einfluss von Botulinumneurotoxin A kam es zu Veranderungen in der
Morphologie und Anordnung der Myozyten. Hierbei zeigte sich unter Einfluss von
Botulinumneurotoxin A eine Veradnderung der Morphologie von einer langlich, schlanken
Form hin zu einer plumpen, aufgequollenen Morphologie. Teils gruppierte sich um die
Myozyten eine O6dematdose Komponente. Diese Erscheinung erwies sich ab der 16.

Nachbeobachtungswoche als regredient.
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Abb. 43: Morphologie der Myozyten. Unter Einfluss von Botulinumneurotoxin A zeigt sich eine
aufgequollenere, teils plumpere Form der Myozyten mit umgebender ddematdser Komponente. Diese
Erscheinung weist zum Zeitpunkt der Plateauphase die grof3te Auspragung auf und ist im Zeitverlauf
regredient. (A: 4 Wochen BoNT A, B: 4 Wochen Kontrolle, C: 8 Wochen BoNT A, D: 8 Wochen Kontrolle, E:
16 Wochen BoNT A, F: 32 Wochen BoNT A); eigene Aufnahme: Farbung H.E.
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3.2.6 Reversibilitat der Verdnderungen im chronologischen Verlauf

Injektionen von Botulinumneurotoxin A fuhren wie unter 3.2.1 bis 3.2.5 aufgeftihrt zu
Veranderungen der Zellmorphologie, veranderter Muskelstruktur und zunehmender
Verfettung. Gemald des Wirkungsverlaufs von Botulinumneurotoxin A erwiesen sich die
Veranderungen bis zur Neusynthese von SNAP-25 nach 3 Monaten [99, 107] als
regredient. So konnten sowohl histologisch als auch im Zuge der Wé&ageverfahren und
Berechnungen maximale Abweichungen zu den Zeitpunkten der Plateauphase von
Botulinumneurotoxin A gezeigt werden. Punktuell zeigten sich noch Unterschiede in der
Untersuchungsgruppe der 16. Woche, was passend zu der unter 1.4.2 aufgelisteten
Tatsache ist, dass bis zur Bildung von SNAP-25 die Remission der Synapse mittels
kollateralem Aussprossen des Axons mit Bildung neuer Nervenendigungen erfolgt [99,
107]. In samtlichen Untersuchungsgruppen der 32. Woche konnten sowohl morphologisch

als auch immunhistochemisch keine Veranderungen zur Kontrollgruppe dargestellt werden.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Ergebnisse

Die unter 3. aufgefuihrten Ergebnisse unterstitzen die von uns gestellte Hypothese, dass
Botulinumneurotoxin A (BoNT A) insbesondere bei der Versorgung von alten,
degenerativen Rotatorenmanschettendefekten zu einer Verbesserung der Einheilung am

Knochen-Sehnen-Interface fiihrt.

4.1.1 Ergebnisse Paralysegruppe
4.1.1.1 Vermehrter Anteil von Kollagen Typ | als Zeichen einer fortgeschrittenen
Sehnenheilung bei praoperativer Botulinumneurotoxin A— Injektion

Wie erwartet zeigte sich in den Gruppen der praoperativen Paralyse wahrend des
Zeitpunkts der Plateauphase hohere Koeffizienten fur Kollagen | zu Kollagen IlI, was als
fortgeschrittene Sehnenheilung zu werten ist. Maffulli et. al., welche die Kollagenproduktion
an Tenozyten von unverletzten oder traumatischen Achillessehnen untersuchten, konnten
zeigen, dass Tenozyten von rupturierten Achillessehnen einen héheren Anteil von Kollagen
[l produzieren [68, 69]. Dieses erhthte Auftreten von Kollagen Il ist, wie ebenfalls bei
Eriksen et al. [68, 69] publiziert, mafgeblich in zuvor rupturiertem Sehnengewebe zu
finden. Erst durch Immunmodulation im Verlauf der Sehnenheilung erfolgt eine Uberfiihrung
in das zugfestere Kollagen | [70]. Dass sich insbesondere bei simulierter alter und/oder
degenerativer Rotatorenmanschettenruptur im Vergleich zur individuellen Kontrollgruppe
(Verzicht auf praoperative selektive Paralyse) signifikante Unterschiede zeigen, ist darin
begriindet, dass es durch Botulinumneurotoxin A zu einer Steigerung der Expression von
Kollagen | kommt [147]. Von histologischer Seite aus betrachtet ist dies als verbesserte
Sehnenintegration mit zugfesterem Kollagen zu werten. Diese Tatsache stlitzt auch unsere
Untersuchungen, welche tendenziell bei Verwendung von Botulinumneurotoxin A einen
héheren Kollagen I / Kollagen IlI-Quotienten detektieren lassen. In wie weit sich diese
Ergebnisse auch biomechanisch mittels der Detektion von erhohten Ausrei3kraften oder
der Erhdhung des Viskoelastizitatskoeffizienten verifizieren lassen, ist der Dissertation von
Tessa Hartl (ebenfalls Mitglied der Arbeitsgruppe) zu entnehmen. Zusammenfassend lasst
sich sagen, dass im Rahmen der biomechanischen Untersuchungen (maximale
Ausreil3kraft, Viskoelastizitatskoeffizient) sich nur in den Gruppen mit BoNT A und

spannungsreicher Naht im Vergleich zur Kontrollgruppe mit spannungsarmer Naht
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signifikante Unterschiede aufzeigen lassen. Bedauerlicherweise kann, wie initial erwartet,
kein signifikanter Unterschied zur individuellen Korrespondenzgruppe mit NaCl aufgezeigt
werden. Wir fihren diese Tatsache daraufhin zuriick, dass insbesondere eine
molekularbiologische Diagnostik zur Detektion der unterschiedlichen Arten von Kollagen
eine hohere Sensitivitat besitzt und somit Benefits im Heilungsverlauf besser aufgedeckt

werden kdnnten.

4.1.1.2 Vermehrte Faserknorpelbildung bei praoperativer Botulinumneurotoxin A-
Gabe
Unter praoperativer Botulinumneurotoxin A-Gabe zeigt sich eine vermehrte
Faserknorpelbildung im Bereich der Enthesis, welche durch die dadurch mdgliche
verbesserte Verzahnung der Osteone mit einer verbesserten Zugbelastung einhergeht [83].
Passend zu dieser Tatsache ist die Erkenntnis, dass insbesondere in den Gruppen der
simulierten frischen Rotatorenmanschettenruptur sich teils signifikant héhere Flachen fir
Kollagen 1l nachweisen lassen. Durch den geringeren Spannungsreichtum und die im
Gegensatz zur simulierten alten Rotatorenmanschettenruptur mit einer geringeren Vorlast
versehene Versorgung kann somit moglicherweise eine bessere Verzahnung der Osteone
mit dem Knorpelgewebe erzielt werden. Dies ist auch passend zur Studienlage (vgl.
4.2.1.3), welche eine Vorlastzunahme am Sehnen-Knochen-Interface mit einer Abnahme
der zur Re-Ruptur benétigten Kraft in Verbindung bringt [120-122]. Das hierdurch geringere
Stressniveau durch eine geringere Vorspannung konnte ebenfalls von Thomopoulos et. al.
[148] mit hoheren Levels an Kollagen Il und Aggrecan in Verbindung gebracht werden. Zu
einer erhohten Vorspannung kommt es im Kklinischen Alltag bei der Readaptation von
gro3en und/ oder alten Rotatorenmanschettendefekten [120, 121, 123], denen in unserer
Studie durch Erhéhung der Spannung am Knochen-Sehnen-Interface Rechnung getragen
wurde. So zeigt sich primar das Spannungsreichtum der Naht urséchlich fur die Ausbildung
von Faserknorpel an der Enthesis, welches durch Einsatz einer selektiven Paralyse bei
spannungsreicherer Naht abgemildert werden konnte. Bezugnehmend auf Thomopoulos et
al. [148] ist daher von einem geringeren Stressniveau am Knochen-Sehnen-Interface bei
praoperativer Paralyse auszugehen. In wie weit sich diese histologisch ginstige
Erscheinung auch biomechanisch auswirkt, bedarf einer umfassenden Uberprifung und ist

