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1. Einleitung

Eine der haufigsten Ursachen fiir Schulterschmerz ist die Ruptur der Rotatorenmanschette
(Mantone et al. 2000). Ab dem 50. Lebensjahr steigt ihre Pravalenz markant an. Bei tber 70-
Jahrigen tritt sie bis zu 50% und bei Uber 80-Jahrigen mit bis zu 80% auf (Milgrom et al.
1995). Es werden gute Klinische Resultate bei der Rotatorenmanschettenrekonstruktion
erreicht (Lichtenberg et al. 2006). Insbesondere bei groRen chronischen Rupturen zeigen
dennoch aktuelle operative Therapien eine hohe Rerupturrate mit 25 bis 94% (Galatz et al.
2004, Franceschi et al. 2007, Lichtenberg et al. 2006). Aus diesem Grund versucht man,

bestehende Therapien zu verbessern und neue Entwicklungen zu initiieren.

1.1 Anatomie und Funktion der Rotatorenmanschette

Damit der Humeruskopf bei der Bewegung der Schulter in der Gelenkpfanne bleibt, ist die
Schulter von wichtigen Muskeln umgeben. Sie zentrieren den Humeruskopf gegenliber dem
Glenoid, sorgen fur Bewegung und Kraft.

Der wichtigste Muskel — Musculus supraspinatus - entspringt in der Fossa supraspinata und
zieht unter dem Schulterdach zu der oberen Facette des Tuberculum majus und zur
Gelenkkapsel. Er ist ein AulRenrotator und startet die Abduktion des Oberarmes.

Der Musculus infraspinatus ist der starkste AuRenrotator des Oberarmes, abduziert bei
erhobenem, adduziert bei gesenktem Arm und verhindert eine Gelenkkapseleinklemmung. Er
hat seinen Ursprung in der Fossa infraspinata und inseriert in der mittleren Facette des
Tuberculum majus und in der Gelenkkapsel.

Der Musculus subscapularis ist der stdrkste Innenrotator. Er entspringt in der Fossa
subscapularis und setzt am Tuberculum minus und der Gelenkkapsel an.

Der Musculus teres minor ist funktionell ein schwacher AuBenrotator des Oberarmes und
wirkt bei der Adduktion mit. Er entspringt in der mittleren Partie des Margo lateralis scapulae
und setzt an der unteren Facette des Tuberculum majus und der Gelenkkapsel an.

Alle vier Muskeln — der Musculus supraspinatus, Musculus infraspinatus, Musculus
subscapularis und Musculus teres minor — agieren als dynamische Stabilisatoren des
glenohumeralen Gelenks (Morrey und An 1990). Die Sehnen dieser Muskeln vereinigen sich
vor der Insertion am Tuber des Humerus zur Rotatorenmanschette. Der kréftige Deltamuskel
bedeckt die Rotatorenmanschette, wodurch diese von auf3en nicht sichtbar ist.
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1.2 Die Rotatorenmanschettenruptur

1.2.1 Definition:

Die  Rotatorenmanschettenruptur ~ beschreibt  die  Kontinuitatsunterbrechung  des
Sehnenspiegels, welcher durch die Vereinigung der vier Ansatzsehnen der

Rotatorenmanschette am Tuberculum majus und minus gebildet wird.

1.2.2 Atiologie und Pathogenese

Aufgrund der anatomisch bedingten rdumlichen Enge unter dem Schulterdach und der
vaskuldren Erndhrungssituation sind diese Sehnen anfalliger, Lasionen zu entwickeln (Fan et
al. 1997, Hedtmann und Fett 2002). Die Supraspinatussehne ist am h&ufigsten betroffen,
gewOhnlich an der ,kritischen Zone“, einen Zentimeter vor der Knocheninsertion. Die
,kritische Zone* ist eine Region mit Blutgefdlanastomosen (Rothman und Parke 1965) und
einer reduzierten Blutperfusion, in der alters- und verletzungsbedingte Degenerationen
entstehen konnen (MacNab 1973).

Bei fortschreitender Sehnendegeneration kann es zu Defekten der Rotatorenmanschette
kommen, die intratendinds, bursaseitig oder gelenkseitig beginnen konnen. Durch
Ausbreitung dieser inkompletten oder Partialdefekte auf die gesamte Dicke der
Rotatorenmanschette, entstehen dann die kompletten oder Totaldefekte (Hedtmann und Fett
2002). Makroskopisch entsteht der Rotatorenmanschettendefekt am hdufigsten gelenkseitig
oder intratendinds an der ventralen Kante der Supraspinatussehne. Gering oder nicht
degenerierte Sehnen reil3en erst bei hdheren Lasten ansatznah, wahrend starker degenerierte

Sehnen bei geringen Lasten ansatzfern reif3en (Sano et al. 1998).

Neer (1983) sieht den pathologischen Kontakt zwischen der Rotatorenmanschette und der
Fornix humeri — dem osteofibrosen Schulterdach aus Akromion, Ligamentum
coracoacromiale und dem Processus coracoideus - als Hauptursache fiir
Rotatorenmanschettenrisse. Er bezeichnete diesen pathologischen Kontakt als degeneratives
,,Subacromiales Impingementsyndrom*  und nahm  an, dass  95%  der

Rotatorenmanschettenrupturen durch dieses Impingement entstehen.
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Tab.1.1: Stadien des Impingementsyndroms nach Neer (1983)

Stadium | Stadium 11 Stadium 111
Stadium Odem und Fibrose und Knochensporne und
Blutungen Tendinitis Sehnenruptur
exzessive wiederholende Episoden | weiterer
Ursache Uberkopfbewegung | mechanischer Impingementver-
in Sport und Arbeit | Entziindungen schleily
typisches
yp. <25 25-40 > 40
Patientenalter
Differentialdiagnose| Subluxation frozen shoulder zervikale Radikulitis
. ) rezidivierende fortschreitende
Klinischer Verlauf | reversibel )
Schmerzen Behinderung
anteriore
) Schleimbeutelentfernung | Akromionplastik,
Behandlung konservativ ) o
Ligament-Division Rotatorenmanschetten-
Reparatur

Der Rotatorenmanschettendefekt entspricht dem Stadium Il des Impingementsyndroms nach
Neer.

Da die Rupturen oft gelenkseitig und nicht bursaseitig auftreten (Patte et al. 1981, Samilson
und Binder 1975), besteht Zweifel an der Impingementtheorie.

Nach Uhthoff et al. (1986) werden die Ursachen firr die Rotatorenmanschettenrupturen in
intrinsische  (intratendindse) und extrinsische (extratendindse) Ursachen eingeteilt.
Intrinsische Ursachen entwickeln sich im Inneren der Sehne. Bei extrinsischen Ursachen
wirkt das Problem von aulRen auf die Sehne ein (Bigliani und Levine 1997). Extrinsische
Reizungen koénnen durch folgende Faktoren hervorgerufen werden: Morphologie und
Neigung des Akromions (Neer 1972), degenerative subakromiale Knochenspornbildung
(Nicholson et al 1996), Degeneration der Articulatio acromioclaviculare (Kessel und Watson
1977), glenohumerale Instabilitat und Korakoid (Dines et al. 1990). Zu den intrinsischen
Faktoren zahlen: Schwéche der Rotatorenmuskulatur, Uberbeanspruchung der Schulter mit
Mikrotraumen der Rotatorenmanschette (Bigliani und Levine 1997) und die Tendinosis

calcarea.
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1.3 Die Rekonstruktion der Rotatorenmanschette

1.3.1 Ursachen fiir den Misserfolg nach Rotatorenmanschettenrekonstruktionen

Die Rekonstruktion der Rotatorenmanschette bleibt eine Herausforderung, da strukturelle
Schéden und wiederkehrende Risse haufige postoperative Probleme darstellen.

In der Literatur wurde mehrfach von einer Misserfolgsrate zwischen 38% und 65% nach
priméren Rotatorenmanschettenrekonstruktionen berichtet (De Orio und Cofield 1984, Galatz
et al. 2004, Gartsman 1997, Gazielly et al. 1994, Gerber et al. 1999, Harryman et al. 1991,
Hattrup 1995, Rokito et al. 1996, Romeo et al. 1999).

Fir den Misserfolg von Rotatorenmanschettenrekonstruktionen kdnnen folgende Faktoren
ursachlich sein. Erstens, eine Hypovaskularisation der Rotatorenmanschette fiihrt zu einer
Limitation der Gewebsheilung (Dejardin et al. 2001, Gartsman 1997, Gazielly et al. 1994,
Rokito et al 1996, Romeo et al. 1999). Diese Limitation erzeugt eine degenerative Sehne mit
gestorter Gewebsqualitat und schafft Schwierigkeiten bei der Verwirklichung einer sicheren
Fixierung (Dejardin et al. 2001, De Orio und Cofield 1984, Gerber et al. 1994).

Zweitens, konnen wahrend der frihen Rehabilitation Kréfte auf die Sehne wirken, die die
Festigkeit der Reparatur Uberschreiten. Reilly et al. (2003) berechnete eine Kraft von 300 N,
die der Supraspinatusmuskel bei einer Abduktion des Armes von 0° auf 30° entwickelt.
Dieses Ergebnis ist beunruhigend, da mehrere grundlegende wissenschaftliche Studien an
Schafsmodellen gezeigt haben, dass die Ausreil3festigkeit der Reparaturkonstruktion nach
zwolf Wochen signifikant niedriger ist, als dieser Wert (Gerber et al. 1994, Reilly et al. 2003).
Weiterhin konnen Versagen des Knotens oder der Naht, bzw. Nahtausreifen aus der Sehne
Ursachen fiir den Misserfolg der Rotatorenmanschettenrekonstruktion sein (Gerber et al.
1994, Goradia et al. 2001, Cummins und Murell 2003).
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1.3.2 Operationstechniken

Der Zugang erfolgt bei der offenen Rekonstruktion von vorne und oben durch den
Deltamuskel (,,Standardzugang® nach Koélbel (1990)) - 4-5 cm vom Akromion entfernt - um
Verletzungen von Asten des Nervus axillaris zu vermeiden. Die Manschette wird mittels
Haltefaden mobilisiert. Die Rander werden bei der klassischen Technik mit vertikalen
Matratzennéhten quer zur Faserrichtung am Humerus verankert. Mittels sog.
Schnirsenkelnéhte, deren Enden transosséar verankert werden, lassen sich langs verlaufende
Offnungen verschlieRen (Kolbel und Hedtmann 2002). Untersuchungen von Gerber et al.
(1994) ergaben, dass die beste Verankerung in der Sehne Nahte geben, die schlingenartig
mehrfach durch die Sehne gestochen werden (Mason-Allen-Technik).

Bei der Arthroskopischen Rotatorenmanschettennaht wird durch einen paraakromialen
Zugang ein Fadenanker eingebracht. Die Faden werden mit einer sog. Lassoschlinge gefasst
und einzeln perforierend durch die Rotatorenmanschette gefiihrt. Nach dem Setzen eines oder
mehrere Anker wird der Knoten mit einem Knotenschieber, ggf. unter reponierendem Zug an

einem zusatzlichen Manipulierfaden angelegt (Kolbel und Hedtmann 2002).

Die in der englischen Literatur als mini-open-repair bezeichnete arthroskopisch-assistierte
Technik stellt einen Mittelweg zwischen der technisch oft sehr anspruchsvollen
arthroskopischen Methode und der offenen Technik dar (Kélbel und Hedtmann 2002). Dabei
unterscheidet Yamaguchi (2001) zwischen der arthroskopisch-assistierten offenen
Rekonstruktion und der minimal-offen-assistierten arthroskopischen Rekonstruktion.
Wahrend bei der arthroskopisch-assistierten offene Rekonstruktion nach Arthroskopie und
endoskopisch-subakromialer Dekompression eine offene Rekonstruktion Uber einen
minimierten, lateralen, transdeltoidalen Zugang durchgefihrt wird, erfolgen bei der minimal-
offen-assistierten arthroskopischen Rekonstruktion von der subakromialen Dekompression bis
zur transossaren Nahtfixierung (z.B. mit Knochenankern) die meisten Schritte arthroskopisch.
Der Verzicht auf die Ablésung des Deltamuskels ist der groRRe Vorteil gegeniiber der offenen
Technik. Nachteilig ist die mangelnde Ubersicht und mogliche Quetschung des Muskels bei
der Retraktion mit Wundhaken. Dennoch sehen Fearly et al. (2002) und Warner et al. (2005)
mit dem mini-open-repair ahnlich gute funktionelle Ergebnisse verglichen zur offenen und

rein arthroskopischen Technik.
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1.3.3 Die Refixation der Sehne

Das Hauptziel der chirurgischen Wiederherstellung einer gerissenen Sehne ist eine
ausreichende Anfangsfestigkeit der Fixation, um entsprechende Rehabilitation wahrend des
reparativen Prozesses zu erlauben (Klinger et al. 2007).

Eine mdglichst spannungsarme Refixation der Sehne mit einer breiten Kontaktflache an der
Insertionsstelle am Tuberculum majus (,,Footprint Adaptation®) ist anzustreben (Hedtmann

und Fett 2002).

Folgende Refixationstechniken der Sehne sind moéglich (Gohlke et al. 2007):

e transossdre Ausleitung der in modifizierter Mason-Allen-Technik hinterstochenen
Ausziehnaht mit zusatzlicher Fixierung durch transossér vorgelegte resorbierbare
Nihte, die die Sehne flachig an die Insertionsstelle (,,Footprint-Adaption‘) adaptieren

e Einreihige Fixation mittels Fadenanker, versehen mit einzelnen oder doppelten Nahten
(single-row-Technik)

e Doppelreihige Fixation mit Fadenankern (double-row-Technik) bewies bei in-vitro-

Untersuchungen eine breitere Insertionszone und erhéhte Festigkeit (Kim et al. 2006)

Scheibel und Habermeyer (2003) entwickelten eine sogenannte arthroskopische Mason-Allen-
Naht fir Naht-Anker-Reparaturen, namlich eine Kombination aus einer horizontalen
Matratzennaht und einem Einzelstich durch den gleichen doppel-geladenen Knochenanker.
Gerber et al. (1994) demonstrierten, dass modifizierte Mason-Allen-Stiche im Vergleich zu
einfachen und horizontalen Matratzenndhten Uberlegene Stérken in der offenen
Rotatorenmanschettenreparatur aufweisen.

Apreleva et al. (2002), Craft et al. (1996) und Rossouw et al. (1997) berichteten unabhéngig
voneinander, dass Nahtanker-Reparaturen vergleichbar oder schwacher als traditionelle
transossdre Rekonstruktionen sind, wahrend andere Autoren fanden, dass Nahtanker die
transossdre Rekonstruktion Ubertreffen (Burkhart et al. 1997 b, Reed et al. 1996).
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1.4 Die Kollagene

Kollagene sind ein wichtiger Bestandteil der meisten Binde- und Stiitzgewebe (Knorpel,

Sehnen, Knochen). Ein Strukturmerkmal aller Kollagene ist die Tripelhelixstruktur, die durch

monoton wiederholte Triplet-Sequenzen aus Gly-X-Y bedingt ist. An den Positionen X und Y

tritt h&ufig Prolin und Hydroxylysin auf. Die einzelnen Kollagentypen unterscheiden sich

strukturell in der Lange der tripelhelikalen Abschnitte, kurzen Unterbrechungen in der

Tripelhelix und in der Anwesenheit zusétzlicher globuldrer Doménen. lhre spezifischen

biologischen Eigenschaften erhalten die Kollagene durch die Verknipfung dieser

Besonderheiten. Die Familie der Kollagene wird unterteilt in fibrillare (1, Il, 111, V, XI) und

nicht-fibrillare Kollagene (Basalmembrankollagen 1V, Multiplexine XV und XVIIl, Fibrillen-
assoziierte Kollagene 11X, XII und XIV, Netzwerk-bildende Kollagene VIII und X,

Transmembrankollagene XII1 und XVII, sonstige VI, VI1I) (Deutzmann et al. 2007).

Tab.1.2: Kollagentypen (Welsch 2006)

Kollagentyp

Aufbau
Tripelhelix

Fibrillendurchmesser

Vorkommen/Besonderheiten

Heterotrimer aus

h&ufigstes Kollagen,

az(111)-Ketten

o 50-90 nm, Haut, Sehnen, Knochen, Faszien,
zwei identischen )
Kollagen | Bildung von Organkapseln, Organstroma der
ap(1)-Ketten und _ )
Faserblindeln meisten Organe, Dentin, Dura
einer oy(1)-Kette
mater, Narbengewebe
meist sehr diinne ) )
_ o Strukturprotein des hyalinen
Homotrimer aus | Fibrillen, o
o ) _ Knorpels, auch im fibrésen und
Kollagen Il | drei identischen | keine Bildung von )
elastischen Knorpel vorhanden,
az(1)-Ketten Faserbundeln,
Sklera, Glaskorper
10-200 nm
Hauptkomponente Retikulinfasern,
Bildung von Netzen,
Homotrimer aus Narbengewebe, Oberflache von
Kollagen I11 | drei identischen | 20-40 nm Fett- und Muskelzellen,

lymphatische Organe,
GefalRwénde, embryonales
Bindegewebe
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1.4.1 Fibrillare Kollagene

Die fibrillaren Kollagene besitzen charakteristische Faserstrukturen und sind die
Hauptkollagene des Bindegewebes von Haut, Knochen, Knorpel, Sehnen und Béndern. Die
Bildung von festen Fasern, die Druck- oder Zugbelastung aushalten, ist die Hauptaufgabe der
fibrillaren Kollagene. Den Anforderungen entsprechend sind die dreidimensionalen
Formationen optimiert. In Sehnen z.B., in denen Uberwiegen Kollagen Typ | vorkommt, sind
alle Kollagenfibrillen parallel angeordnet. Dadurch wird maximale Stabilitat bei Zugbelastung
gewahrleistet. Andererseits liegen sie in der Haut (vor allem Kollagen Typ | und Typ Il1I)
kreuz und quer, um eine Dehnung in alle Richtungen zu erméglichen. Im Knorpel bilden
dinne Fasern (Uberwiegend Kollagen Typ II) ein dreidimensionales Netzwerk aus, das auf
Druckbelastung ausgelegt ist. Diese strukturellen Besonderheiten gehen aus unterschiedlichen
Eigenschaften der Polypeptidketten hervor.

Die Polypeptidketten der fibrillaren Kollagene weisen homologe Aminoséuresequenzen auf.
Die Domanen-Strukturen sind nahezu identisch, wobei eine groRe zentrale Doméne das
charakteristische  Strukturmerkmal ist. Diese zentrale Doméne besteht aus einem
tripelhelikalen  Abschnitt von 340 Gly-X-Y-Wiederholungen in ununterbrochener
Reihenfolge. Zwei nichttripelhelikale Telopeptide, etwa 20 Aminosauren lang, flankieren die
Domane. Sie sind flr die Ausbildung von Quervernetzungen von Bedeutung. An den Enden
von neu synthetisierten Kollagenmolekulen sind zusatzliche Doménen, wie das N-Propeptid
bzw. C-Propeptid, vorhanden, die je nach Kollagentyp im reifen Molekil nicht mehr oder nur
teilweise vorkommen. AulRerdem besitzt die Kette noch eine Pra-Sequenz zur Translokation
ins endoplasmatische Retikulum (Deutzmann et al. 2007).

N-PropeItidase C-Propeptidase | S— S|

1I 2 /3\ 4 /5\ 6 |

A

23AS 130AS 17AS 1020AS 23AS 244AS
1 Signalpeptid 4 Haupt-Tripel-Helix
2 N-Propeptid 5 C-Telopeptid
3 N-Telopeptid 6 C-Propeptid
AS Aminosauren

ADbDb.1.3: Struktur der Polypeptidkette von fibrilldren Kollagenen am Beispiel der a,(111)-Kette
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1.4.2 Biosynthese der fibrillaren Kollagene am Beispiel von Kollagen Typ |

Die Synthese von Kollagenen erfolgt an den Ribosomen des rauen endoplasmatischen
Retikulums (RER) in spezialisierten Bindegewebszellen, meist Fibroblasten aber auch
Chondro- und Osteoblasten. Bei der Kollagensynthese unterscheidet man eine intrazellulére

und eine extrazellulare Phase.

Intrazellulére Biosynthese

Die Synthese der Kollagenketten erfolgt in das Lumen des RER, wobei die Signalsequenz
(Présequenz) abgespalten wird. Es erfolgt die Hydroxylierung von Prolin und Lysin in der Y-
Position des Gly-X-Y-Triplets. Diese Reaktion ist Vitamin-C-abhangig (Bornstein 1974). Bei
einem Mangel an Vitamin C kommt es zu einer Beeintrachtigung der Hydroxylierung.
Infolgedessen kann die Kollagen-Tripelhelix nicht korrekt zusammengesetzt werden. Haufig
werden noch O-glycosidisch verkniipfte Disaccharide aus Galactose und Glucose (-O-Gal-
Glc) an die hydroxylierten Lysine angehangt. Die beiden Propeptidketten bilden
intramolekulare Disulfidbricken und das C-Propeptid wird mit einem N-glycosidisch
gebundenen Zuckerrest derivatisiert.

AnschlieRend lagern sich drei Polypeptidketten, eingeleitet durch die Aneinanderlagerung der
C-terminalen Pro-Domaénen, zum Pro-Kollagen-Molekiil zusammen. Die Faltung der
Tripelhelix erfolgt anschliefend vom C-terminalen zum N-terminalen Ende. Zwischen den
benachbarten Polypeptidketten bilden die Hydroxylgruppen der Hydroxyproline
Wasserstoffbriickenbindungen, wodurch die Tripelhelix bei physiologischen Temperaturen
stabil bleibt. Das Endprodukt der intrazelluléren Biosynthese ist das Pro-Kollagen (Bornstein
1974). Das Pro-Kollagen gelangt in sekretorischen Blaschen entlang von Mikrotubuli Gber
den Golgi-Apparat zur Zelloberflache und wird mittels Exozytose in die extrazelluldre Matrix
abgegeben.
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Abb. 1.4: Intrazellulédre Biosynthese: 1 Hydroxylierung von Prolin- und Lysin-Resten;

2 Glycosylierung einzelner Hydroxylysin-Reste; 3 Polypeptidkette mit N-glycosylierten Propeptiden
und Disulfidbricken; 4 Beginn Tripelhelix-Bildung durch Zusammenlagerung dreier
Polypeptidketten; 5 Fertigstellung des tripelhelikalen Pro-Kollagens
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Extrazellulare Biosynthese

In der extrazellularen Matrix werden durch die Aminopropeptidase und die
Carboxypropeptidase die N- und C-Propeptide abgespalten, wodurch das Tropokollagen-
Molekl gebildet wird. Die einzelnen Tropokollagen-Molekile lagern sich, jeweils um ein
Viertel ihrer Lange verschoben, einander seitlich an und bilden Quervernetzungen aus. Die
noch nicht quergestreiften Filamente vergroflern sich durch weitere Anlagerung von
Tropokollagen-Molekulen zu den periodisch quergestreiften Kollagenfibrillen. Durch
Aggregation vieler Kollagenfibrillen und deren Quervernetzung durch Proteoglycane

entstehen schliel3lich die Kollagenfasern (Bornstein 1974).

4—
44—

|

w

Abb. 15: Extrazellulare Biosynthese: 1 Abspaltung der N- und C-Propeptide; 2 Seitliche

Aneinanderlagerung der Tropokollagen-Molekdile; 3 kovalente Quervernetzungen
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Kollagenfasern sind zugfest und kaum dehnbar. Deshalb sind sie ideales Material fur Sehnen,
Bander, Faszien, Organkapseln und fur die Lederhaut. Kollagenfasern verlaufen im
lichtmikroskopischen Préaparat leicht gewellt und sind 1-10 pm (selten bis 20 pm) dick
(Welsch 2006).
Die Kollagenfasern lassen sich durch verschiedene Farbemethoden unterschiedlich anféarben:

e H.E —rot

e van Gieson — rot

e Azan — blau

e Masson-Trichrom — blau

e Goldener — tiirkisgriin

e Versilberung — braun.

1.4.3 Der Einfluss der Kollagentypen auf die Sehnen-Knochen-Verbindungsflache

Nach Gillard et al. (1979) existiert eine Korrelation zwischen mechanischer Kraft in einer
Sehne wund ihrer Matrixorganisation und —zusammensetzung. Die biomechanischen
Eigenschaften der Sehnen-Knochen-Verbindungsflache hangt grotenteils von der Struktur
der extrazellularen Matrix und insbesondere von der molekularen Organisation des
Kollagennetzwerkes ab (Liu et al. 1997). Die Synthese, Zusammensetzung und Remodulation
des Kollagens sind fiir die korrekte Funktion der Insertionsseite verantwortlich (Cooper und
Misol 1970). Die Menge an Kollagen und die Kollagentypen beeinflussen die Fahigkeit der
Sehne, Belastungen stand zu halten (Liu et al. 1997). Die Funktion des Kollagens an der
Insertionsseite ist Belastung zu tragen und die Kollagenfasern wirken wie eine physikalische
Bricke, die die Zonen zusammen halt (Cooper und Misol 1970). Deshalb werden die
biomechanischen Eigenschaften und die Stabilitit der Sehnen-Knochen-Insertion durch
Kollageneigenschaften, wie dem Typ, der Menge und der Vernetzung beeinflusst (Cooper und
Misol 1970).

Kollagen ist die Hauptmatrixkomponente und das bedeutende Strukturprotein von allen
Bindegeweben (Riley et al. 1994). Es stellt ca. 75% des Trockengewichts der Sehne dar
(Canoso 1981). Die Kollagenzusammensetzung variiert mit Alter und Pathophysiologie.
Kollagen Typ | beherrscht primdr die gesunde Sehne (Von der Mark 1981). Eine
Untersuchung von Riley et al. (1994) an biopsierten menschlichen Proben zeigt, dass
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Kollagen Typ | mehr als 60% der Supraspinatussehnentrockenmasse ausmacht, wahrend
Kollagen Typ Il lediglich 1-2% umfasst.

Nach einer Verletzung wird wahrend der frihen Phase der Wundheilung ein erhohter Anteil
Kollagen Typ Il produziert (Williams et al. 1984). Dieses wird allmahlich durch Kollagen
Typ | ersetzt, bis das Narbengewebe reift und die normale mechanische Festigkeit der Wunde
zuriickkehrt (Williams et al. 1984). Trotz allem ist noch viele Monate nach Verletzung eine
abnorme Kollagenzusammensetzung zu beobachten (Williams et al. 1984). Das Fortbestehen
von Kollagen Typ Il in heilenden Sehnenldsionen konnte nachteilig fur die biomechanischen
Eigenschaften und fur die Stabilitat der Sehne sein (Williams et al. 1984).

1.5 Aufgabenstellung

Der Zweck dieser in-vivo-Studie ist die zeitabhangige histologische und immunhistologische
Untersuchung der Kollagen-Typ-1-, -Typ-1I- und -Typ-IlI-Verteilung in der
Infraspinatussehne der Schafsschulter nach single-row- und double-row-Naht-Anker-
Rekonstruktion.