der Dissertation von Tessa Hartl zu entnehmen (analog 4.2.1.3)
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4.1.1.3 HOoherer Ordnungsgrad beim Faserverlauf unter Botulinumneurotoxin A-
Therapie
Unter Therapie mittels Botulinumneurotoxin A konnten insbesondere bei fehlender
Immobilisation positive Aspekte auf den Ordnungsgrad der Kollagenfasern aufgezeigt
werden. Diese Erkenntnis ist ebenfalls deckungsgleich mit der Veréffentlichung von Hettrich
et. al. [72], welche ebenfalls einen gesteigerten Ordnungsgrad unter Verwendung einer
selektiven Paralyse nach 4 Wochen Nachbeobachtungszeitraum berichten konnte. Die von
Hettrich et. al. zum Zeitpunkt der 8-Wochen-Kontrolle nicht aufgefundenen positiven
Auswirkungen der selektiven Paralyse fuhren wir auf die intraoperative
Botulinumneurotoxingabe zuriick. Der Literatur folgend ist ein Wirkungseintritt nach 24 - 48
h post injektionem mit einem Wirkmaximum zwischen dem 3 - 10. Tag zu erwarten [99,
149], sodass bei intraoperativen Gabe von keiner selektiven Paralyse ausgegangen werden
muss. Eingedenk dieser positiven Auswirkungen formulierten Hettrich et. al. die Hypothese,
dass intrinsche Faktoren zur Ausbildung einer Sehnenheilung und Anordnung der Fasern
wichtiger erscheinen, wie die frihe mechanische Belastung. Hier setzt auch eine
Veroffentlichung von Thomopoulos et. al. [148] an. Hierin werden negative Aspekte auf den
Ordnungsgrad der Kollagenfasern bei erhdhter Vorlast beschrieben, weiterhin zeigte sich
die Immobilisationsbehandlung Uberlegen. Da Thomopoulos keine selektive Paralyse
durchfiihrte, kdnnen die Methoden der selektiven Paralyse und Immobilisation mittels Gips
nur eingeschrankt verglichen werden. Jedoch zeigt sich ebenfalls unter Gipsimmobilisation
ein im Vergleich zur individuellen Kontrollgruppe verbesserter Faserverlauf. Somit ist es
stimmig, dass sich ebenfalls in der dieser Arbeit zugrundeliegenden Studie bei Verzicht auf
Immobilisation und selektiver Paralyse in Kombination mit einer erhthten Vorlast die
geringsten Ordnungsgrade aufzeigen lieRen. Ahnlich verhalt sich diese Tatsache bei
Betrachtung des Insertionswinkels. Auch hier konnte gezeigt werden, dass unter selektiver
Paralyse sich annéhernd vergleichbare Insertionswinkel wie in der unbehandelten Kontrolle
zeigen. Dies legt die Tatsache nahe, dass zur verbesserten kndchernen Integration der
Kollagenfasern ein besonderer Schutz des Knochen-Sehnen-Interfaces notwendig ist [148],

welcher sich sowohl unter Immobilisation als auch selektiver Paralyse zeigt.
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4.1.1.4 Keine Erhohung der Entziindungsaktivitat unter Botulinumneurotoxin A

Unter Therapie mit Botulinumneurotoxin A zeigte sich keine Erhdéhung der
Entzindungsaktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe, welche ebenfalls zum Zwecke der
Vergleichbarkeit eine Infiltration erhielt. Diese Tatsache beruht darauf, dass zur Infiltration
ein vom Bundesamt fur Arzneimittel und Medizinprodukte (BfArM) zugelassenes Praparat
verwendet wurde, deren Entzindungspotential nicht Gber dem normalen Mald einer
Injektion hinausgeht. Ebenfalls stimmig zeigt sich diese Erkenntnis in Anbetracht der
Tatsache, dass in einer Vielzahl von Studien in den letzten 20 Jahren keine erhohten
Anzeichen von entziindlichem Geschehen in vitro gezeigt werden konnten [114-116]. Auch
vergleichbare tierexperimentelle Studien [72, 150, 151] konnten sowohl im Tiermodell der
Ratte als auch des Kaninchens keine vermehrte Entziindungsreaktion im Sinne von
Abszess- oder Zystenbildung beschreiben. Eine interessante Studie von Irkoren et. al.
konnte in vivo beim Einsatz in der plastischen Brustchirurgie zeigen, dass unter
Botulinumneurotoxin A insgesamt eine verringerte Entziindungsreaktion zu detektieren ist

[152], was die Ergebnisse unserer Studie stitzt.

4.1.1.5 Abmilderung des Effekts von Botulinumneurotoxin A bei gleichzeitiger
Immobilisation
Im Vergleich zu Galatz et. al. [47] konnten bei gleichzeitiger Immobilisation und
Botulinumneurotoxingabe keine positiven Auswirkungen auf das Kollagenverhéltnis und die
Morphologie erzielt werden. Wir fliihren diesen Aspekt daraufhin zuriick, dass Galatz et. al.
im Gegensatz zu der dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie eine intraoperative
Botulinumneurotoxininjektion durchfiihrte. Daher lag die Wirkung des Botulinumneurotoxins
nicht am Operationstag vor, da diese erst etwa 24 - 48 h post injektionem eintritt [99, 149]
(vgl. 4.1.1.2). Die von Galatz et. al. publizierten Daten sind daher am ehesten in Kontext mit
der Verdffentlichung von Gimbel et. al. [153] zu sehen, welche alleine durch die
Immobilisation positive Aspekte auf die Sehnenheilung durch Verringerung des
Bewegungsgrades aufzeigt. Diese Tatsache deckt sich auch mit der Erkenntnis von Galatz
et. al., welche nach 3 Wochen sowohl in der Kombination Botulinumneurotoxin mit
Immobilisation als auch in der korrespondierenden Kontrollgruppe eine beginnende
Ordnung der Faserstruktur erkennen konnten. Dass zu diesem Zeitpunkt bei Kombination

von Botulinumneurotoxin A mit Immobilisation im Vergleich zur korrespondierenden
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Kontrollgruppe ein geringerer Ordnungsgrad ersichtlich war, deckt sich ebenfalls mit der
dieser Arbeit zugrunde liegenden Studie. Hierin kommt man ebenfalls zur Erkenntnis, dass
die Kombination von Immobilisation mit der Injektion von Botulinumneurotoxin, wenngleich
praoperativ, insgesamt einen zu hohen Immobilisationsgrad erzielt [48]. Passend zu dieser
Erkenntnis ist auch eine Veroffentlichung von Hugle et. al., welche einen mechanischen
Stimulus zur Einleitung von Proliferation und Remodelingphase bei Sehnenverletzungen

aufzeigt [86], welcher unter ,dualer Immobilisation“ nur herabgesetzt gegeben ist.

4.1.2 Ergebnisse Atrophiegruppe

Um die Auswirkungen der Botulinumneurotoxininjektion im Langzeitverlauf zu untersuchen,
fuhrten wir im Rahmen unserer Studie zu den Zeitpunkten 4, 8, 16 und 32 Wochen nach
Injektion Messungen des Muskelgewichts, -volumens sowie histologische Untersuchungen

hinsichtlich Zellmorphologie und Verfettungsgrad des Muskels durch.

4.1.2.1 Reduktion der Muskelmasse und des -volumens im Vergleich zur
Kontrollgruppe
Wie erwartet zeigte sich ab dem 4-Wochenzeitpunkt ein geringeres Verhdltnis der
Muskelmasse im Bezug zum Koérpergewicht bei allen mit BONT A vorbehandelten Tiere im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Die maximale Abweichung des Verhaltnisses zeigte sich nach
8 Wochen, wahrend ab der 16. Nachbeobachtungswoche die prozentualen Verhaltnisse
zwischen BoNT A-Gruppe und Kontrollgruppe ausgeglichen waren. Hier zeigten sich auch
ahnliche Dichtewerte, fur deren Berechnung wir zusétzlich den Tieren den M. infraspinatus
entnahmen. Dieser Wirkungsverlauf von Botulinumneurotoxin A zeigt sich ebenfalls bei
Hettrich et. al. [72], welche ebenfalls zum Untersuchungszeitpunkt der 8.
Nachbeobachtungswoche die maximale Abweichung des Muskelvolumens nach
Botulinumneurotoxin A-Injektion hinsichtlich Muskelmasse und -volumen bei Sprague
Dawley-Ratten aufzeigen konnte. Weiterhin war das nachfolgendem Angleichen des
Gewichts und der Volumina im Zeitverlauf identisch. Verglichen mit Fortuna et al. [154]
konnten wir in den nicht infiltrierten Muskel keine Massen- und Volumenveranderungen,
welche wir exemplarisch an den M. infraspinatus untersuchten, feststellen. Fortuna konnte,
wenngleich auch bei wiederholten Botulinumneurotoxin A-Injektionen in den M. quadrizeps

femoris, ebenfalls strukturelle Veranderungen in der korrespondierenden Kniemuskulatur
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feststellen. Diese Tatsache schein wohl den wiederholten Injektionen geschuldet ist, welche

im Rahmen unserer Studie nicht angewendet wurden.

4.1.2.2 Signifikant hoherer Verfettungsgrad unter Botulinumneurotoxin A

Im Rahmen der mikroskopischen Analyse konnten wir ab der 8 Woche eine zunehmende
Verfettung aufzeigen, welche tber die 16. Woche hinausgeht. Ab der 16. Woche zeigte sich
eine rucklaufiger Tendenz, welche sich erst ab dem Kontrollpunkt in der 32. Woche post
injektionem als reversibel erweist. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von Barton et al.
[150], in deren Veroffentlichungen von keiner Fettinfiltration berichtet wird. Barton fuhrte
jedoch keine Injektion von Botulinumneurotoxin A durch, sondern indizierte eine
Muskelatrophie mittels Ablésen des Supraspinatusmuskels ohne nachfolgende Reparatur.
Er konnte weiterhin zeigen, dass der Supraspinatusmuskel der Ratte ein grof3es
Regenerationspotential hinsichtlich atropher Muskelpartien besitzt. Diese von uns
aufgezeigten Unterschiede scheinen auf die stattgehabte Botulinumneurotoxin A-Injektion
zurickzufihren zu sein. Verglichen mit Fortuna R. et al. [151], welche die
Langzeitauswirkungen von Botulinumneurotoxin A anhand 20 neuseelandischen Kaninchen
mittels wiederholten Injektionen erforschte, zeigten sich in unserer Studie bereits nach
einmaliger Botulinumneurotoxininjektion Zeichen der Verfettung. Mdoglicherweise war durch
das Operationstrauma und die damit verbundenen Strukturverletzungen ein Abtransport
des Botulinumneurotoxin A erst verzégert moglich. Diese Hypothese ware passend zu
unserer Datenlage, die erst den Rlckgang der Verfettung ab der 16.Woche post
injektionem zeigt. Ahnliche Ergebnisse konnten Gilotra et al. [155] erzielen, welche
ebenfalls unter Therapie mit Botulinumneurotoxin A bei Rotatorenmanschetten-
rekonstruktionen im Tiermodell des Kaninchens eine vermehrte Verfettung aufzeigen
konnte. Die von unserer Arbeitsgruppe geéul3erte Theorie des durch das Operationstrauma
verzogerten Abtransports wirde auch zur einer weiteren Studie von Fortuna R. et al. [154]
passen, in der er bei monatlicher Botulinumneurotoxin A-Injektion bei Kaninchen uber 6
Monate die komplette Regeneration von muskularen Veranderungen nach 6 Monaten nicht
feststellen konnte. Da aber in der von uns durchgefihrten Studie nur eine einmalige
Injektion erfolgte, erscheint der kontinuierliche Ruckgang der Verfettung bis zum dem in
der unbehandelten Kontrolle ebenfalls aufgefundenen Verfettungsgrad in der 32 Wochen-

kontrolle als glaubwirdig. Hierbei kommt das von Barton et al. [150] publizierte
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Reparationspotential atrophischer Muskelveranderungen des M. supraspinatus bei Ratten

zum Tragen, welches durch die Botulinumneurotoxin A-Injektion verzégert wird.

4.1.2.3 Veranderung der Zellmorphologie der Myozyten zum Zeitpunkt der
Plateauphase von Botulinumneurotoxin A
Im Wirkungsverlauf von Botulinumneurotoxin A lassen sich zwischen der 8. und 16.
Nachbeobachtungswoche Anderungen der Morphologie der Myozyten, hin zu einem
plumperen Zellbild nachweisen. Da es sich bei Botulinumneurotoxin A um ein Neurotoxin
handelt, welches primar durch Hemmung der nervalen Impulsibertragung zum Muskel [99]
seine Wirkung entfaltet, ist ebenfalls von myolytischen oder reaktiven Einflissen auf die
Morphologie der Myozyten auszugehen. Passend zu dieser Hypothese ist eine Studie von
Chuang et al., welche bei der Behandlung der benignen Prostatahyperplasie mit
Botulinumneurotoxin A Zeichen der Apoptose in der Zellen der Prostata detektieren konnte
[156]. Hier erscheint jedoch das plumpe Zellbild weniger zu dieser Hypothese passend. Bei
Betrachtung der Spatkomplikationen ist ebenfalls in der Literatur eine Nekrose der
Muskulatur beschrieben, was passend zum hier aufgefundenen Zellbild mit plumpen, von
einer 6dematdésen Komponente umgebenen Myozyten ist [157]. Eine interessante Arbeit
beziglich der 6dematbésen Komponente wurde von Draheim [158] verdffentlicht. Hier
konnten bei Patienten unter Langzeit-Botulinumneurotoxin-Therapie bei zervikaler Dystonie
im Rahmen von Kkernspintomographischen Aufnahmen Veranderungen in den
Signalintensitaten der T2-Gewichtung im Sinne einer Veranderung der Wasserverteilung
aufgezeigt werden, welche urséchlich in einer peripheren Nervenlasion sind. Ein Maximum
dieser Erscheinung zeigte sich im Bereich der Injektionsstelle, was auch passend zu den
von uns getatigten Beobachtungen ist. Auch hier wies der Muskel im Verlauf des
Nachbeobachtungsintervall keine homogene Morphologie der Myozyten auf, was oben
genannter Tatsache geschuldet ist [158]. Ursachlich fir das plumpe Zellbild erscheint daher
eine Kombination aus den oben genannten Tatsachen, da eine entziindliche Komponente
als Ursache fur die Myozytenform ausgeschlossen werden kann (vgl. 4.1.1.4). Dass sich
diese Erscheinungen sukzessive bis zur 32. Woche des Nachbeobachtungszeitraums