Vorherige experimentelle Untersuchungen haben unter der Ratte, dem Hund, der Ziege und
dem Schaf (St. Pierre et al. 1995, Oguma et al. 2001, Galatz et al. 2006) die Schafsschulter als
bestes Tiermodell fur die Untersuchung der menschlichen Rotatorenmanschettenreparatur
ermittelt (Gerber et al. 1994, Gerber et al. 1999, Lewis et al. 1999, Lewis et al. 2001, Schlegel
et al. 2006, Schlegel et al. 2007, Turner 2008). Die Anatomie der Infraspinatussehne eines
Schafes ist der einer menschlichen Supraspinatussehne sehr &hnlich. Aufgrund dieser
Ahnlichkeit und der bisherigen Erfahrungen (Klinger et al. 2007) wurde wieder dieses
Schafsmodell gewahlt. In dieser Studie wurde das Verfahren der offenen Rekonstruktion
durchgefuhrt, da durch die anatomisch bedingte rdumliche Enge der Schafsschulter eine all-

arthroskopische Reparatur technisch fast unmaoglich ist.
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2. Material und Methoden

2.1. Allgemein vorbereitende MaRhahmen

2.1.1. Tiere

Die Studie wurde an 22 skelettal reifen weiblichen Merino-Schafen mit einem
durchschnittlichen Gewicht von 57,1 + 8,5 kg (Klinger et al. 2009) durchgefihrt. Alle Tiere
wurden von einem Tierarzt auf einen guten physiologischen Zustand, Knochenreife, ahnliches
Gewicht, normalen Gang und natirliche Schulterbewegung untersucht. Die Studie wurde mit
der Zustimmung der lokalen staatlichen Behorde fur den Schutz der Tierrechte im Einklang
mit dem Tierschutzgesetz fur den Einsatz von Labortieren durchgefuhrt. Als unbehandelte
Kontrolle wurden Kadaver-Schultergelenke von weiblichen Merino-Schafen identischer
Alters- und Knochenreife sowie identischen Gewichts genutzt.

2.1.2. Chirurgisches VVorgehen

Vor der Operation fasteten die Tiere fir 24 Stunden. Die Tiere wurden mit 2% Xylazin-
Hydrochlorid und Atropin intramuskuléar vorbehandelt. Die Andsthesie wurde mit Natrium-
Thiopental intravends induziert. Nach Intubation wurde die Narkose mit Isofluran und
Lachgas nach Standardverfahren eingeleitet. Wahrend der Operation wurde prophylaktisch
ein Breitspektrumantibiotikum verabreicht. Die Schafe wurden in einer seitlichen Dekubitus-
Position platziert und die zufallig ausgewahlte VVordergliedmaRe steril vorbereitet. Uber dem
Schultergelenk wurde eine 12 cm gebogene Inzision angelegt. Wie in friheren
Untersuchungen (Baums et al. 2008, Klinger et al. 2007) wurde die Infraspinatussehne scharf
von ihrem Ansatz abgetrennt, um einen Totaldefekt nachzustellen. (Gerber et al. 1999, Lewis
et al. 1999, Lewis et al. 2001). Vor der Wiederbefestigung der Sehne wurde mit einer Kirette
eine blutende Oberflache geschaffen und der gesamte fibrose Knorpel entfernt. Der kortikale
Knochen an der Insertionsseite wurde intakt belassen. Es wurden doppelt-geladene Nahtanker
(Duet Nahtanker; Conmed Linvatec, Largo, Florida, USA) in Verbindung mit geflochtenem
nichtresorbierbarem Nahtmaterial — Nr. 2 Ethibond® (Ethicon, Sommerville, New Jersey,
USA) genutzt.
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Die beiden Gruppen wurden wie folgt behandelt:
e Gruppe 1: single-row-Technik: eine Reihe mit zwei doppelt-geladenen Nahtankern
und arthroskopischer Mason-Allen-Naht — einer Kombination aus horizontaler
Matratze und einem Einzelstich (Abb. 2.1)

e Gruppe 2: double-row-Technik: vier doppelt-geladene Nahtanker in zwei Reihen und
arthroskopische Mason-Allen-Naht (Abb. 2.2)

Abb. 2.1: single-row-Technik Abb. 2.2: double-row-Technik
(Baums et al. 2009, S. 1467) (Baums et al. 2009, S. 1467)

Jeder Anker wurde in einem Winkel von 45° zu der Diaphyse des Humerus in den Knochen
inseriert, wie von Burkhart (1995) empfohlen. Im Laufe des Verfahrens wurde zu keinem
Zeitpunkt eine Vorspannung auf die Sehne angewandt. Alle Operationen wurden in einem
offenen Milieu, jedoch mit Instrumenten flr arthroskopische Reparatur (Spectrum Tissue
Repair System, ConMed Linvatec) durchgefihrt.

Postoperativ wurden fiir drei Tage die Analgetika Tramadol (50 mg) und Mazol (1,2 g)
intramuskular injiziert. Am Huf der operativ behandelten GliedmaRe wurde ein weicher Ball
im Durchmesser 10 cm angebracht, um das tragende Gewicht zu reduzieren (Gerber et al.
1999). Die ersten sechs Wochen wurden die Tiere in einem schmalen Gehege gehalten, um
ihre Aktivitat zu limitieren. Nach sechs Wochen wurde der Ball entfernt und unbeschrankte

Aktivitat war erlaubt.
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2.1.3. Gewebeprobengewinnung

Nach 1, 2, 3, 6, 12 und 26 Wochen postoperativ wurde bei den Schafen eine tiefe allgemeine
Anasthesie mit einer Uberdosis an Kalium-Chlorid und Natrium-Thiopental eingeleitet. Jeder
Infraspinatussehnen-Muskel-Komplex und dessen korrespondierender Humerus der
operierten Seite wurden entnommen und makroskopisch auf Gewebeintegritdt untersucht.
Daruber hinaus wurden Infraspinatussehnen direkt post mortem von frischen Schaf-Kadavern

entnommen, um die Histologie der unbehandelten Sehnen-Knochen-Insertion zu untersuchen.

2.1.4 Gewebepraparation

Zu den 6 Zeitpunkten wurden 2x2x1 cm3 Gewebeproben von der Insertionsseite des
Infraspinatusmuskels aus den experimentellen Gruppen, sowie aus zwei gesunden

unbehandelten Schafen entnommen

2.1.5 Gewebevorbereitung, Einbetten und Schneiden

Fur lichtmikroskopische Untersuchungen werden die Gewebeproben (Gber Nacht in

gepufferter 4% Formaldehydlosung bei 4°C fixiert.

Gepuffertes Formalin nach Lillie, pH 7,4
1. 100 ml 37 % Formalin (Merck)
2. 333 ml 0,3M Sorensen-Puffer

3. 566 ml ag. dest.
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0,3 M Sorensen, pH 7,4
Loésung A (Kaliumdihydrogenphosphat): bei 4°C lagern

41,37 ¢ KH2PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

11 aq. dest

Ldsung B (Di-Natriumhydrogenphosphat): bei RT lagern
42,37 ¢ Na;HPO, (Di-Natriumhydrogenphosphat)
11 aq. dest

— fiir 0,3 M Soérensen Puffer 18,2 ml Lsg. A + 81,8 ml Lsg. B mischen

Da es sich bei den verwendeten Proben um Knochen-Knorpel-Sehnen-Préparate handelt,
mussten diese schonend entkalkt werden, um einerseits eine gute Schnittqualitdt am
Mikrotom zu gewadhrleisten, andererseits um die Struktur unverandert studieren zu kénnen.
Fur die schonende Entkalkung wurde die EDTA-Methode gewéhlt. Diese wiederum war mit
einem nicht unerheblichen Zeitaufwand verbunden, da stark knéchern durchbaute Praparate
bis zu 6 Monate zur Dekalzifizierung benétigten. Die Herstellung einer 20%-EDTA-L3sung

erfolgte folgendermaRen:

1 Liter Ansatz 20% EDTA, pH 7.4:

1. 895 ml ag. dest.

2. 105 ml Natronlauge (NaOH)

3. 200 g Ethylendiamintetraacetic acid disodium salt dihydrat (E5134-1KG, Sigma-
Aldrich)

In brauner Flasche auf Magnetrihrer bei 50-70°C fiir 1 Stunde riihren, pH kontrollieren und

bei RT lagern.



2. Material und Methoden 19

Nach erfolgter Entkalkung wurden die Proben gewassert, iber Nacht in 70 % Ethanol gelagert
und anschlieBend im Einbettautomaten (Duplex Processor, Shandon Elliot, Cheshire,
England) wie folgt dehydriert.

Tabelle 2.1:

Abfolge im Einbettautomaten

Pos.1 70% Ethanol 3h
Pos. 2 80% Ethanol 1h
Pos. 3 90% Ethanol 1h
Pos. 4 96% Ethanol 1h
Pos. 5 absoluter Alkohol 2h
Pos. 6 Isopropylalkohol 2h
Pos. 7 Isopropylalkohol 1,5h
Pos. 8 Xylol 30min
Pos. 9 Xylol 45min
Pos. 10 Xylol 45min
Pos. 11 Paraplast 52°C 6h
Pos. 12 Paraplast 56°C 4,5h

AnschlieBend wurden die dehydrierten Gewebeproben in speziellen Formen platziert und mit
Hilfe einer Ausgiefstation in Paraffin eingebettet. Die Paraffinblocke harteten tber Nacht aus.
Fur die histologische Untersuchung wurden Serienschnitte (5-7 pum) mit einem Jung Biocut
2035-Mikrotom (Leica, Nussloch, Deutschland) angefertigt. Anschliefend wurden die
Gewebeschnitte auf Objekttrager (Superfrost®Plus, Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland) tberfiihrt und tber Nacht bei 37°C im Wérmeschrank getrocknet.
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2.1.6 Histologische Farbungen fiir Lichtmikroskopie

Die Préparate mussen fir eine bessere Kontrastierung der einzelnen Zell- und
Gewebsbestandteile gefarbt werden. Dem Schnitt muss zundchst durch ein geeignetes
Losungsmittel (Xylol) das Paraffin vollstandig entzogen und anschlieend das Lésungsmittel
entfernt werden (durch Alkohol), und schliellich muss dieses wieder durch Wasser
vollstandig ersetzt werden. Die Farbstoffe werden von den Zell- und Gewebselementen in
unterschiedlichen Mengen aufgenommen. Dabei spielt u.a. auch der pH- Wert eine wichtige
Rolle.

Fur die topographische Orientierung wurden die Schnitte nach folgendem Protokoll mit
Trichrom gefarbt.

Tabelle 2.2:

Farbeprotokoll Trichrom

1. Xylol 10min
2. absoluter Alkohol 2min
3. 96% Alkohol 2min
4. 80% Alkohol 2min
5. 60% Alkohol 2min
6. ag. dest. 2min
7. Eisenhamatoxylin nach Weigert 2min
8. flielendes Leitungswasser 3min
9. Azophloxin® 9min
10. 1% Eisessig® 5min
11. Phosphorwolframsaure + Orange G* | 1min
12. 1%Eisessig 1min
13. Lichtgrin® 1min
14. 1%Eisessig 5min
15. 60% Alkohol 2min
16. 80% Alkohol 2min
17. 96% Alkohol 2min
18. absoluter Alkohol 4min
19. Xylol 5min
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'Eisenhamatoxylin nach Weigert:

Losung A: 5,0 g Hamatoxylin (Merck, Darmstadt, Deutschland) in
500 ml 96%ig Alkohol l6sen
Losung B: 5,8 g Eisen-lll-chlorid in (Carl Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe,
Deutschland)
490 ml aqg. dest.
5 ml 25%ige HCI (Salzsaure)
Unmittelbar vor Gebrauch Lésung A und B im Verhaltnis 1:1 mischen. Haltbarkeit hdchstens

8 Tage, getrennt jahrelang.

2

Azophloxin:
4,5 g Azophloxin (Waldeck GmbH und CoKG, Miinster, Deutschland) in

900 ml aqg. dest. 16sen und

1,8 ml Eisessig zugeben

%1 % Eisessig:
1 ml Essigsaure auf 100 ml ag. dest.

“Phosphorwolframsaure + Orange G:

36 g Phosphorwolframsaure (Merck, Darmstadt, Deutschland)
18 g Orange G (Carl Roth GmbH und CoKG, Karlsruhe, Deutschland)
900 ml ag. dest.

*Lichtgriin:

1,35 g Lichtgriin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
900 ml ag. dest.
1,8 ml Eisessig

Durch Trichromfarbungen lassen sich Gewebearten farberisch gut voneinander unterscheiden.
Kollagenfaserreiches Bindegewebe hebt sich durch eine grine Farbung deutlich ab.
Differenzierungsschritte zwischen den Farbreaktionen verstdrken das kontrastreiche
Féarbeergebnis. Bei der Trichromfarbung nach Goldner werden zunéchst die Zellkerne mit

Eisenhdamatoxylin blau-schwarz gefarbt, das Zytoplasma mit S&urefuchsin-Ponceau rotlich
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braun, anschlieRend die Kollagenfasern und mineralisierte Hartgewebsmatrix mit Lichtgrin

tlrkisgrin dargestellt.

Toluidin Blue O, gehort zu den Thiazinfarbstoffen. Die Toluidin-Blue-O-Féarbung bietet
Differenzierungsmaglichkeiten durch metachromatische Farbeffekte. Metachromatische
Féarbungen beobachtet man an Mukopolysacchariden (z.B. in Knorpelsubstanz).

Mineralisierte Hartgewebe bleiben ungeférbt bis blassblau, Zellen, Zellkerne, Osteoidsdume,
Kittlinien, Kollagenfasern sind blau, Mastzellengranula, Knorpelmatrix, frihe
Wundheilungsareale metachromatisch rotviolett gefarbt.

Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

Tabelle 2.3:

Farbeprotokoll Toluidin-Blue-O-Farbung

1. Xylol 10min
2. absoluter Alkohol 2min
3. 96% Alkohol 2min
4. 80% Alkohol 2min
5. 60% Alkohol 2min
6. ag. dest. 2min
7.0,04% Toluidin Blue O 10min
8. ag. dest. 2min
9. flieRendes Leitungswasser 30s
10. 0,1% Fast Green® 2min
11. flieBendes Leitungswasser 30s
12. aq. dest. 2min
13. 60% Alkohol Imin
14. 80% Alkohol Imin
15. 96% Alkohol 1min
16. absoluter Alkohol 4min
17. Xylol 5min




2. Material und Methoden 23

10,04 % Toluidin Blue O:

0,2 g Toluidin (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
0,41 g Sodium acetat (Merck, Darmstadt, Deutschland)
500 ml ag. dest.

’Fast Green:
0,1 g Fast Green (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
100 ml aqg. dest.

Die Objekttrager wurden nach den Farbungen mit Objekttrager-Glaschen und einem

Einbettmedium (Eukitt, Sigma-Aldrich) eingedeckt und anschliefend kurzzeitig bei RT

getrocknet.