regredient zeigt, ist ursachlich im Wirkungsverlauf von Botulinumneurotoxin A (vgl. 4.1.2.4).
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4.1.2.4 Regeneration und Reversibilitat der durch Botulinumneurotoxin A
verursachten morphologischen Veranderungen
Wie unter 3.2.5 aufgefihrt zeigt sich Uber den gesamten Nachbeobachtungszeitraum von
32 Wochen eine komplette Remission der durch das Botulinumneurotoxin A verursachten
Veranderungen. Diese ist stimmig mit dem Wirkungsverlauf von Botulinumneurotoxin A [99,
149] bei Anwendung im Menschen. Weiterhin deckt sich diese Erkenntnis mit der von
Barton et. al. publizierten Erkenntnis, dass im Tiermodell der Ratte ein hohes
Regenerationspotential bei atrophischen Verletzungen vorliegt [150]. Kontrastiert wird diese
Studie von einer Veroffentlichung von Mathewson et al. [159], welche nach einmaliger
Injektion von Botulinumneurotoxin A in den M. tibialis anterior bei Sprague Dawley-Ratten
die Veranderungen bei Transkription innerhalb 3 Monaten als regredient zeigen konnte.
Jedoch zeigte sich ein Muskelfunktionsdefizit fir bis zu einer Zeitdauer von einem Jahr.
Diese Studie bekraftigt die dieser Arbeit zugrundeliegenden Untersuchungen, welche
ebenfalls bei einmaliger Botulinumneurotoxin A-Injektion das Maximum morphologischer
Veranderungen im Zeitfenster von 4. bis 8. Woche post injektionem aufzeigten konnte. Eine
Aussage hinsichtlich der Muskelfunktion lasst sich jedoch in unseren Untersuchungen nur
indirekt treffen, da keine Messung der Muskelfunktion durchgefuhrt wurde. Wéhrend der
Kéafighaltung zeigten die Ratten jedoch keine Veranderungen hinsichtlich
Bewegungsmuster und Anderungen bei der Nahrungsaufnahme. Auch eine
kompensatorische Hypertrophie der nicht infiltrierten korrespondierenden Muskulatur, wie
bei Fortuna et al. [154] beschrieben, konnte nicht nachgewiesen werden (siehe 3.2.1).
Diese Tatsache ist auf die im Gegensatz zu Fortuna et al. nur einmalig durchgefiihrte

Botulinumneurotoxininjektion zurtckzufihren.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Diskussion Paralysegruppe

4.2.1.1 Sprague Dawley-Ratte als etabliertes Modell fir die Rotatorenmanschette

Die Sprague Dawley- Ratte gilt als etabliertes Modell fur die Rotatorenmanschette.
Basierend auf Untersuchungen von Soslowsky et. al. [160] und Derwin et. al. [161] konnte
lediglich bei Ratten eine annahernde Ahnlichkeit hinsichtlich des Verlaufs der
Supraspinatussehne im coracoacromialen Bogen nachgewiesen werden. Weiterhin zeigen

Ratten trotz des Vierbeingangs im Bezug auf das Bewegungsmuster beim Gangbild ein
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vergleichbare Anatomie. Durch mehrmaliges Passieren der Sehne des M. supraspinatus
durch das Acromion wird die im menschlichen Organismus bestehende vermehrte
Belastung des M. supraspinatus auf Grund der anatomischen Konzeption gut simuliert.
Ebenfalls konnte im Rattenmodell sowohl die Simulation einer akuten als auch einer
degenerativen Rotatorenmanschettenruptur, hervorgerufen durch die vermehrten
Belastungen im Rahmen einer subacromialen Kompression des Sehnengewebes, gezeigt
werden. Abgesehen von den anatomischen Ubereinstimmungen ist zu beachten, dass der
Heilungsverlauf bei Ratten einerseits stark beschleunigt, andererseits das Ausbilden einer
fettig-degenerativen Komponente, wie bei Menschen ersichtlich [162,163] nur insuffizient
abgebildet werden kann. Hierzu sollten Tiermodelle wie die eines Kaninchens oder besser
eines Schafes gewéhlt werden [164], denn in Ratten zeigt sich eine Reversibilitat der
Atrophie [72]. Da im Rahmen dieser Studie an gesunden Tieren ein artifizieller Defekt an
der Rotatorenmanschette gesetzt wurde und dieser in selber Sitzung einer Rekonstruktion
erfuhr, wurde der anatomischen Ubereinstimmung eine hohere Prioritat eingeraumt. Diese
Prioritatensetzung deckt sich ebenfalls mit den Studien von Hettrich et. al. [72], welche
einen vergleichbaren Versuchsaufbau etablierten und ebenfalls Sprague Dawley-Ratten
verwendeten. Weiterhin ist ein beachtenswerter Aspekt, um den Grundséatzen von
Tierversuchsantragen zu folgen, grundsatzlich "niedere" Organismen einzusetzen. Im
Vergleich zu Primaten, welche hinsichtlich Anatomie und Funktionalitdt der
Rotatorenmanschette denen von Menschen noch naher kommen, wird die Sprague
Dawley-Ratte als ein mit den Tierversuchsvorschriften konformer Versuchsorganismus
eingestuft. Ebenfalls ist die Haltung von Ratten erleichtert und im Rahmen diverser
Tierversuche gerade in Hinblick auf die Versorgung von Rotatorenmanschettendefekten
und deren Nachbehandlung bestens etabliert. So wahlten u. a. Peltz et. al. [127],
Buchmann et. al. [128], Hettrich et. al. [72] oder Ficklscherer et. al. [48] diesen

Versuchsorganismus.

4.2.1.2 Injektionszeitpunkt und Dosierung von Botulinumneurotoxin A

Inspiriert von zwei bisher verdffentlichten Studien, welche unter selektiver Paralyse
Sehnennéahte an der Achillessehne (Ma et. al. [126]) bzw. wie ebenfalls der Dissertation zu
Grunde liegend, den Einfluss der selektiven Paralyse bei

Rotatorenmanschettenrekonstruktionen (Galatz et. al. [47]) mittels intraoperativer Gabe
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von Botulinumneurotoxin A untersuchten, stellt sich die Frage nach einem optimalen
Injektionszeitpunkt des Praparats. Der Literatur folgend ist ein Wirkungseintritt nach 24 - 48
h post injektionem mit einem Wirkmaximum zwischen dem 3 - 10. Tag zu erwarten [99,
149]. Somit ist bei intraoperativer Gabe von keiner selektiven Paralyse zum
Operationszeitpunkt auszugehen. Aus diesem Grund ist die praoperative Injektion, wie sie
im Rahmen der dieser Dissertation zu Grunde liegenden Vero6ffentlichungen durchgeftihrt
wurde, gerade in Hinblick auf die Aussagekraft der Verkirzung der postoperativen
Immobilisation sowie der spannungsarmen Reinsertion der Sehne als korrekt zu werten. Da
die Injektion 7 Tage vor der Operation durchgefihrt wurde bestand spatestens nach
Beendigung der Immobilisationsphase am 2. postoperativen Tag ein maximaler
Botulinumneurotoxinschutz (vgl. 2.1.5). Dieser ist in den Veroffentlichungen von Ma et. al.
[126] und Galatz et. al. [47] anzuzweifeln. Diese Erkenntnis deckt sich auch mit einer
weiteren Veroffentlichung von Ma et. al.,, in der der volle Wirkungseintritt von
Botulinumneurotoxin A ca. eine Woche post injektionem postuliert wird [165]. Bei Galatz et.
al. [47] steht weiterhin die nach Literatur [166] um ca. ein Drittel zu hoch gewéhlte
Botulinumneurotoxin A-Dosis zur Diskussion, so dass die Aussagekraft dieser Studien zu
hinterfragen ist. Laut Literatur ist ebenfalls die Botulinumneurotoxinwirkung nur abhangig
von der Dosierung und nicht von Volumen und Konzentration, sodass auch hier
systematische Fehler in der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Studie ausgeschlossen

werden konnten [167].

4.2.1.3 Operationsmethode

Nach Soslowsky et. al. [160] stellt die Ratte unter anatomischen Gesichtspunkten
betrachtet, einen im Vergleich zu anderen Spezies auf3erst geeigneten Organismus dar
(vgl. 4.1.1.1). Aufgrund der geringen GréfRe und der dadurch kaum moglichen minimal-
invasiven Operationsmaoglichkeit wurde ein offenes Verfahren mittels Delta-Split gewabhlt,
welches ebenfalls bei der Versorgung von irreparablen Rotatorenmanschettenrupturen zur
Anwendung kommt [44]. Weiterhin erweist sich dieser Zugang neben dem deltoideo-
pectoralem Zugang als einer der etablierten Zugange fir die Versorgung von proximalen
Humerusfrakturen. Wenngleich in den letzten Jahren durch die Verbesserung von
Ankertechniken bei geringerer Invasivitdt durch arthroskopische Verfahren ahnlich gute

Ergebnisse wie bei offenen Verfahren erzielt werden konnten [40-42], zahlt nach wie vor bei
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knochennahen Defekten, insbesondere bei Begleitverletzungen am proximalen Humerus
die offene transossare Refixation der Sehne zu den Standartverfahren in der operativen
Orthopadie und Unfallchirurgie [168]. Selbiger Zugangsweg wurde auch im Rahmen der
dieser Arbeit zu Grunde liegenden Studie durchgefuhrt. Die dabei verwendete Mason-Allen-
Naht wird ebenfalls in chirurgischen Standartwerken empfohlen [168] und zeigte sich im
Vergleich mit Nahttechniken wie Kleinert [169], Kessler, Mac oder Bunnell gerade bei der
Versorgung von Rotatorenmanschettennahten vorteilhaft [170]. Im Vergleich mit ahnlichen
Studien, welche allesamt Eingriffe an der Rotatorenmanschette an Ratten durchfiihrten,
zeigt sich u.a. bei Hettrich et. al. [72] ebenfalls die Verwendung eines Zugangswegs via
Delta-Split. Auch die Nahttechnik mit Mason-Allen ist identisch, so dass auch im
Literaturvergleich und in Anbetracht der Ubersichtlichkeit vorliegendes Operationsverfahren
eine hohe Aussagekraft und Ubertragbarkeit liefert. Angemerkt sollte werden, dass keine
Untersuchungen am M. deltoideus durchgefihrt wurden, sich jedoch die Ratten im Verlauf
der Kafighaltung hinsichtlich des Gangbildes als nicht auffallig prasentierten. Auch der
makroskopische Aspekt bei der Entnahme des M. supraspinatus 8 Wochen postoperativ
zeigte keine auffallige Muskelstruktur des M. deltoideus im Sinne einer Degeneration. Auch
die Immobilisationsmethode ist wissenschaftlich etabliert und in vergleichbaren
Veroffentlichungen aufgefuhrt [47, 72, 125, 126]. Im Vergleich zu Gimbel et al. [125] und
Galatz et. al. [47] fuhrten wir jedoch nur eine postoperative Immobilisation flir wenige Tage
anstatt fur bis zu 8 Wochen, was dem Zeitpunkt einer kompletten Ausheilung der Ruptur
entspricht, durch. Etwaige sich daraus ergebenden Veranderungen sind dem
Diskussionsteil der Ergebnisse zu entnehmen. Anzumerken ist hier jedoch, dass gerade in
Hinblick der verlangerten Immobilisation bei Sprague Dawley-Ratten in der Literatur
Veranderungen des Kollagen I/ Kollagen 1l - Koeffizienten beschrieben sind. Hier zeigt sich
eine vermehrten Bildung des Kollagen IlI, insbesondere am Kapsel-Band-Apparat, so dass
bei langer dauernder Immobilisation dieser Auswertungsparameter moglicherweise
verfalscht ist [171].

4.2.1.4 Totungszeitpunkt
Wie bereits unter 4.1.1.1 aufgezeigt, zeigt sich der Heilungsverlauf im Tiermodell der Ratte
als beschleunigt [72, 162, 163], daher stellt sich die Frage nach dem optimalen

Nachbeobachtungszeitpunkt. Verglichen mit Hettrich et. al. [72], welche eine
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Nachuntersuchung nach 4, 8 und 24 Wochen post injektionem durchfuhrten, entschieden
wir uns, den Ergebnissen von Hettrich et. al. folgend und eingedenk des in dieser Studie
nicht optimal gewahlten Injektionstermins von Botulinumneurotoxin A (vgl. 4.1.1.2) fir einen
Nachbeobachtungszeitrum von 8 Wochen. Zu diesem Zeitpunkt ist die Sehnenheilung in
Ratten weitestgehend abgeschlossen und noch kein komplettes Abflauen der Wirkung des
Botulinumneurotoxin A beschrieben, wie Hettrich et. al. selbst verdéffentlichten und was sich
ebenfalls mit Shen et. al. [172] deckt. Galatz et. al. konnte ebenfalls bei intraoperativer
Botulinumneurotoxingabe zwischen der 3. und 8. Nachbeobachtungswoche nur
Unterschiede in Bezug auf die stattgehabte Immobilisation nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion im Tiermodell der Ratte nachweisen, was unserer
Meinung nach im verspateten Applikationszeitpunkt des Botulinumneurotoxins begrindet
ist. In einer weiteren Studie, wenn gleich nicht an der Rotatorenmanschette von Ratten
konnten Ma et. al. [126] bei Achillessehnennaht bereits 3 Wochen nach erfolgter
Botulinumneurotoxininjektion signifikante Unterschiede in der Biomechanik im Sinne einer
erhohten Ausreil3kraft nachweisen. So bietet sich wohl ein Zeitfenster zwischen der 3. und
8. Woche. Bei exaktem Injektionszeitpunkt und exakter Dosierung (vgl. 4.1.1.2)lasst sich
nach Literaturrecherche zum Zeitpunkt der 8. postoperativen Woche wohl die grofdte

Signifikanz erwarten.

4.2.2 Diskussion Atrophiegruppe
4.2.2.1 Sprague Dawley-Ratte als etabliertes Modell in der Botulinumneurotoxin-
therapie

Wie bereits unter 4.1.1.1 aufgefuhrt, stellt die Ratte das etablierte Modell fur die
Rotatorenmanschette dar, da sich unter morphologischen Gesichtspunkten hohe
Ahnlichkeit mit der der Menschen aufweist, jedoch erweisen sie sich bei der Detektion von
Atrophie und Verfettung Nachteile gegentber Kaninchen oder Schafen [72,163]. Da es
jedoch im Rahmen der dieser Dissertation zu Grunde liegenden Studie galt, ausschlief3lich
die Reversibilitat der Auswirkungen der Botulinumneurotoxingabe im Kontext der
Rotatorenmanschettenrekonstruktion zu beurteilen und in Anbetracht vorliegend ahnlicher
Veroffentlichungen [47, 126] wurde als Versuchsorganismus ebenfalls die Sprague Dawley-
Ratte gewahlt. Verglichen mit Ma et. al. [126] und Galatz et. al. [47] fuhrten wir eine

Nachbeobachtung Uber die 24. Woche hinaus durch, um strukturelle morphologische
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Veranderungen uber den Wirkungsbereich von Botulinumneurotoxin A, welcher 4 - 6
Monate umfasst [126], detektieren zu kdnnen. Hinsichtlich der Auswertekriterien lasst sich
oben genannte Studie am ehesten mit der von Fortuna et. al. [151] vergleichen, wenngleich
hier eine repetitive Botulinumneurotoxin A-Gabe durchgefuhrt wurde. Weiterhin wurden als
Versuchsorganismus Kaninchen gewéhlt wurden, welche wie bereits erwéhnt, sich besser
zur Detektion atrophischer Verdanderungen eignen. Im Kaninchen hétte auch das von
Barton et al. [150] beschriebene Reparationspotential atrophischer Muskelveranderungen
im Tiermodell der Ratte abgemildert werden kdnnen, so dass zu hinterfragen ist, ob noch
exaktere Ergebnisse in einem anderen Tiermodell erzielt werden kénnten (vgl. 4.1.1.1).

4.2.2.2 Signifikanz der Wagemethode

Die Aussagekraft und Exaktheit der Wagemethode ist primar von einer exakten Praparation
abhangig, daher wurden samtliche hier zu Grunde liegenden Préaparationsschritte von einer
Person ausgefuhrt. Ebenso erfolgte die W&agung an einer Préazisionswaage mit
Ablesbarkeiten von 0,1mg (Sartorius Histolabor) unter identischen Luftdruck- und
Temperaturbedingungen, so dass auch kleinste Gewichtsunterschiede detektiert werden
konnten. Ahnliche Wagemethoden wurden bereits von Hettrich et. al. [72] ebenfalls an
Muskelpraparaten der Ratte durchgefihrt. So stellt sich als limitierender Faktor fir die
Aussagekraft primar das Praparationsverfahren, welches durch obengenannte Tatsache in
allen Versuchsgruppen identisch war. Weiterhin ist anzumerken, dass hier eine prozentuale
Messung zum To6tungsgewicht erfolgte und somit durch die Waage bedingte konstante

Messfehler sich nicht auf das Ergebnis auswirken.