2.2 Immunhistologische Farbung

2.2.1 Allgemein zur Methode

Die immunhistologische Farbung ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer chemischer
Verbindungen, insbesondere Peptide und Proteine, mit Hilfe von Antigen-Antikorper-
Reaktionen - ein spezifischer Antikorper (z.B. aus Serum immunisierter Tiere gewonnen)
reagiert auf Gewebeschnitten mit dem passenden Antigen. Ein Gewebeschnitt, in dem eine
bestimmte chemische Komponente — ein Antigen - nachgewiesen werden soll, wird mit einer
Losung inkubiert, in der ein spezifischer Antikdrper gegen das gesuchte Antigen enthalten ist.
Der Antikorper bindet an den Bereichen in Zellen oder im extrazellularen Raum, an denen das
Antigen vorkommt und weist dieses somit nach. Die Sichtbarmachung der Reaktion kann auf
unterschiedliche Art und Weise erfolgen. Der Antikorper kann mit einer fluoreszierenden
Substanz markiert sein, oder der Antikérper wird in einem zweiten Reaktionsschritt mit einem

weiteren Antikorper, der mit einem Enzym markiert ist (oft Peroxidase), nachgewiesen.
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2.2.2 Antigendemaskierung

Die Fixation des Gewebes mit Formalin verursacht Aldehydvernetzungen der Proteine,

welche die zu detektierenden Antigene maskieren konnen. Durch einen Kochvorgang im

Citratpuffer (pH 6,0) werden im Préparat durch Entfernung von Kalzium-lonen, bestehende

Quervernetzungen aufgebrochen, wodurch die Ursprungskonformation des betreffenden

Epitops wieder hergestellt wird. Antikorper kénnen die Epitope nun wiedererkennen.

Die Herstellung des Citratpuffers erfolgt folgendermalien:

Losung A: 4,2 g Zitronensduremonohydrat (CsHgO;) (Merck, Darmstadt, Deutschland)
werden in 200 ml aq. dest. Gelost

Losung B: 26,4 g Trinatriumcitrat (CgHsNazO;%2H,0) (Carl Roth GmbH und CoKG,
Karlsruhe, Deutschland) werden in 1 Liter aq. dest. gel6st.

18 ml von Losung A und 82 ml von Lésung B mit 900 ml aq. dest. auf 1 | auffillen.

Der pH- Wert ist auf 6,0 einzustellen (wenn zu niedrig mit Losung B)

2.2.3 Die immunhistologische Farbung mit Hilfe des DAKO REAL™ Detection Systems

Das DAKO REAL™ Detection System wird in einem Drei-Schritt-Verfahren (Abb. 2.3)
eingesetzt. Das Gewebe wird zuerst mit einem optimal verdinnten priméren Kaninchen- oder
Mausantikorper, anschlieend mit DAKO REAL™ Link, Biotinylated Secondary Antibodies
(AB2) und zuletzt mit DAKO REAL™ Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) inkubiert.
Die Reaktion wird mit RED Chromogen sichtbar gemacht.

DAKO REAL™ Detection System beruht auf einem indirekten Streptavidin-Biotin-
Verfahren. Der biotinylierte sekunddre Antikorper reagiert gleich gut mit den
Immunglobulinen von Kaninchen und Maus. Mit Hilfe eines Spacerarms aus 7 Atomen wurde
der sekundare Antikdrper optimal mit Biotin markiert. Jedes biotinylierte Antikorper-Molekil
kann mit mehreren mit alkalischer Phosphatase konjungierten Streptavidin-Molekdilen
reagieren, wodurch die Empfindlichkeit des Detektionssystems erhéht wird. Die Konjugation
von Streptavidin, das aus Streptomyces avidinii isoliert wurde und alkalischer Phosphatase,
aus der Schleimhaut des Kalbsdarms gewonnen, erfolgte nach einem vereinfachtem

Zweischritt-Glutaraldehydverfahren. Die alkalische Phosphatase katalysiert die Farbreaktion.
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Bei dem Substratchromogen handelt es sich um ein Fast RED-Chromogen, das aus vier
Komponenten besteht: Chromogen Red 1, Chromogen Red 2, Chromogen Red 3 und AP
Substrat Buffer. Das Substratchromogen flihrt zu einer kontrastreichen roten Farbung am Ort

des Zielantigens.

Abb. 2.3 zeigt das Reaktionsprodukt schematisch.

Streptavidin mit

biotinylierter

Sekundérantikorper

Primarantikorper

Antigen

Abb. 2.3: Schemazeichnung der Drei-Schritt-Technik
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2.2.4 Protokoll der immunhistologischen Darstellung von Kollagen I, 11 und 11

Um das zu bestimmende Kollagen lichtmikroskopisch sichtbar zu machen, wurden die
Gewebeschnitte mit dem DAKO REAL™ Detection System nach folgendem Farbeprotokoll

angefarbt.

1. 10 min entparaffiniert (Xylol), rehydriert in 3 min Schritten (absteigende
Alkoholreihe: 100%, 96%, 80%, 60%, 50%)

2. 10 min in Klvette mit 1xPBS (pH 7,4) gewaschen
10 min Citratpuffer auf 95°C vorheizen

3. Einbringen der Objekttrdger in vorgeheizten, aber nicht kochenden Citratpuffer
(0,2M) flr 25 min

4. Abkihlung in kaltem Leitungswasser

5. 10 min in Kivette mit 1xPBS (pH 7,4) gewaschen

6. Inkubation mit 150-200 pl (je nach SchnittgroRe) Primdrantikdrper tber Nacht bei
Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Folgende Primarantikérper wurden bei

dieser Studie verwendet:

Tabelle 2.4: Auflistung der verwendeten Priméarantikérper. Die Immunhistologie
wurde an Paraffinschnitten mit der LSAB-Methode durchgefiihrt.

Antigen Antikdrper Verdinnung Quelle
Kollagen | Anti-human-Typ-I-Kollagen 1:250 in 1xPBS MP
monoklonal (Maus) Biomedicals,
LLC., Ohio
Kollagen 11 Anti-human-Typ-I1-Kollagen | 1:250 in 1xPBS MP
monoklonal (Maus) Biomedicals,
LLC., Ohio
Kollagen 111 Anti-human-Typ-111-Kollagen | 1:250 in 1xPBS MP
monoklonal (Maus) Biomedicals,
LLC., Ohio

Die Negativkontrolle wurde ohne Primérantikdrper inkubiert, um unspezifische
Bindungen des Sekundarantikdrpers zu erkennen.

7. 10 min in Klvette mit 1xPBS (pH 7,4) gewaschen

8. 15 min Inkubation mit Sekundarantikorper: LINK, Biotinylated Secondary
Antibodies (AB2) (DAKO REAL™) bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer.
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9. 5 min in Klvette mit 1xPBS (pH 7,4) gewaschen

10. 15 min Inkubation mit Streptavidin Alkaline Phosphatase (AP) (DAKO REAL™)
bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer

11. 5 minin Kivette mit 1xPBS (pH 7,4) gewaschen

12. 4 min Chromogenlésung: 750ul AP-Buffer, 30l Chomogen Red 1, 30ul Chomogen
Red 2, 30pl Chromogen Red 3 bei Raumtemperatur

13. 5 min unter flieRendem Leitungswasser gesptlt

14. 1 min gegengefarbt mit Hamalaun nach Meyer's 1:4 verdunnt mit ag. dest.

15. 10 min unter flieBendem Leitungswasser gespult

16.  Dehydriert in 3 min Schritten (aufsteigende Alkoholreihe 50%, 60%, 80%, 96%,
100%, Xylol 5 min)

17.  Eingedeckt mit Objekttragerglédschen und Einbettmedium (Eukitt, Sigma-Aldrich)

10xPBS

81,8 g NaCl (Natriumchlorid)

29 KCI (Kaliumchlorid)

16 g NaHPO, (Di-Natriumhydrogenphosphat)

29 KHyPO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

11 aq. dest

pH Uberprifen, ggf. Einstellung mit HCI oder NaOH
1xPBS: 10xPBS 1:10 mit ag. dest verdinnen

0,1M Citratpuffer

Lésung A: 4,2 g Zitronensauremonohydrat (Merck) (CsHgO-) in 200 ml aq. dest geldst

Lésung B: 26,4 g Trinatriumcitrat (Roth) (C¢HsNazO;x2H,0) in 1 | ag. dest gelost

18 ml von Lsg. A und 82 ml von Lsg. B werden mit 900 ml ag. dest auf 1 Liter aufgefullt
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3. Ergebnisse

3.1 Lichtmikroskopische Histologie des unbehandelten Knochen-Sehnen-Komplexes

Der Knochen-Sehnen-Komplex ist aus vier histologisch unterschiedlichen Zonen aufgebaut:
dem Knochen, der in eine diinne Zone mineralisierten Faserknorpel tbergeht, gefolgt von
nicht-mineralisiertem Faserknorpel, an dem allmahlich die Sehne anschlief3t (Abb. 3.1). In der
Sehne kommen hauptséchlich dichte parallele Kollagenfaserbiindel vor, zwischen denen
Tendinozyten eingebettet sind.

Abb. 3.1: lichtmikroskopische Histologie des Knochen-Sehnen-Komplexes unbehandelter

Kontrolltiere. Die Trichrom-Féarbung zeigt Knochengewebe, das mit der Sehne interagiert. Zwischen

diesen beiden Geweben ist eine diinne Zone Faserknorpel.
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3.2 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Histologie des mittels single- und double-row-

Technik behandelten Knochen-Sehnen-Komplexes

Der Hauptunterschied zwischen behandelten Tieren und Kontrolltieren wurde in der
Faserknorpelzone gefunden. Bereits in der ersten Woche kam es zu einer initialen
Vermehrung des Faserknorpels, der sich ab der zwdlften Woche wieder reduzierte. Drei
Wochen nach double-row-Rekonstruktion kam es zu einer Zusammenlagerung von

Chondrozyten zu Clustern, die in der 26. Woche nicht mehr vorhanden waren.

3.3 Proteoglycangehalt

Die Toluidinblau-Farbung dient dem Nachweis von Glycosaminoglycanen der im
Faserknorpel vorhandenen Proteoglycane. Aus diesem Grund demonstriert die Toluidinblau-
Féarbung die Faserknorpelzone des Knochen-Sehnen-Komplexes. Geringe Mengen an
Glycosaminoglycan wurden bei den Gewebeproben der Kontrolltiere durch eine schwache

Blau-Farbung des Faserknorpels gekennzeichnet (Abb. 3.2).

Abb. 3.2: Toluidinblau-Farbung der unbehandelten Kontrolltiere
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Eine Woche post operationem war in der single-row-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe
eine intensivere Violett-Farbung der Knorpelzone zu erkennen (Abb. 3.5 a).
Auch eine Woche nach double-row-Rekonstruktion zeigte sich gegenuber der Kontrollgruppe

eine intensivere Violett-Farbung der Knorpelzone (Abb. 3.5 b).

Zwei Wochen nach single-row-Rekonstruktion war eine starke Blau-Farbung der
Knorpelzone erkennbar (Abb. 3.5 c).

GleichermaRen zeigte sich eine Farbintensitat zwei Wochen nach double-row-Rekonstruktion
(Abb. 3.5 d).

Drei Wochen nach single-row-Rekonstruktion zeigte sich eine intensivere Blau-Farbung als in
der zweiten Woche (Abb. 3.5 e).

Drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion lagerten sich die Chondrozyten zu Clustern
zusammen (Abb. 3.3). Im Vergleich zur single-row-Gruppe zeigte sich drei Wochen nach
double-row-Rekonstruktion eine starke Violett-Farbung der Knorpelzone (Abb. 3.5 f).

Abb. 3.3: Toluidinblau-Féarbung drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion, Zusammenlagerung

der Chondrozyten zu Clustern (gelber Pfeil)
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Auch sechs Wochen post operationem lie} sich eine intensivere Violett-Farbung und
Chondrozyten-Cluster in der double-row-Gruppe erkennen (Abb. 3.4, Abb. 3.5 h).

Sechs Wochen nach single-row-Rekonstruktion zeigte sich, vergleichbar zur dritten Woche,
eine starke Blau-Farbung der Knorpelzone. Eine Zusammenlagerung der Chondrozyten zu
Clustern fand in der single-row-Gruppe nicht statt (Abb. 3.5 g).

Abb. 3.4: Chondrozyten-Cluster (gelber Pfeil) sechs Wochen nach double-row-Rekonstruktion,

Toluidinblau-Férbung

Zwolf Wochen post operationem kam es in der double-row-Gruppe im Vergleich zur single-
row-Gruppe zu einer intensiveren Farbung der Knorpelzone (Abb. 3.5 i+j). Weiterhin war ein

Fortbestehen der Chondrozyten-Cluster in der double-row-Gruppe erkennbar (Abb. 3.5 j).

26 Wochen post operationem zeigte sich in der single-row-Gruppe die gleiche Intensitat der
Blau-Farbung wie in der double-row-Gruppe (Abb. 3.5 k+l). Die Chondrozyten-Cluster waren
26 Wochen nach double-row-Rekonstruktion nicht mehr zu finden (Abb. 3.5 1).
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1. Woche

3. Woche

26. Woche
Abb. 3.5: Toluidinblau-Farbung der single-row- und double-row-Gruppe zu den 6

Untersuchungs

zeitpunkten
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3.4 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Immunhistologie fiir Kollagen |

Die Gewebeproben der unbehandelten Kontrolltiere zeigten positive Kollagen-I-Reaktionen
im Knochengewebe. Ebenfalls erfolgte ein positiver Nachweis von Kollagen-Typ-I im

Sehnengewebe. Im Knorpel konnte kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden (Abb. 3.6).

Abb. 3.6: immunhistologische Farbung von Kollagen Typ I, unbehandelte Kontrolle. Ein positiver

Kollagen-1-Nachweis zeigte sich im Knochen- und Sehnengewebe.