4.2.2.3 Signifikanz der Volumenverdrangung

Ahnlich wie bei der Wagemethode zeigt sich bei der Volumenverdrangung ebenfalls eine
primare Fehlerquelle in der Préparationsmethode, welche durch die unter 4.1.2.2
genannten Tatsachen abgemildert wurde. Verglichen mit Hettrich et. al. [72], welche zur
Volumenmessung einen Messzylinder verwendeten, wurden in der dieser Arbeit zu Grunde
liegenden Studie fur eine noch exaktere Messung eine mit Flissigkeit gefullte Insulinspritze
mit Maximalvolumen von 1ml gewé&hlt. Dabei gilt anzumerken, dass das Prinzip der
Volumenmessung durch Wasserverdrangung ebenfalls im medizinischen Bereich der

Angiologie praktische Relevanz hat [173]. Weiterhin wurde vor Messung eine Rehydratation
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des Muskels in isotoner Kochsalzlésung durchgefiihrt. Hierdurch kann eine Rehydratation
und somit ein Volumenverlust der vorbestehenden Messflussigkeit verhindert werden, was
ebenfalls bei Hettrich et. al. [72] nicht beschrieben ist und nach unserer Meinung die
Messgenauigkeit beeinflusst. Somit kann die hier gewdahlte Methode sowohl als
wissenschaftlich und medizinisch etabliert bezeichnet werden, andererseits wurde durch

Optimierung der Messbedingungen eine hohe Aussagekraft und Signifikanz erzielt.
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5 Zusammenfassung

Alte, degenerative Rotatorenmanschettenrupturen erweisen sich nach wie vor schwierig in
der Versorgung, da sie ein hohes Rerupturpotential aufweisen. Ziel dieser Arbeit war es,
basierend auf den Erfahrungen in der konservativen Orthopédie zu untersuchen, ob durch
praoperative selektive Paralyse sich positive Auswirkungen auf die knécherne
Sehnenreintegration erzielen lassen. Weiterhin stellte sich die Frage, ob mittels
Botulinumneurotoxin A als Neoadjuvant sich die Immobilitatsphase nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion verkirzen lasst. Im Rahmen der durchgefihrten
Studien konnten wir zeigen, dass sowohl durch die Injektion als auch durch Immobilisation
mittels zirkularem Gips oder der Kombination aus beiden Verfahren es wéhrend der
Kéafighaltung zu keinen Verdnderungen im Sozialverhalten oder Korpergewicht kam.
Hinsichtlich der Versorgung erwiesen sich in Bezug auf das Verhaltnis von Kollagen | zu
Kollagen Il im Bereich der Enthesis, was als Zeichen einer fortgeschrittenen
Sehnenheilung gewertet wird (vgl. 1.3.2), bei simulierter frischer Rotatoren-
manschettenruptur Immobilisation als auch selektiver Paralyse weitestgehend identisch.
Grundsétzlich konnte das Problem der insuffizienten Versorgung von alten, degenerativen
Rotatorenmanschettendefekten auch im  Tiermodell aufgezeigt werden. Alle
Versuchsgruppen mit simulierter alter Rotatorenmanschettenruptur schnitten schlechter als
die simulierte frische Rotatorenmanschettenruptur ab. Jedoch zeigten sich unter selektiver
Paralyse bei gleichzeitigem Fehlen einer Immobilisation Vorteile in Bezug auf das
Kollagenverhéltnis. Es kann daher gefolgert werden, dass die Kombination von
Immobilisation und Paralyse insgesamt  einen Zu hohen Grad an
Bewegungseinschrankungen aufweist. Hierdurch ist ein nur insuffizienter mechanischer
Stimulus, dessen Vorhandensein eine wichtige Eigenschaft bei der Einleitung von
Proliferation und Remodelingphase darstellt, vorhanden [86]. Diese Erkenntnis deckt sich
auch mit der von uns erhobenen Datenlage. Innerhalb der Versuchsgruppen bei
gleichzeitiger Verwendung von Immobilisation und Paralyse zeigte sich sowohl das
Ausmal® von Kollagen Il im Bereich der Enthesis als Zeichen einer verbesserten
Sehnenreintegration und erhdhter Widerstandsfahigkeit auf Zugbelastungen als auch die
Sehne in Bezug auf Durchmesser und Querschnittsflache verringert. Unter
polarisationsmikroskopischer Betrachtung konnte generell bei Verwendung von selektiver
Paralyse im Vergleich zur individuellen Kontrollgruppe ein geordneter Faserverlauf sowie
ein naher an der unbehandelten Kontrollgruppe liegender Insertionswinkel der

Kollagenfasern detektiert werden. Zellmorphologisch konnte im Bereich des
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Sehnengewebes kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Morphologie der Teno- oder
Chondrozyten oder des vermehrten Einsprossens von Blutgefalien oder Vorhandensein
von Entzindungszellen aufgezeigt werden. Es ist davon auszugehen, dass die Therapie
mittels Botulinumneurotoxin A im Bereich der Enthesis zu keinen strukturellen
Veranderungen fuhrt. Zur Detektion von morphologischen Veranderungen im Zeitintervall
erfolgte eine Langzeitstudie mit besonderem Focus auf die Muskelstruktur. Hier konnte wie
erwartet ein im Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigtes Muskelgewicht und -volumen nach
Therapie mit Botulinumneurotoxin A aufgezeigt werden. Diese Erscheinung ist auf die
Atrophie des Muskelgewebes mit nachfolgender fettiger Infiltration zurickzufuhren.
Ebenfalls konnten, bedingt durch die toxische Wirkung von BoNT A plumpe Myozyten
sowie geringgradig verringerte Fibrillendurchmesser detektiert werden. Diese zeigten sich
im Verlauf der 8. bis 16. Nachbeobachtungswoche in rtcklaufiger Tendenz, sowie ab der
32. Woche als vollstéandig reversibel. Fibrése Muskelstrukturen konnten bei einmaliger
Infiltration nicht aufgezeigt werden.

Zusammenfassend kann daher gesagt werden, dass die praoperative selektive Paralyse
ein Neoadjuvant in der Versorgung alter degenerativer Rotatorenmanschettendefekte
darstellen konnte. Unter der Pramisse des korrekten Infiltrationszeitpunkts und der
Dosierung kann, wenngleich auch im Rahmen der tierexperimentellen Einschrankungen,
gezeigt werden, dass mittels selektiver Paralyse die Immobilititsphase bei weitestgehend
identischem Outcome verkurzt werden konnte. Die in der Literatur beschriebene
Muskelfibrose zeigt sich nach unseren Untersuchungen wohl erst bei wiederholter
Infiltration, wenngleich ebenfalls morphologische Veranderungen, welche sich jedoch
reversibel zeigten, detektiert werden konnten. Da die von uns gewahlte Operationsmethode
jedoch nur eine einmalige Infiltration vorsieht, ist dieser Aspekt zu vernachlassigen.
Besonders interessant erscheint uns diese Versorgungsmethode bei alten, degenerativen
Rotatorenmanschettenrupturen. Wenngleich nur simuliert im Tiermodell, erzielten diese im
Vergleich zur jeweiligen Kontrollgruppe im Rahmen der gewahlten Versuchsparameter
bessere Ergebnisse. Weiterhin bietet der Verzicht bzw. die Verkirzung der
Immobilisationsphase Vorteile fur die Compliance des Patienten und ermdglicht ebenfalls
eine Versorgung im Patientenkollektiv mit herabgesetzter Compliance [117]. In welcher
Form die Immobilitatsphase im Rahmen dieser Studie Uberhaupt urséchlich fur die
Ergebnisse ist, lasst sich auch im Vergleich mit vergleichbaren Veroffentlichungen schwer
sagen. Diese Studien wiesen allesamt ImmobilitAtsphasen von mehr als 7 Tagen auf,

wahrend in der dieser Arbeit zu Grunde liegenden Studie eine Immobilisation mittels
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zirkularem Gips bis zum 2. postoperativen Tag stattfand. Bis zu diesem Zeitpunkt liegt
jedoch bei der Sehnenheilung nur die inflammatorische Phase vor, ein Remodeling,
welches mit dem  Koeffizienten von Kollagen | zu Kollagen 1l als
Hauptuntersuchungsparameter im Rahmen dieser Studie untersucht wurde, hat bis zu

diesem Zeitpunkt in keinster Weise begonnen.
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6 Ausblick