Eine Woche nach single-row-Rekonstruktion war Kollagen Typ I im Knochen nachweisbar.
Ansonsten zeigte sich eine positive Kollagen-1-Reaktion im Sehnengewebe. Im
Knorpelgewebe konnte jedoch kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden (Abb. 3.8 a).

Eine Woche nach double-row-Rekonstruktion zeigte sich ein positiver Kollagen-1-Nachweis
im Knochen. Desgleichen erfolgte eine positive Reaktion in der Sehne. Im Knorpel konnte
auch eine Woche nach double-row-Rekonstruktion kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden
(Abb. 3.7, Abb. 3.8 b). Die Intensitit der Nachweisreaktion ist jedoch im Vergleich zu den
Kontrolltieren nach beiden Operationstechniken geringer.
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Abb. 3.7: immunhistologische Féarbung von Kollagen Typ | eine Woche nach double-row-

Rekonstruktion. Ein positiver Kollagen-I-Nachweis zeigte sich im Sehnen- und Knochengewebe. Im

Knorpelgewebe konnte kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden.

Zwei Wochen nach single-row-Rekonstruktion konnte Kollagen Typ | im Knochen
nachgewiesen werden. AuBerdem trat eine positive Kollagen-1-Reaktion im Sehnengewebe
auf. Im Knorpel konnte kein positiver Kollagen-I1-Nachweis festgestellt werden (Abb. 3.8 c).

Zwei Wochen nach double-row-Rekonstruktion stellte sich eine positive Kollagen-I-Reaktion
im Knochen dar. Ferner konnte Kollagen Typ | im Sehnengewebe nachgewiesen werden. Im
Knorpel konnte kein Kollagen Typ | dargestellt werden (Abb. 3.8 d). Auch zwei Wochen post
operationem ist im Vergleich zu den Kontrolltieren die Intensitat der Nachweisreaktion

geringer.

Drei Wochen nach single-row-Rekonstruktion wurde eine positive Reaktion fur Kollagen Typ
I im Knochen sichtbar. Ansonsten trat eine positive Kollagen-I-Reaktion im Sehnengewebe
auf. Das Knorpelgewebe zeigte dagegen keinen positiven Nachweis von Kollagen Typ | auf
(Abb. 3.8 ¢).

Drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion wurde eine positive Kollagen-1-Reaktion im
Knochen dokumentiert. Uberdies stellte sich eine positive Reaktion im Sehnengewebe dar.



3. Ergebnisse 35

Erneut zeigte das Knorpelgewebe keinen positiven Kollagen-I-Nachweis (Abb. 3.8 f). Der
Nachweis stellte sich nach beiden Operationstechniken, verglichen mit der Kontrollgruppe,
schwécher dar.

Eine positive Kollagen-I-Reaktion zeigte sich sechs Wochen nach single-row-Rekonstruktion
im Knochen. Ebenso trat eine positive Reaktion in der Sehne auf. Im Knorpelgewebe konnte
wie zuvor kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden (Abb. 3.8 g).

In gleichem MaRe stellte sich der Kollagen-1-Nachweis sechs Wochen nach double-row-
Rekonstruktion dar. Der positive Nachweis konnte im Knochen- und Sehnengewebe
dokumentiert werden. Im Knorpelgewebe konnte auch sechs Wochen nach double-row-
Rekonstruktion kein Kollagen Typ | nachgewiesen werden (Abb. 3.8 h). Die Intensitat der
Nachweisreaktion ist auch sechs Wochen post operationem bei beiden Gruppen schwacher als

bei der Kontrollgruppe.

Zwolf Wochen nach single-row-Rekonstruktion liel sich eine positive Kollagen-1-Reaktion
im Bereich des Knochens erkennen. Ebenso liel sich eine positive Reaktion im
Sehnengewebe belegen. Im Knorpel fand jedoch keine positive Reaktion statt (Abb. 3.8 i).

Im Knochen und Sehnengewebe wurde zwolf Wochen nach double-row-Rekonstruktion ein
positiver Kollagen-1-Nachweis sichtbar. Dagegen konnte im Knorpelgewebe keine positive
Nachweisreaktion erkannt werden. Im Vergleich zur single-row-Gruppe erfolgte in der
double-row-Gruppe eine starkere Nachweisreaktion (Abb. 3.8 j). In beiden Gruppen zeigte
sich zwolf Wochen post operationem eine stérkere positive Reaktion als in den ersten sechs
Wochen.

26 Wochen nach single-row-Rekonstruktion lieR sich in den Gewebeproben ein positiver
Kollagen-I-Nachweis im Knochen- sowie im Sehnengewebe erkennen. Wiederum war im
Knorpelgewebe kein Kollagen Typ | nachweisbar (Abb. 3.8 k).

26  Wochen nach double-row-Rekonstruktion erfolgte der Kollagen-I-Nachweis
gleichermalien wie 26 Wochen nach single-row-Rekonstruktion (Abb. 3.8 1).

Die Intensitdt des Nachweises war 26 Wochen post operationem in beiden Gruppen im

Knochen schwacher und in der Sehne gleich stark, verglichen mit der Kontrollgruppe.
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single-row double-row

2. Woche

Abb. 3.8: behandelte Tiere, immunhistologische Farbung von Kollagen Typ | (ber einen
Untersuchungszeitraum von 26 Wochen
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3.5 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Immunhistologie fiir Kollagen 11

Ein positiver Kollagen-11-Nachweis stellte sich bei den Kontrolltieren ausschlieBlich im
Knorpelgewebe dar. Im Knochen- und Sehnengewebe konnte kein Kollagen Typ 1l
nachgewiesen werden (Abb. 3.9).

Abb. 3.9: immunhistologische Farbung von Kollagen Typ Il, unbehandelte Kontrollgruppe

Eine Woche nach single-row-Rekonstruktion konnte Kollagen Typ Il ausschlieBlich im
Knorpelgewebe nachgewiesen werden. Im Knochengewebe erfolgte kein positiver Kollagen-
II-Nachweis. Ebenso konnte im Sehnengewebe kein Kollagen Typ Il nachgewiesen werden
(Abb. 3.13 a).

Eine Woche nach double-row-Rekonstruktion zeigten die Gewebeproben eine positive
Kollagen-I1-Reaktion im Knorpel. AuBerdem wurde Kollagen Typ Il anteilig im Knochen
sichtbar. Auch im Sehnengewebe traten Spuren von Kollagen Typ 1l auf (Abb. 3.13 b). Die
Nachweisreaktion erfolgte eine Woche nach single- sowie double-row-Rekonstruktion
intensiver als in der Kontrollgruppe.
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Zwei Wochen post operationem zeigte sich in der single-row-Gruppe eine positive Reaktion
im Knorpelgewebe, die sich im Vergleich zur Kontrollgruppe schwacher darstellte. Erneut
konnte im Knochen- und Sehnengewebe kein Kollagen Typ Il nachgewiesen werden (Abb.
3.10, Abb. 3.13 c).

Im Vergleich zur single-row-Gruppe und Kontrolle erfolgte der Kollagen-11-Nachweis im
Knorpelgewebe zwei Wochen nach double-row-Rekonstruktion  schwaécher. Im
Knochengewebe konnte kein positiver Kollagen-I1-Nachweis dargestellt werden. Ebenso war

im Sehnengewebe kein Kollagen Typ Il nachweisbar. (Abb. 3.13 d).

Abb. 3.10: immunhistologische Farbung von Kollagen Typ Il zwei Wochen nach single-row-

Rekonstruktion

Drei Wochen nach single-row-Rekonstruktion erfolgte ein positiver Kollagen-11-Nachweis im
Knorpelgewebe. AuRerdem konnte Kollagen Typ Il anteilig im Knochengewebe dargestelit
werden. Jedoch trat im Sehnengewebe keine positive Nachweisreaktion auf (Abb. 3.13 e).

Drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion war Kollagen Typ Il ausschlielich im
Knorpelgewebe nachweisbar. Im Knochen- und Sehnengewebe konnte kein positiver
Kollagen-I1-Nachweis belegt werden (Abb. 3.13 f). Der Nachweis erfolgte nach beiden

Operationstechniken schwécher als in der Kontrollgruppe.
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Sechs Wochen post operationem war in der single-row-Gruppe eine positive Kollagen-1I-
Reaktion im Knorpelgewebe zu erkennen. Im Knochen- und Sehnengewebe konnte erneut
kein Kollagen Typ Il nachgewiesen werden (Abb. 3.11, Abb. 3.13 g).

Abb. 3.11: immunhistologische Férbung von Kollagen Typ Il sechs Wochen nach single-row-

Rekonstruktion. Ein positiver Kollagen-I1-Nachweis erfolgte ausschlieRlich im Knorpelgewebe.

Sechs Wochen nach double-row-Rekonstruktion zeigte sich ein positiver Nachweis von Typ-
II-Kollagen im Knorpelgewebe. Anteilig konnte Kollagen Typ Il ebenfalls im
Knochengewebe nachgewiesen werden. Dagegen war im Sehnengewebe kein Kollagen Typ Il
nachweisbar (Abb. 3.12, Abb. 3.13 h). Die Reaktion erfolgte in der single-row-Gruppe

intensiver als in der double-row-Gruppe, jedoch schwécher als in der Kontrollgruppe.
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Abb. 3.12: immunhistologische Férbung von Kollagen Typ Il sechs Wochen nach double-row-

Rekonstruktion

Eine positive Kollagen-1l-Reaktion stellte sich nach zwdlf Wochen in der single-row-Gruppe
im Bereich des Knorpels dar. Im Knochen- und Sehnengewebe erfolgte kein positiver
Kollagen-11-Nachweis (Abb. 3.13 i). Im Vergleich zur single-row-Gruppe zeigte sich zwolf
Wochen nach double-row-Rekonstruktion eine starkere Kollagen-11-Reaktion im Bereich des
Knorpelgewebes. Dagegen war im Knochen- sowie Sehnengewebe keine positive
Nachweisreaktion erkennbar (Abb. 3.13 j).

26 Wochen post operationem stellte sich in der single-row-Gruppe ein positiver Kollagen-11-
Nachweis im Knorpelgewebe dar. Im Knochen- und Sehnengewebe konnte kein Kollagen
Typ Il nachgewiesen werden. Die positive Kollagen-11-Reaktion erfolgt, verglichen mit der
Kontrollgruppe, schwacher (Abb. 3.13 k).

26 Wochen nach double-row-Rekonstruktion wurde eine positive Kollagen-I1-Reaktion im
Knorpelgewebe sichtbar. Weder im Knochen, noch im Sehnengewebe konnte Kollagen Typ Il
nachgewiesen werden. Auch 26 Wochen nach double-row-Rekonstruktion erfolgte die
Nachweisreaktion im Vergleich zur Kontroll-Gruppe schwacher (Abb. 3.13 I).
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single-row double-row

Abb. 3.13: behandelte Tiere, immunhistologische Farbung von Kollagen Typ Il Uber einen
Untersuchungszeitraum von 26 Wochen
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3.6 Ergebnisse der lichtmikroskopischen Immunbhistologie fiir Kollagen 111

Ein positiver Kollagen-I11-Nachweis konnte bei den Kontrolltieren ausschlieBlich im Knochen
gezeigt werden. Im Knorpelgewebe konnte kein Kollagen Typ Il nachgewiesen werden.
Ebenso erfolgte kein positiver Kollagen-I11-Nachweis im Sehnengewebe (Abb. 3.14).

Abb. 3.14: immunhistologische Farbung von Kollagen Typ 111, unbehandelte Kontrolle. Kollagen Typ

111 konnte ausschlieBlich im Knochen nachgewiesen werden.

Eine Woche nach single-row-Rekonstruktion zeigte das Knochengewebe keinen positiven
Kollagen-I1l-Nachweis. Ebenso konnte kein Kollagen Typ 1l im Knorpelgewebe
nachgewiesen werden. Ein positiver Kollagen-I11-Nachweis erfolgte ausschlieBlich im
Sehnengewebe (Abb. 3.17 a).

Eine Woche nach double-row-Rekonstruktion stellte sich keine positive Kollagen-Ill-
Reaktion im Knochengewebe dar. Ebenso konnte kein Kollagen Typ 1l im Knorpelgewebe
nachgewiesen werden. AusschlieBlich im Sehnengewebe konnte ein positiver Kollagen-111-
Nachweis belegt werden (Abb. 3.17 b).
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Zwei Wochen nach single-row-Rekonstruktion stellte sich ein positiver Kollagen-IlI-
Nachweis im Knochen dar. Ferner war im Knorpelgewebe eine positive Reaktion auf
Kollagen Typ Il erkennbar. Weiterhin zeigte sich ein positiver Kollagen-I11-Nachweis im
Sehnengewebe (Abb. 3.17 c).

Eine positive Kollagen-111-Reaktion lieR sich zwei Wochen nach double-row-Rekonstruktion
im Knochengewebe erkennen. AuBerdem konnte Kollagen Typ Il im Knorpelgewebe
nachgewiesen werden. Auch im Sehnengewebe stellte sich ein positiver Kollagen-I1Il-
Nachweis dar (Abb. 3.17 d).

Drei Wochen nach single-row-Rekonstruktion zeigte das Knochengewebe eine positive
Kollagen-I11-Reaktion. Ansonsten wurde ein positiver Nachweis von Kollagen Typ IlI, im
Knorpelgewebe sichtbar. Weiterhin lieR sich eine positive Reaktion im Sehnengewebe
erkennen (Abb. 3.17 e).

Ein positiver Kollagen-I11-Nachweis erfolgte drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion
im Knochengewebe. Ebenfalls konnte Kollagen Typ Il im Knorpelgewebe nachgewiesen
werden. AuBerdem stellte sich eine positive Kollagen-111-Reaktion im Sehnengewebe dar
(Abb. 3.17 f). Im Vergleich zur double-row-Gruppe stellte sich die Reaktion in der single-

row-Gruppe intensiver dar.

Sechs Wochen nach single-row-Rekonstruktion konnte Typ-I11-Kollagen im Knochengewebe
sichtbar gemacht werden. Ebenso zeigte sich ein positiver Kollagen-111-Nachweis im
Knorpelgewebe. Gleichermallen stellte sich eine positive Kollagen-1l1-Reaktion im
Sehnengewebe dar (Abb. 3.17 g).