Laut Meinung unserer Arbeitsgruppe kénnte der Einsatz von Botulinumneurotoxin A
ein wichtiges Neoadjuvans bei der Versorgung von alten degenerativen
Rotatorenmanschettendefekten darstellen. Unter der Pramisse der zeitlich exakten
Applikation und richtigen Dosierung, konnte hierin ein Schlussel zur Verringerung der
Vorlast liegen und somit eine spannungsérmere Versorgung von alten und
degenerativen Rotatorenmanschettendefekten moglich sein. Da malgeblich der
Spannungsreichtum am  Knochen-Sehnen-Interface  fir die  Rerupturrate
verantwortlich ist, ist mdglicherweise hierdurch eine Reduktion zu erzielen. Das
Tiermodell der Ratte kann jedoch nur eingeschrankt eine alte, degenerative
Rotatorenmanschettenruptur simulieren (vgl. 4.1.1.1), da die fettig - degenerative
Komponente fehlt. Fir die Zukunft ist es daher sinnvoll, dhnliche Versuche im
Tiermodell des Kaninchens durchzufiihren, um noch aussagekréftigere Daten zu
erzielen. Weiterhin erscheint es uns moglich, dass durch spezielle
Praparationstechniken des Footprints wie Anbohrungen, dem Einsatz von
Stammzellen oder Tissue engineering in Kombination mit selektiver Paralyse sich die
Ergebnisse noch optimieren lassen. Ebenfalls bietet sich diese Versorgungstechnik
bei Achillessehnenrupturen an, wie bereits publiziert wurde. Nach Meinung unserer
Arbeitsgruppe wére ein Einsatz auch bei Sehnen- und Bandplastiken denkbar, um
dort eine Verklurzung der generellen Immobilitatsphase zu erzielen und selektiv die
affektierte Muskulatur "immobilisieren” zu kdnnen. Hierzu bietet sich ebenfalls bei
frischen Sehnenverletzungen ein Potential fir die selektive Paralyse, da eine
generelle Immobilisation nur bis zum Wirkungseintritt des Botulinumneurotoxin A zu
erfolgen hatte [117].

Aufgrund der demographischen Entwicklung, der hohen Inzidenz von
Rotatorenmanschettenrupturen sowie dem unspezifischen Einsatz sehen wir groRes
Potential im Einsatz von selektiver Paralyse. Da hier keine Compliance des Patienten
beim Tragen der Orthese vorausgesetzt werden muss, bieten sich somit adaquate
Versorgungsmaoglichkeiten fir Bevolkerungsgruppen mit nachweislich herabgesetzter
Compliance wie z. B. Patienten mit dementiellem Syndrom. Nicht zu vernachléassigen
ist die in der Literatur publizierte analgetische Wirkung von Botulinumneurotoxin A,
welche ebenfalls einen positiven Aspekt bei der physiotherapeutischen
Nachbehandlung zeigen wird. In wieweit sich durch selektive Paralyse eine

spannungsarmere Reinsertion und Versorgung erzielen lasst, welche die
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Moglichkeiten einer minimal-invasiven Versorgung erhoht, sollte in nachfolgenden
Studien geklart werden.
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7. Abkirzungsverzeichnis

Symbol

% Prozent

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

ABC Avidin-Biotin-Complex

AG Aktiengesellschaft

AK Antikorper

Aqua Wasser

B Botox

BfArM Bundesamt fur Arzneimittel und
Medizinprodukte

BONT A Botulinumneurotoxin A

BSA N,O-Bis(trimethylsilyl)acetamid

bzw. beziehungsweise

ca. Circa

cm Zentimeter

cm? Quadratzentimeter

CO2 Kohlenstoffdioxid

DAB Diaminobenzidin

Dest. Destilliert

Dipl.-Ing. Diplomingenieur

DMSO Dimethylsulfoxid

Dr. Doktor

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EZM Extrazellulare Matrix

Fa. Firma

FACR Fellow of the American College of
Radiology

FELASA Federation of European Laboratory Animal
Science Associations

FRCR Fellow of the Royal College of Radiologists

g Gramm

Gimp 2 GNU Image Manipulation Program

h Stunde

h. c. honoris causa

H.E. Hamatoxylin-Eosin-Farbung

H202 Wasserstoffperoxid

HIER Heat Induced Epitope Retrieval

| Immobilisation mittels Cast

i.p. intraperitoneal

IGF-1 Insulin-like Growth Factor-1

kDa Kilodalton (Molekulargewicht)

KGW Korpergewicht

m Mannlich

M. Muskulus

min Minuten

mi Milliliter

mm Millimeter
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NacCl Natriumchlorid

Nr Nummer

oB ohne Botox (NaCl)

OP Operation

PBS phosphat buffred saline

PGE2 Prostaglandin E2

PMT photomultiplier tube

S spannungsreiche Naht

S. Siehe

SNAP-25 Synaptosomal-associated protein 25

Sv2 synaptisches Vesikelprotein 2

U Unit

USA Vereinigte Staaten von Amerika

i Mikroliter
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11. Materialverzeichnis
Material Hersteller
Abdecktiicher Sengewald Klinikprodukte GmbH,

Absaugkatheter CH16

Alufolie
Becherglas 40 ml

Becherglas 500 ml
Biopsiekassetten ,Rotilabo®
Bohrer 1 mm

Costar Stripette, 25 ml

Costar Stripette, 5 ml
Deckglaser. 24x32 mm

Desinfektionsmittel ,Kodan Tinktur forte,
gefarbt*
Drahtblgel

Einmal-Pinzette, 12,5 cm
Falcon, 50 ml

Faltenfilter, Durchmesser 185 mm
Farbegestell 85x60x45 mm

Feinhaarpinsel
Gips

Glaskivetten 105x85x70 mm

Glastrichter, Durchmesser 100 mm

handelsublicher Topf, 3L
Kompressen

Messer flr Schlittenmikrotom
Messzylinder, 100 ml
Messzylinder, 2000 mli
Messzylinder, 250 ml
Mundschutz

Nadelhalter
Objekttrager Superfrost Plus

Rohrdorf-Thansau, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Fora GmbH, Radolfzell, Deutschland

Duran Group, Wertheim/Main,
Deutschland
Duran Group, Wertheim/Main,

Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

DePuy Synthes, Tuttlingen, Deutschland
Fisher Scientific, Waltham, USA

Fisher Scientific, Waltham, USA

Gerhard Menzel Glasbearbeitungswerk
GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.: 3500140,
Braunschweig, Deutschland

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.:
H553.1; Karlsruhe, Deutschland

Seidel Medizin, Gauting, Deutschland
Blu Max, Becton Dikinson, Le Pont De
Claix, Frankreich

Carl Roth GmbH& Co. KG, Bestell-Nr.:
CA10.1, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.:
H552.1, Karlsruhe, Deutschland