Sechs Wochen nach double-row-Rekonstruktion lieR sich keine positive Kollagen-IlI-
Reaktion im Knochengewebe erkennen. Desgleichen war kein Kollagen Typ Il im
Knorpelgewebe nachweisbar. Auch im Sehnengewebe erfolgte kein positiver Kollagen-I1I-
Nachweis. (Abb. 3.15, Abb. 3.17 h).
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Abb. 3.15: immunhistologische Féarbung von Kollagen Typ Il sechs Wochen nach double-row-

Rekonstruktion. Es ist keine positive Kollagen-I11-Reaktion erkennbar.

Abb. 3.16: immunhistologische Farbung zwolf Wochen nach single-row-Rekonstruktion. Es ist kein

Kollagen Typ Il nachweisbar.
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Zwolf Wochen nach single-row-Rekonstruktion konnte kein Kollagen Typ I im
Knochengewebe nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich auch im Knorpel- sowie
Sehnengewebe keine positive Kollagen-111-Reaktion (Abb. 3.17 1).

Zwolf Wochen post operationem konnte in der double-row-Gruppe kein positiver Kollagen-
I11-Nachweis im Knochengewebe dargestellt werden. Desgleichen trat kein positiver
Kollagen-I11-Nachweis im Knorpelgewebe auf. Auch im Sehnengewebe war kein Kollagen
Typ Il nachweisbar (Abb. 3.16, Abb. 3.17 j).

26 Wochen post operationem konnte in der single-row-Gruppe kein Kollagen Typ Il im
Knochengewebe  nachgewiesen  werden. Desgleichen erfolgte  keine  positive
Nachweisreaktion im Knorpel- und Sehnengewebe (Abb. 3.17 k).

26 Wochen nach double-row-Rekonstruktion konnte keine positive Kollagen-111-Reaktion im
Knochengewebe erkannt werden. Auferdem trat keine positive Nachweisreaktion im
Knorpelgewebe auf. Auch im Sehnengewebe konnte kein Kollagen Typ Il nachgewiesen
werden (Abb. 3.17 I).
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single-row double-row

Abb. 3.17: behandelte Tiere, immunhistologische Férbung von Kollagen Typ Ill Uber einen
Untersuchungszeitraum von 26 Wochen
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3.7 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse der lichtmikroskopischen Immunhistologie

Tab. 3.1: Kollagenverteilung

Kontrolle
Knochen | Knorpel | Sehne
Kollagen | + - +
Kollagen Il - + -
Kollagen I11 + - -
SR DR
Wochen Knochen | Knorpel | Sehne | Knochen | Knorpel | Sehne
Kollagen | + - + + - +
1. Kollagen Il - + - + + +
Kollagen 111 - - + - - +
P —§—§—S——y
Kollagen | + - + + - +
2. Kollagen Il - + - - + -
Kollagen 111 + + + + + +
P ———S———§—§$§m§—§y
Kollagen | + - + + - +
3. Kollagen Il + + - - + -
Kollagen 11 + + + + + +
P —
Kollagen | + - + + - +
6. Kollagen Il - + - + + -
Kollagen 111 + + + - - -
P ———S———§—§$§m§—§y
Kollagen | + - + + - +
12. Kollagen Il - + - - + -
Kollagen Il1 - - - - - -
P ——
Kollagen | + - + + - +
26. Kollagen Il - + - - + -
Kollagen Il1 - - - - - -
Legende:
+ positive Reaktion in diesem Bereich vorhanden

- der jeweilige Bereich zeigt eine negative Reaktion
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4. Diskussion

Diese Studie wurde am Schafmodell durchgefiihrt, um den Heilungsprozess des Sehne-
Knochen-Komplexes nach Rotatorenmanschetten-Rekonstruktion zu untersuchen. Die
Infraspinatussehne des Schafs ist der menschlichen Supraspinatussehne in GroRe, Form und
Mikrostruktur sehr ahnlich (Gerber et al. 1994). Die Infraspinatussehne des Schafs misst
durchschnittlich 21,5 mm in der Breite und 3,9 mm in der Dicke (Gerber et al. 1994). France
et al. (1989) berichteten (Uber eine durchschnittliche Dicke der menschlichen
Supraspinatussehne von 3,93 mm. Gerber et al. (1994) fuhrten histologische Untersuchungen
an Infraspinatussehnen des Schafs und menschlichen Supraspinatussehnen durch. Die
Schafssehnen beinhalteten etwas mehr dichte Kollagenfaserbindel pro Flacheneinheit. In
allen anderen Aspekten waren die Infraspinatussenne des Schafs und die menschliche
Supraspinatussehne fast nicht zu unterscheiden (Gerber et al. 1994).

Jedoch bleibt dieses Modell eine Angleichung zu den menschlichen Bedingungen. Dariiber
hinaus wurde ein akutes Rotatorenmanschetten-Reparationsmodell, welches nicht Sehnen mit
chronischen Rissen repliziert, genutzt.

Dennoch  wurde dieses  Tiermodell —umfassend fur die  Bewertung der
Rotatorenmanschettenreparaturen in friheren Studien (Gerber et al. 1999; Lewis et al. 2001,
Demirhan et al. 2003; Ma et al. 2004) verwendet, und ermdéglicht daher Studienvergleiche.
Gerber et al. (1999) verglichen 2 transossdre Rotatorenmanschetten-Reparaturtechniken —
einfache Stiche versus modifizierte Mason-Allen-Stiche - an 47 linken Schafsschultern.

Lewis et al. (2001) analysierten in einer biomechanischen Studie, an 16 erwachsenen
weiblichen  Schafen, den Effekt der Immobilisierung auf die Heilung der
Rotatorenmanschette.

Demirhan et al. (2003) flhrte eine biomechanische Studie an 32 Schafsschultern durch. Sie
verglichen die primére Fixationsstarke von transossaren Nahten, Naht-Ankern und hybriden
Reparaturtechniken.

Ma et al. (2004) flhrten eine biomechanische Untersuchung Uber arthroskopische

Rotatorenmanschetten-Stiche an 8 Schafs-Infraspinatus-Paaren durch.
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Die Refixierung der gerissenen und oft zuriickgezogenen Sehne im préparierte kndchernen
Bett ist der wichtigste Schritt bei arthroskopischen und offenen Rotatorenmanschetten-
Rekonstruktionen.

Die erfolgreiche Transplantation von Tierfaszien und Sehnentransplantaten regte die klinische
Anwendung ahnlicher Techniken beim Menschen an. Die Nutzung von Sehnengewebe als
,lebende Nahtmaterialien (Gallie 1913) wurde vorteilhaft in der rekonstruktiven Chirurgie
angewandt.

In der Vergangenheit wurde die Schaffung spongitsen Knochengewebes empfohlen. In der
orthopédischen Chirurgie wurde traditionell gelehrt, dass Weichgewebsheilung zum Knochen,
durch das Anbringen des freien Gewebsendes (Sehne) in einer spongidsen Mulde oder durch
ein Loch im Knochen, verstarkt wird (Crenshaw 1992, Poppen 1988). Obwohl die Studie von
Burman und Umansky (1930), die Fahigkeit des Periosts knéchernen Zuwachs in der Sehne
zu produzieren, demonstrierte, glaubte man, dass die Reparatur direkt am kortikalen Knochen
unterlegen sei, aufgrund der Annahme, dass sich eine biomechanisch minderwertige
Zwischenschicht von Bindegewebe entwickelt, die den Heilungsprozess beeintrachtigt. Die
Refixierung einer gerissenen Sehne in einer spongidsen Mulde, wie 1944 von McLaughlin
beschrieben, war eine Standardreparatur vor 60 Jahren.

Nachfolgende Studien von Whiston und Walmsley (1960), sowie von Forward und Cowan
(1963), konzentrierten sich auf das Anwachsen der durch einen osséren Tunnel befestigten
Sehne. Whiston und Walmsley (1960) untersuchten den Prozess der Sehnen-Knochen-
Heilung im Kaninchen. Sie kamen zu dem Entschluss, dass die Verbindung der implantierten
Sehne durch Inflammation von Zellen aus dem umgebenden Knochenmark in die degenerierte
Sehne vollendet wird. Sie glauben ebenfalls, dass einige Umbauprozesse im Knochentunnel
stattfinden.

Gallie und Lemesurier (1921) modifizierten die Technik durch Spaltung der Sehne und
Anrauen der Sehnenenden, vor Einbettung dieser in der Knochenrinne. Knochenanteile, die
sich mit den Sehnenenden vermischten, wurden ebenfalls in der Knochenrinne platziert.
Kernwein (1941) transplantierte in einer Reihe von Experimenten Sehnen des Extensor carpi
radialis longus bei Hunden. Bei einigen Tieren wurde die Sehnenscheide entfernt. Die
Sehnenenden wurden aufgespalten, mit Knochensand vermischt und anschlieBend in einem
knéchernden Tunnel verankert. Kernwein (1941) stellte fest, dass die Aufspaltung des
Sehnenansatzes eine grollere Flache fir die Invasion der Fibroblasten hervorrief und damit
dazu beitrug, die Zugfestigkeit der neuen Verankerung zu verbessern. Es wurde jedoch

festgestellt, dass der Knochensand aseptische Nekrosen verursachte.
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St. Pierre et al. (1995) untersuchten die Sehnenheilung zum kortikalen Knochen verglichen zu
einer spongidsen Rinne. In dieser Studie wurden 20 erwachsene weibliche Ziegen mittels
bilateraler Tenotomie der Infraspinatussehne mit anschlieBender Wiederbefestigung der
Sehne behandelt. In der Spongitdsen-Fixations-Gruppe wurde ein spongidses Bett, mittels
einer 20x5x5 mm Messschablone, préapariert. In der Kortikalen-Fixations-Gruppe wurde die
Sehne direkt am kortikalen Knochen befestigt. Sechs und Zwolf Wochen postoperativ wurden
biomechanische und histologische Untersuchungen durchgefiihrt. Die Sehnen-Knochen-
Heilung erschien in beiden Gruppen nach sechs und zwolf Wochen é&hnlich und die
biomechanischen Eigenschaften waren annahernd gleich. Diese Studie von St. Pierre et al.
(1995) zeigte keinen signifikanten Nutzen aus der Schaffung eines spongidsen
Knochengewebes.

Darum wurde in unserem Experimentmodell vor der Sehnenwiederbefestigung der kortikale

Knochen nicht vollstandig entfernt.

Das Ziel der Rotatorenmanschetten-Chirurgie ist die Optimierung der Verbindung zwischen
Knochen und Sehnenansatz am ,,Footprint“ (Kontaktflaiche) (Nho et al. 2007). Durch
maoglichst dichte Anndherung wird ein sicheres, biologisches Anheilen der Sehne am
,Footprint“ erreicht (McFarland et al. 2005). Die anatomische Rotatorenmanschetten-
Konfiguration mit ihrer mechanischen Stabilitat am Sehnen-Knochen-Ubergang soll sich
durch diesen Verschluss des Rotatorenmanschetten-Defektes wiederherstellen kénnen (Smith
et al. 2006).

Die Wiedererlangung einer schmerzfreien Schulterfunktion mit normalem Bewegungsumfang
und normaler Kraft ist dabei das Ziel (Cummins et al. 2005).

St. Pierre et al. (1995) fuhrten eine in-vivo-Studie an Ziegen durch. Sie zeigten, dass die
Stabilitat der Rotatorenmanschetten-Refixation zwischen der sechsten und zwdolften Woche
postoperativ noch signifikant zunahm. Die Rekonstruktion des ,,Footprints* muss bis zum
biologischen Sehnenanheilen ausreichend durch die Refixationstechnik stabilisiert und

gesichert werden.

Laut Gerber et al. (1994) zeichnet sich die ideale Rotatorenmanschetten-
Rekonstruktionstechnik durch hohe initiale Stabilitat, minimale Elongation unter zyklischer
Belastung und Aufrechterhaltung der mechanischen Stabilitat bis zum stabilen Anheilen des

Sehnenansatzes am Knochen aus.
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Wéhrend  bei  der  offenen  Rotatorenmanschetten-Rekonstruktion  transossére
Refixationstechniken zur Anwendung kommen, sind fur die arthroskopischen Reparaturen
Naht-Anker-Techniken die Methode der Wahl (Scheibel und Habermeyer 2003). Einige
Untersuchungen haben gezeigt, dass die Anwendung von Naht-Anker-Fixation mindestens
gleichwertig zu den traditionellen Fixationstechniken, wie z.B. transossére Tunnel (Craft et al.
1996, Hecker et al. 1993) oder sogar uberlegen ist (Burkhart et al. 1997 b, Reed et al. 1996).
Craft et al. (1996) verglichen in einer Studie die Festigkeit der klassischen transossaren Naht-
Reparatur mit Reparaturen mittels vier unterschiedlichen Naht-Ankern der 3. Generation
(Statak, Harpoon, Superanchor, Revo screw). Der Startak Naht-Anker zeigte eine signifikant
héhere Festigkeit als die andere drei Naht-Anker. Die Reparaturen mittels Startak, Harpoon
und Superanchor Naht-Ankern zeigten, verglichen zur transossdaren Nahttechnik keine
signifikanten Unterschiede. Jedoch war die Reparatur mittels transossdare Nahttechnik
signifikant fester als die Reparatur mittels Revo screw Naht-Anker.

Hecker et al. (1993) verglichen Polyacetat-Naht-Anker-Fixation mit Fixation mittels
konventioneller Nahttechnik, in Bezug auf die sofortige Zugfestigkeit der Fixierung.
AuBerdem untersuchten sie die pull-out Festigkeit der Polyacetat-Naht-Anker verglichen mit
metallischen Nahtankern. Die Untersuchungen flhrten sie an frischen menschlichen
Leichenschultern durch. Die Ergebnisse zeigten, beziiglich der Fixationsfestigkeit, keine
signifikanten Unterschiede zwischen der konventionellen Nahttechnik und den Polyacetat-
Naht-Ankern. Jedoch wiesen Polyacetat-Naht-Anker hohere pull-out Kréafte auf als
metallische Naht-Anker. In der Studie von Hecker et al. (1993) lieferten Polyacetat-Naht-
Anker ausreichende sofortige Fixierung fir Weichgewebsreparaturen in der menschlichen
Schulter.