Pelikan, Hannover, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.:
H554.1, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.:
K245.1, Karlsruhe, Deutschland

aus den Besténden des Labors

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

PFM medical, Kéln, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

Barrier, Molnlycke Health Care AB,
Goteborg, Schweden

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
Thermo Scientific, Waltham, USA
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Ol fur Schlittenmikrotom
OP-Haube ,Surgeons Hood*

OP-Kittel ,Secu-Drape*
Parafilm ,M*

Pinzette

Pipettenspitzen Gilson D1000
Pipettenspitzen Gilson D200
Roti-Labo-Kasetten flr Biopsie
Schere

Nahtmaterial Vicryl

Nahtmaterial Prolene

Seidenpapier

Skalpell, Feather Disposable Scalpell,
Gr. 11

Skalpell, Feather Disposable Scalpell,
Gr. 15

Skalpell, Feather Disposable Scalpell,
Gr. 20

Spruhverband Opsite

Tupfer

Untersucherhandschuhe Peha-Soft satin
Powderfree

Verbandwatte

Vorratsgefald mit Ablasshahn, 10 L
Zentrifugenréhrchen, 15 ml

Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Barrier, Modlnlycke Health Care AB,
Goteborg, Schweden
Sengewald Klinikprodukte
Rohrdorf-Thansau, Deutschland
Pechiney Plastic Packaging, Chicago, IL,
USA

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland
Gilson, Middleton, USA

Gilson, Middleton, USA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland

GmbH,

Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt. Deutschland
Ethicon, Johnson & Johnson Medical
GmbH, Norderstedt. Deutschland

aus den Bestanden des Labors

Feather Saftey Razor Co. Ltd, Osaka,
Japan

Feather Saftey Razor Co. Ltd, Osaka,
Japan

Feather Saftey Razor Co. Ltd, Osaka,
Japan

Smith & Nephew GmbH, Hamburg,
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland
Paul Hartmann
Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Kautex, Bonn, Deutschland

TPP, Artikel-Nr. 91015,Trasadingen,
Schweiz

AG, Heidenheim,
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Hersteller

Axiocam Mikroskopierkamera

Bildbearbeitungssoftware

Bohrmaschine
Brutschrank
Digitalkamera

Feuchte Kammer grof3

Feuchte Kammer klein

‘

Fotographiesoftware ,Zeiss Axio Vision'

Gefrierschnittmikrotom

Gilson Pipetman 100 pl - 1000 pl
Gilson Pipetman 10 pul - 100 pl
Gilson Pipetman 1 pl - 10 pl
Heidolph MR 3001 Heizplatte

Lamin Air HB 2448

Liebherr GNP 4166 Premium NoFrost
Liebherr KTP 1750 Premium
Mikroskop

Mixer Uzusio VT X-3000L
Paraffin-Streckbad 1052

Paraffinausgief3station Leica EG1160

PC

Pipetus

Sartorius Certomat MO ||

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

GIMP (GNU Image Manipulation
Program)
MS Paint (Microsoft  Corporation,

Redmond, USA)

Image J (Image Processing and Analysis
in Java

Proxxon, Trier, Deutschland

Binder, Tuttlingen, Deutschland
Canon, Tokio, Japan

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Zeiss AG,
Deutschland

Leica Biosystems, NuR3loch, Deutschland

Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA
Gilson, Middleton, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

Heraeus Instruments, Hereaus Holding
GmbH, Hanau, Deutschland

Liebherr, Bulle, Schweiz

Oberkochen,

Liebherr, Bulle, Schweiz

Carl Zeiss AG, Oberkochen,
Deutschland

LMS, Tokyo, Japan

GFL, Artikel-Nr. 1052, Burgwedel,

Deutschland
Leica Microsystems Nul3loch GmbH,
Nuf3loch, Deutschland

Dell, Round Rock, Texas, Vereinigte
Staaten

Lenovo, Peking, China

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt,

Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
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Schermaschine

Schlittenmikrotom

Streckbank 13800

Heizmatte

Gewebeeinbettungssystem ,Hypercenter
XP*

Warmelampe

Schermaschine Favorita Il, Aesculap B.
Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

R. Jung AG (heute: Leica Microsystems
AG), NuR3loch bei Heidelberg,
Deutschland

Medax Nagel GmbH, Kiel, Deutschland

Breuer GmbH, Ulm, Deutschland
GMI, Minessota, USA

Breuer GmbH, Ulm, Deutschland

13. Medikamentenverzeichnis

Medikament Hersteller

Buprenovet (Buprenorphin) Bayer Health Care; Leverkusen,
Deutschland

Baytril 2,5 % (Enrofloxacin) Bayer Health Care, Leverkusen,
Deutschland

Bepanthen Augen- und Nasensalbe Bayer Vital GmbH, Leverkusen,

Botox 50 Allergan
Diazepam-ratiopharm 10
Injektionslosung (Diazepam)
Forene (Isofluran)

Ketamin Inresa 10 ml 500 mg
(Injektionsflasche)

Narcoren (Pentobarbital-Na)
Natriumchlorid 0,9 %,
Rompun 2 % (Xylacin)

Sauerstoff

Deutschland
Allergan Inc., Irvine, USA
Ratiopharm GmbH, Ulm, Deutschland

Abott AG, Baar, Schweiz

Inresa Arzneimittel GmbH, Freiburg,
Deutschland

Merial, Unterschlei3heim, Deutschland
Baxter, UnterschleiRheim, Deutschland
Bayer Health Care, Leverkusen,
Deutschland

Linde AG, Pullach, Deutschland
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14. Reagenzienverzeichnis
Reagenz Hersteller
100 % Ethanol Apotheke Innenstadt, Bestell-Nr.:

70 % Ethanol

96 % Ethanol

ABC-Kit
Antikérper Kollagen |

Antikorper Kollagen I
Antikdrper Kollagen Ili

Aqua dest.

Aquatex

Brij 35 solution

DMSO

EDTA-4Na 20 % Citronensaure, pH 7,1,
1 L (EDTA-4Na 200g, Citronensaure-
Monohydrat 37,19 g, gereinigtes Wasser
1L)

Eosin Y Losung mit Phloxin

Essigsaure 100 %,
Eukitt
Formalin

Goat Serum
HCI

Leistungswasser
Paraffin

PBS

Rotihistol

Safranin T

Saure Hamalaunlésung (nach P.Mayer)
Romeis §648

402817, Universitat Minchen,
Deutschland

Apotheke Innenstadt, Bestell-Nr.:
402815, Universitat Muinchen,
Deutschland

Apotheke Innenstadt, Bestell-Nr.:
402816, Universitat Munchen,
Deutschland

Vector Laboratories, Burlingame, Ca,
USA

Kollagen I, NB600-450, Novus

Biologicals, Littleton, USA
CHC1, University of lowa, USA
Kollagen 1ll,  NB600-450,
Biologicals, Littleton, USA
Labor fir Tumorimmunologie, Universitat
Munchen, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Artikel-Nr: E0011, Apotheke Innenstadt,
Universitatsklinikum Minchen

Novus

Sigma-Aldrich, Bestell-Nr.: HAT 110332,
Taufkirchen, Deutschland
Merck KGaA, Bestell-Nr.:
Darmstadt, Deutschland
Kindler, Bestell-Nr.: 500959, Karlsruhe,
Deutschland

Apotheke Innenstadt,
Miinchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

1.00063,

Universitat

Apotheke Innenstadt, Universitat
Munchen, Deutschland
Stadtwerke Minchen, Miinchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Bestell-Nr.:
6640.2, Karlsruhe, Deutschland
Bestell-Nr.: 84120, Fluka bezogen Uber
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Apotheke Innenstadt, Bestell-Nr.:
FLOO08 Universitat Mtnchen,
Deutschland

114



Ausblick

Sekundarantikdrper (horse anti mouse)

Tissue Tek
Tissue Tek Kryohold Intermediate
Wasserstoffperoxid

Vector Laboratories, Burlingame, Ca,
USA

Sakura, Leiden, Niederlande

Sakura, Leiden, Niederlande

Apotheke Innenstadt, Universitat
Minchen, Deutschland
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