Burkhart et al. (1997 b) erzeugten 1x2 cm Defekte der Rotatorenmanschette in 16
menschlichen Leichenschultern und reparierten jeden Defekt anschliefend mit drei Mitek RC
Naht-Ankern. Als Nahtmaterial nutzten sie No2. Ethibond. Die Ergebnisse wurden mit einer
friiheren Studie Uber transossare Knochentunnel-Fixation (Burkhart et al. 1997 a) verglichen.
Es resultiert aus diesen beiden Studien, dass die Fixation durch Naht-Anker signifikant
weniger anféllig fir Misserfolg ist, als Fixation durch Knochentunnel.

Reed et al. (1996) fuhrten einen Vergleich zwischen zwei Rotatorenmanschetten-Reparatur-
Techniken (Naht-Anker versus transossare Naht), unter Nutzung menschlicher Leichen
(durchschnittliches Alter von 65 Jahren), durch. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass Naht-
Anker-Reparaturen signifikant fester waren als die Standard-Nahttechnik, unabhé&ngig von der

Knochenqualitét.
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Klinger et al. (2009) untersuchten die zellbiologischen und biomechanischen Aspekte nach
zwei verschiedenen Techniken in offener Rotatorenmanschetten-Chirurgie — doppelt-geladene
bioresorbierbare Nahtanker in Verbindung mit arthroskopischen Mason-Allen-Stichen und
eine transossére Nahttechnik in Kombination mit traditionellen modifizierten Mason-Allen-
Stichen. 36 reife weibliche Merino Schafe wurden fur die Studie genutzt. 6, 12 und 26
Wochen postoperativ erfolgte die zellbiologische und biomechanische Bewertung. Sie kamen
zu dem Ergebnis, dass sich in Bezug auf die mechanische Belastbarkeit, Misserfolg und
Steifigkeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen ergaben.
Weiterhin fanden Klinger et al. (2009) zwischen den beiden Gruppen keine ultrastrukturellen
Unterschiede in der Organisation der Kollagenfasern. Jedoch konnten sie zeigen, dass die
Zellbiologie in der Naht-Anker-Gruppe eine gunstigere Sehnen-Knochen-Heilung aufwies, als
die traditionelle transossare Nahttechnik. Deshalb sind sie der Meinung, dass die Naht-Anker-

Technik geeigneter fir die arthroskopische Reparatur sei.

Aufbauend auf die Ergebnisse von Klinger et al. (2009), wurden in der hier vorliegenden
Studie die beiden arthroskopischen Reparaturtechniken — single row und double row — in

Bezug auf die Sehnen-Knochen-Heilung, miteinander verglichen.

Die arthroskopische Rotatorenmanschetten-Refixierung ist mittlerweile eine h&ufig
angewandte und beschriebene Operationstechnik in der Schulterchirurgie. Im Allgemeinen
kommt eine single-row-Refixation mit guten klinischen Resultaten zur Anwendung (Galatz et
al. 2004, Gartsman et al. 1998, Ide et al. 2005, Lichtenberg et al. 2006, Tauro 1998).

Einige Studien wiesen jedoch nach, dass bei der Versorgung, vor allem groRer chronischer
Rupturen, durch single-row-Technik, noch immer eine Rupturrate von 25 bis 94% und ein
inkomplettes Anheilen des Sehnenansatzes am ,,Footprint* auftreten kénnen (Boileau et al.
2005, Charousset et al. 2006, Franceschi et al. 2007, Galatz et al. 2004, Lichtenberg et al.
2006).

Apreleva et al. 2002 zeigten in ihrer biomechanischen Studie an 10 menschlichen
Leichenschultern, dass single-row-Refixierungsstechniken nur 67% der normalen ,,Footprint-
Insertion” der Supraspinatussehne am grofien Tuber erreichen kdnnen. Diese Problematik
fuhrte zu der Entwicklung einer double-row-Rotatorenmanschetten-Refixierung, die durch Lo
und Burkhart (2003) wie folgt beschrieben wurde. Nach Debridement der
Rotatorenmanschette und Vorbereitung des Knochenbetts wurde die Mobilitat der

Rotatorenmanschette beurteilt. Es wurden zwei Reihen Naht-Anker im Knochenbett des
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Humerus platziert. Die mediale Ankerreihe wurde zuerst unmittelbar lateral der Gelenkflache
des Humeruskopfes platziert. Sie verwendeten eine 18-Gauge-Nadel als Leitfaden fir die
Ankerplatzierung, gefolgt von einer Knochenstanze und einem Nahtanker (5,0 mm
BioCorkscrew, Arthex) mit No.2 Ethibond (Ethicon, Sommerville, NJ) oder No.2 Fiberwire
(Arthex). Es ist darauf zu achten, dass jeder Anker in einem Winkel von 45° (Burkhart 1995)
inseriert wird. Weiterhin konnte eine Reihe von Nahtankern auf der lateralen Seite des
Knochenbetts platziert werden. Bei der Planung der Lage der medialen und lateralen
Ankerreihe, ist darauf zu achten, flr eine ausreichende Knochenbriicke zwischen den
medialen und lateralen Ankern zu sorgen und dass jeder Anker in einem ordnungsgemalien
Winkel (Burkhart 1995) inseriert wird. Abhangig von der GroRe des Risses, erfordern die
mediale und laterale Ankerreihe jeweils einen oder zwei Anker. Die Néhte durchliefen die
Rotatorenmanschette, beginnend mit der medialen Ankerreihe. Um eine groRRe Briicke von
Rotatorenmanschettengewebe flir die Fixation zu gewéhrleisten, wurde ein retrograder
Fadendurchlauf mittels modifizierten Neviaser Zugang genutzt. Dieser Zugang wurde ca. 2-3
cm posteromedial des Akromioklavikular-Gelenks erstellt. Es wurde eine spinale Nadel als
Leitfaden fur die Bestimmung der richtigen Zugangsposition genutzt, um einen angemessenen
Gleitwinkel auf die zentrale Rotatorenmanschette zu ermdglichen. Da keine Kanile
notwendig war, war nur eine kleine 3 mm Hautpunktion erforderlich, um die Naht-
Instrumente unterzubringen. Unter Nutzung der Nadel als Leitfaden, wanderte ein
Nahtinstrument (Penetrator, Arthex) an der Nadel hinab. Die Rotatorenmanschette wurde
durchdrungen und ein Teil des Fadens wurde durch die Rotatorenmanschette zurtickgezogen.
Die anderen Néhte verliefen dhnlich durch den medialen Teil der Rotatorenmanschette, so
dass die Nahte in einer Art Matratze (iber der Sehnenbriicke gebunden wurden. Wenn nicht
bereits platziert, konnte nun die laterale Ankerreihe in den lateralen Teil des ,,Footprints®
inseriert werden. Um die Naht fir den lateralen Anker zu platzieren, war ein anterogrades
Naht-Pass-Instrument notwendig, wie z.B Viper suture passer (Arthex). Anschlielend
passierte die Naht die R&nder des Rotatorenmanschettenrisses. Diese wurden in einer
einfachen Nahtform durchdrungen. Die Autoren bevorzugten es, statische Knoten zu binden.

Zuerst wurden die medialen Matratzennéhte und dann die lateralen Néhte verknotet.
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In der Literatur werden Vor- und Nachteile dieser Rotatorenmanschetten-Refixierungstechnik
gegentiber bisher angewandten Techniken diskutiert. Verschiedene biomechanische Studien
zeigten, dass die Knochen-Sehnen-Kontaktflache bei double-row-Reparatur signifikant grofer
ist als bei single-row und transossérer Reparatur (Tuoheti et al. 2005, Mazzocca et al. 2005,
Meier und Meier 2006).

Tuoheti et al. (2005) beobachtete bei der double-row-Rekonstruktion mit Nahtankern eine um
60% groRere Kontaktflache zwischen dem Knochen und der refixierten Sehne gegeniber der
single-row-Technik. Dabei war der Anpressdruck bei der single-row-Technik hoher.
Allerdings wurde diese Studie von Tuoheti et al. nicht unter zyklischer, sondern unter
statischer Belastung durchgefiihrt.

Mazzocca et al. (2005) untersuchten die Defektkraft, zyklische Verschiebung und
anatomische  Grundflaiche  von  vier  arthroskopischen  Rotatorenmanschetten-
Reparaturtechniken an 20 menschlichen Leichenschultern. Die single-row-Reparaturtechnik
war in Defektkraft, zyklischer Verschiebung und Spaltbildung der double-row-Reparatur
ahnlich. Bei der double-row-Reparatur konnten sie jedoch eine groRere Supraspinatus-
Grundflache beobachten.

Die meisten biomechanischen Untersuchungen zeigten fir double-row-Fixation eine
signifikant hohere Belastbarkeit, eine kleinere Elongation unter zyklischer Belastung und
bessere anatomische Wiederherstellung des Sehnenansatzes am Knochen im Vergleich zu
single-row-Techniken (Cummins et al. 2005, Ma et al. 2004,2006, Kim et al. 2006, Meier und
Meier 2006, Milano et al. 2008).

In klinischen Studien wurde jedoch festgestellt, dass double-row-Refixationen verglichen mit
single-row-Techniken postoperativ keine besseren klinischen Resultate erbringen (Sugaya et
al. 2005, Charousset et al. 2007, Franceschi et al. 2007).

Sugaya et al. (2005) berichteten in einer Studie Uber den Vergleich zwischen single- und
double-row-Reparaturtechniken bei arthroskopischer Manschettenreparatur. Bei einer
mittleren Nachbeobachtungszeit von 35 Monaten konnten sie keinen signifikanten
Unterschied zwischen den beiden Gruppen im Bezug auf das klinische Ergebnis erkennen.
Eine postoperative MRT Untersuchung zeigte jedoch ein signifikant besseres strukturelles
Ergebnis bei Patienten, die mit double-row-Technik behandelt wurden.

Charousset et al. (2007) verglichen in einer Studie von 66 Féallen die klinischen Ergebnisse
nach single- und double-row-Reparatur. Eine 6 Monate postoperativ durchgefiihrte

Computertomografische Arthrographie zeigte eine signifikant bessere Sehnenheilung in der
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double-row-Gruppe. In klinisch objektiven Ergebnissen zeigten sich nach 24 Monaten
Beobachtungszeit keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.

Franceschi et al. (2007) zeigten durch eine postoperative MRT-Angiographie nach einem
Beobachtungszeitraum von ca. 23 Monaten, dass die double-row-, verglichen mit der single-
row-Rotatorenmanschetten-Refixierung weder signifikant bessere Heilungseigenschaften,
noch signifikant bessere klinische Ergebnisse erreicht. Daraus schlussfolgerten sie, dass die
Verwendung der double-row-Technik keine Vorteile bei der Wiederherstellung des
anatomischen ,,Footprints* liefert.

Ji et al. (2010) untersuchten 22 Patienten, die mittels single-row-Technik behandelt wurden
und 25 Patienten, bei denen eine double-row-Rekonstruktion durchgefuhrt wurde. Das
durchschnittliche Patientenalter betrug zwischen 56 und 58 Jahren. Die Bewertung fiihrten sie
anhand der University of California Los Angeles (UCLA) Rating-Skala und des Schulter-
Indexes der American Shoulder and Elbow Surgeons (ASES) durch. Bei einem
durchschnittlichen Nachbeobachtungszeitraum von 24 Monaten konnten sie Kkeine
statistischen klinischen Unterschiede zwischen beiden Behandlungsmethoden erkennen.
Jedoch zeigten sich nach double-row-Rekonstruktion bessere Ergebnisse in Bezug auf die
wiedererlangte Kraft und die Zufriedenheit bei den Patienten.

Aufgrund schwierigerer Operationstechniken, langerer Operationszeiten und hoherer
Implantatkosten erhdhen sich die Operationskosten bei der double-row-, verglichen zur

single-row-Technik (Franceschi et al. 2007, Sugaya et al. 2005).

Meist werden in biomechanischen Studien nur single-row-Rekonstruktionen kombiniert mit
einfachen U-Né&hten beschrieben, die mit double-row-Fixationen verglichen werden (Kim et
al. 2006, Mazzocca et al. 2005, Meier und Meier 2006, Smith et al. 2006, Sugaya et al. 2005,
Waltrip et al. 2003). Die Refixaion muss Belastungen wéhrend der biologischen
Sehnenheilung in der postoperativen Rehabilitationsphase standhalten (Nho et al. 2007). Eine
starke Spannung der Rotatorenmanschetten-Refixation und Elongation unter zyklischer
Belastung in der anfanglichen postoperativen Belastungsphase kénnte zu einem Versagen der
Rekonstruktion fiihren. Die Belastungsubertragung von der Sehne auf den Knochen erfolgt in
der postoperativen Phase nur durch die Refixationskomponenten Anker und Naht, da in
diesem Stadium noch kein Heilen zwischen Knochen und Sehnenansatz stattgefunden hat
(Kim et al. 2006, Smith et al. 2006). Die Schnittstelle zwischen Naht und Sehne ist das
schwéchste Glied in der Refixationkette (Kim et al. 2006, Mazzocca et al. 2005, Nho et al.
2007, Scheibel und Habermeyer 2003, Smith et al. 2006).
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Aus diesem Grund wurden stabilere modifizierte Nahttechniken angewandt, um
biomechanische und klinische Ergebnisse der Rotatorenmanschetten-Refixation zu verbessern
(Cummins et al. 2005, Gerber et al. 1994, Gerber et al. 1999, Ma et al. 2006, Scheibel und
Habermeyer 2003).

Scheibel und Habermeyer (2003) beschrieben eine Nahtmethode fiir Rotatorenmanschetten-
Reparatur mit Nahtankern, die entweder arthroskopisch oder wéhrend der offenen
Rotatorenmanschetten-Reparatur  durchgefiihrt werden kann. Die Technik, die sie
verwendeten, bestand aus einer Matratzen- und einer Einzelnaht und représentierte somit die
Grundsatze der Mason-Allen-Naht-Technik. Die modifizierte Mason-Allen-Naht-Technik fir
Anker-Reparaturen ist nach der Meinung der Autoren einfach durchzufuhren und bietet
hervorragende anféangliche Festigkeit und ermdglicht dauerhafte Fixierung.

Der Heilungsprozess sollte in der Restauration der vier physiologischen Zonen des Sehnen-
Knochen-Komplexes - Sehne, nicht-mineralisierter Faserknorpel, mineralisierter Faserknorpel
und Knochen — resultieren (Cooper und Misol 1970). Die Restauration der vier Zonen
erfordert laut Rodeo et al. (1993) ca. 12 Wochen. Nach den Untersuchungen von Klinger et al.
(2009) kam es nach arthroskopischer Naht-Anker-Technik friher zu einer Normalisierung der

vier Zonenstruktur als nach transossarer Nahttechnik.

In dieser Studie wurde der Heilungsprozess der Rotatorenmanschette nach zwei
unterschiedlichen Fixationstechniken — single row und double row — in Kombination mit
arthroskopischer Mason-Allen-Naht untersucht. Bei der single-row-Technik wurde die Sehne
mit Hilfe von zwei doppelt-geladenen Nahtankern in einer Reihe im Knochenbett befestigt,
wahrend bei der double-row-Technik vier doppelt-geladene Nahtanker in zwei Reihen zur

Anwendung kamen.

Die Ausbhildung einer fibrovaskuldren Verbindungsflache zwischen der Sehne und dem
Knochen ist die primére Voraussetzung flr eine ausreichende Heilung (Baums et al. 2009).
Mit solch einer Verbindungsflache ist es moglich, die faserknorplige Sehneninsertion wieder
herzustellen (Klinger et al. 2008). Die Wiederherstellung der anatomischen Konfiguration der
Sehnen-Knochen-Insertion ist ein Schlisselfaktor in der Optimierung dieses Prozesses
(Apreleva et al. 2002). Eine breite Kontaktflache an der Insertionsstelle (,,Footprint
Adaptation) wird angestrebt (Hedtmann und Fett 2002).
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Anatomie und Dimension der naturlichen Kontaktflache wurde durch verschiedene Studien
untersucht (Dugas et al 2002, Ruotolo et al. 2004).

Dugas et al. (2002) berichteten, dass die mittlere Supraspinatus-Insertion in medial-lateraler
Richtung gemessen, 12,7 + 6,3 mm betréagt, wahrend die anterior-posteriore Dimension 16,3 £
5,5 cm ausmacht.

Ruotolo et al. (2004) fuhrten ebenfalls eine Untersuchung durch und zeigten einen medial-
lateralen Abstand von ca. 12 mm und einen anterior-posterioren Abstand von 25 mm. Obwohl
die meisten Techniken, die urspriingliche Grundflache nicht angemessen wiederherstellen,
ermoglicht die double-row-Technik fast 100% Abdeckung (Apreleva et al. 2002).

Kim et al. (2006) kamen zu dem Ergebnis, dass bei der double-row-Rekonstruktion die
Spaltbildung verringert und die initiale Festigkeit und Steifigkeit im Vergleich zur single-row-
Rekonstruktion verbessert wird.

Doch die hervorragende erste mechanische Festigkeit und Grundflachendeckung der double-
row-Technik garantiert laut Charousset et al. (2007) und Franceschi et al. (2007) nicht
klinische Uberlegenheit.

Die strukturelle Integritat der Sehnen-Knochen-Heilung hangt von den spezifischen Matrix-
Komponenten an der Sehnen-Knochen-Verbindungsfliche ab. Genauer gesagt, die
biomechanischen Eigenschaften des Sehnen-Knochen-Komplexes werden von der
molekularen Organisation des Kollagennetzwerkes bestimmt (Liu et al. 1997). Daher ist die
korrekte Funktion einer Sehne von der Anzahl und Art der Kollagene abhéngig. Der
Zusammenhang von Matrix-Organisation, Zusammensetzung und mechanischen Kréften in
der Sehne wurde erstmals von Gillard et al. (1979) beschrieben. Sie wiesen darauf hin, dass
die Region der Kaninchensehne, welche mit dem Talus und Fersenbein artikuliert und Druck-
sowie Zugkréften ausgesetzt ist, eine faserknorplige Organisation und erhéhte Werte von

Glycosaminoglycanen, im Gegensatz zu anderen Regionen der gleichen Sehne, aufweist.

Es wurde lange Zeit gedacht, dass Sehnenkollagen prinzipiell aus Typ-I1-Kollagen besteht,
obwohl Ergebnisse von Immunlokalisationsstudien die Prasenz von Typ-Il- und Typ-llI-
Kollagen in der Sehne indizieren (Duance et al. 1977, Becker et al. 1976, Swasdison und
Mayne 1989). Ebenfalls wurde gezeigt, dass Fibroblasten diese drei Kollagentypen
synthetisieren (Herrmann et al. 1980, Taylor et al. 1982). Allerdings wurde nicht von
biochemischen Isolationen verschiedener Kollagenarten und ihren posttranslationalen
Modifikationen berichtet (Tsuzaki et al. 1993, Yamauchi und Katz 1993).
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Viele Gewebe enthalten eine Mischung aus Typ-I- und Typ-IlI-Kollagen. Die Ratio dieser
beiden Kollagene im Gewebe ist nicht statisch, sondern erféahrt Veranderungen wéhrend der
Entwicklung und bei Krankheit (Williams et al. 1984).

Die Quantifizierung dieser Kollagen-Typ-1- und Typ-111-Verteilung ist wichtig, da diese sich
auf die Funktion des Gewebes beziehen kann (Naimark et al. 1992).

Koob und Vogel (1987) demonstrierten, dass der Kollagengehalt in der Oberflachenschicht
der tensionalen Region der Rinder-Flexorsehne durchschnittlich 82% des Trockengewichts
der Sehne betrug, wahrenddessen in der komprimierten Region der Kollagengehalt geringer
war, durchschnittlich 69% des Trockengewichts. Diese Studie belegt, dass der Kollagengehalt
in der N&he der Insertion hoher ist als in der eigentlichen Sehne. Das dominierende Kollagen

war Typ I, jedoch war eine signifikante Menge an Typ-I11-Kollagen prasent.

Kollagen Typ Il wird normalerweise im embryonalen oder elastischen Gewebe gefunden
(Epstein 1974), aber ebenfalls wird es als Teil der Reparaturantwort auf Gewebsverletzung
synthetisiert (Bailey et al. 1975, Barnes et al. 1976). Ein erhohter Anteil an Typ-111-Kollagen
wird in der frihen Phase der Sehnen-Wundheilung produziert (Williams et al. 1984). Dieses
wird allmahlich durch Typ-I-Kollagen ersetzt, bis das Narbengewebe reift und die
mechanische Stabilitdt der Wunde zum normalen zuriickkehrt, obwohl eine abnorme
Kollagenzusammensetzung viele Monate nach Verletzung fortbesteht (Williams et al 1984).
Clore et al. (1979) berichteten, dass die Synthese von Typ-IlI-Kollagen in heilender
Rattenhaut innerhalb von 10 Stunden nach Verletzung erhéht war.

Barnes et al. (1976) zeigten, dass das Verhaltnis von Kollagen Typ 111 zum Gesamtkollagen in
Guinea Schweinehaut 21 Tage nach Verletzung noch erhoht war, obwohl in reifen Narben
oder fibrésen Verwachsungen die tberwiegende Kollagenform Typ-I-Kollagen ist.

In der friihen Sehnenheilung ist Kollagen 111 durchgehend im Gewebe vorhanden (Williams et
al. 1980).

Normale Sehnen beinhalten hauptséchlich in parallelen Faserbindeln organisiertes Kollagen
Typ |, wéhrend Kollagen Typ Il auf das Endotendineum, welches die Bindel umgibt,
begrenzt ist (Duance et al. 1977). Kollagen Typ Il neigt dazu dinne, retikuldre Fasern
auszubilden, die ein Netzwerk erzeugen (Lapiere et al. 1977). Es scheint, dass ein
Fortbestehen von Kollagen 11 in heilenden Sehnenlésionen fir eine normale Sehnenfunktion

nachteilig sein konnte.
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Diese Studie prasentiert die zeitliche Verteilung von Kollagen Typ I, Typ Il und Typ Il
wéhrend den ersten 26 Wochen der Wundheilung, in der Infraspinatussehne des Schafes.
Ein wichtiger Bestandteil der Untersuchung war dabei die Verteilung von Kollagen Typ Il in

der friihen Wundheilungsphase.

In dem hier vorgestellten Modell zeigten die immunhistologischen Ergebnisse eine
ausgedehnte Lokalisation von Kollagen Typ Il am Anfang der Rotatorenmanschettenheilung.
Die Anwesenheit von Kollagen Typ Il war wesentlich groRer als in der unbehandelten
Kontrollgruppe. Wahrend 12 Wochen nach single-row-Rekonstruktion kein Kollagen Typ 111
nachweisbar war, liel} sich bereits in der 6. Wochen nach double-row-Rekonstruktion keine
positive Kollagen-111-Reaktion erkennen.

Dies zeigt, dass 6 Wochen nach double-row-Rekonstruktion der Gewebeumbau fast
abgeschlossen ist, wahrend dieser Prozess in der single-row-Gruppe noch bis zur 12. Woche
andauert.

Ab der 12. Woche findet in beiden behandelten Gruppen eine Erhéhung von Kollagen Typ |
in der Sehne und im Knochen statt. Diese Ergebnisse zeigen eine Verschiebung in der
Kollagenproduktion und einen laufenden Umbauprozess. Es scheint als wirde das Kollagen

Typ I11 durch Kollagen Typ | ersetzt.

Kollagen Typ Il wurde untersucht, um den knorpligen Charakter des Faserknorpels
anzuzeigen. Es wurde eindeutig in fihren Studien durch immunhistochemische Farbungen
nachgewiesen, dass an der Sehnenbefestigungszone Kollagen Typ Il reichlich im
Faserknorpel vorhanden ist (Benjamin et al. 1991, Ralphs et al. 1992, Rufai et al. 1992). Das
zeitweise Vorkommen von Kollagen Typ Il im Knochengewebe ist wahrscheinlich durch

Knorpelversprengung begriindet.

Drei Wochen nach double-row-Rekonstruktion kam es zu einer Zusammenlagerung von
Chondrozyten zu Clustern, die sich in der 26. Woche wieder aufgeldst hatte. Dies konnte ein
Hinweis auf einen vermehrten Gewebeumbau zwischen der 3. und 26. Woche in der double-
row-Gruppe sein, da Chondrozytencluster auf Proliferation des Knorpelgewebes hinweisen.
Diese Proliferation des Knorpelgewebes stellt den Kompensationsversuch des Gewebes dar,

die stattgefundene Zerstérung aufzufangen.
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Basierend auf diesen Versuch am Schafmodell, zeigt diese Studie, dass die double-row-

Technik im Vergleich zur single-row-Technik zu einem zellbiologisch glinstigeren Sehnen-

Knochen-Heilungsprozess fuhrt.
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5. Zusammenfassung

Einleitung

In neueren biomechanischen Studien zeigte die double-row-Naht-Anker-Rekonstruktion zur
operativen Therapie der Rotatorenmanschettenruptur gegenuber der single-row-Technik
bessere biomechanische Resultate.

Das Ziel dieser Studie war die histologische und immunhistologische Untersuchung der
Kollagenverteilung, wahrend des Heilungsprozesses der Knochen-Sehnen-Kontaktstelle nach

single- und double-row-Nahtankerrekonstruktion.

Material und Methoden

Diese Studie untersuchte die Sehnen-Knochenheilung am Schafmodell. Bei 22 reifen
weiblichen Merino-Schafen wurde eine standardisiert erzeugte Ruptur der Infraspinatussehne
refixiert. Zwei unterschiedliche Techniken wurden fir die Refixation angewandt. Bei der
single-row-Technik kamen zwei doppelt geladene Nahtanker, kombiniert mit arthroskopischer
Mason-Allen-Naht, zum Einsatz. Bei der double-row-Refixation kamen vier doppelt geladene
Nahtanker in Kombination mit arthroskopischer Mason-Allen-Naht zur Anwendung.

Die Lokalisation der Kollagene Typ I, Il und Il wahrend der Sehnen-Knochen-Heilung
wurde 1, 2, 3, 6, 12 und 26 Wochen nach Chirurgie durch den Einsatz von konventioneller

Histologie und Immunhistologie ausgewertet.

Ergebnisse

Der Gewebeumbau ist sechs Wochen nach double-row-Rekonstruktion fast abgeschlossen, da
kein positiver Kollagen-I11-Nachweis erkennbar war, wahrend dieser Prozess in der single-
row-Gruppe noch bis zur 12. Woche andauert. Die immunhistologischen Ergebnisse zeigten
eine Verschiebung der Kollagen-Ratio. Ab der 12. Woche fand in beiden behandelten

Gruppen eine Erhéhung von Kollagen Typ | in der Sehne und im Knochen statt.
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Diskussion

Die arthroskopische Rotatorenmanschettenrekonstruktion ist mittlerweile eine hé&ufig
angewandte und beschriebene Operationstechnik in der Schulterchirurgie. Die meisten
biomechanischen Untersuchungen zeigten fir double-row-Rekonstruktion eine signifikant
hohere Belastbarkeit, eine kleinere Elongation unter zyklischer Belastung und bessere
anatomische Wiederherstellung des Sehnenansatzes am Knochen im Vergleich zu single-row-
Techniken (Cummins et al. 2005, Ma et al. 2004,2006, Kim et al. 2006, Meier und Meier
2006, Milano et al. 2008).

Diese Studie zeigt, dass die double-row-Technik im Vergleich zur single-row-Technik zu

einem zellbiologisch gunstigeren Sehnen-Knochen-Heilungsprozess fihrt.
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