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Einleitung

9 Anhang

9.1 Farbetechniken

Hamatoxilin/Eosin-Farbung

L. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spiilen 2 x 10 min.

7| Absteigende Alkoholreihe

(100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.

Spitilen in Aqua dest.

Himatoxylin-Kernfarbung nach Harris' 7 min.

Spiilen in Aqua dest.

Waissern in Leitungswasser 10 min.

Eosinfirbung’

3
4
5
6. | Spiilen in HCL-Alkohol (0,25%)
7
8
9

Entwéssern mit Alkohol (2 x 96%, 2 x 100%)

10. Spiilen in Xylol

11. | Eindeckeln mit Vitroclud®

Masson-Goldner Trichromfarbung

1. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spiilen 2 x 10 min.

7. | Absteigende Alkoholreihe

(100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.

Spiilen in Aqua dest.

Weigerts Eisenhdmatoxylinfirbung’ 2 —4 min

Wissern in Leitungswasser 10 min.

Saurefuchsin-Ponceau-Firbung’ 5 min.

N e

Spiilen in Essigsdure 1%

g | Differenzieren in Phosphormolybdéinsdure-Orange G° bis das

Bindegewebe vollstindig entfirbt ist 1530 min.

! Hamatoxylin, Papanicolaous Losung 1a Harris” , Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

% Eosin Solution Aqueous, Sigma Diagnostics, St. Louis, Missouri, USA

3 Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland

* Weigerts Eisenhimatoxylin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
> Saurefuchsin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
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9. Spiilen in Essigsdure 1%

10. Gegenfirben mit Lichtgriin’ 10 min.

1. Spiilen in Essigsdure 1%

12. | Entwissern mit Alkohol (2 x96%, 2 x 100%)

13. Spiilen in Xylol

14. | Eindeckeln mit Vitroclud®

Immunhistochemische Farbung (ASMA)

L. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spiilen 2 x 10 min.
7| Absteigende Alkoholreihe . .

1 (100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.
3. Spiilen in Aqua dest.
4. Spiilen mit PBS-Puffer’, pH 7,2 5 min.
5. | Inkubation der Schnitte mit Normalserum' 20 min.
6. | Inkubation der Schnitte mit Primérantikorper'' bei 4° C. iiber Nacht
7. Sptilen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x 5 min.
8. | Inkubation mit biotinyliertem Zweitantikorper' 30 min.
9. Spiilen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x 5 min.
10. | Inkubation mit ABC-Substrat'? 50 min.
1. Spiilen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 X 5 min.
12.| Inkubation mit Chromogenpuffer'* 2 x 5 min.
13. eqwickeln mit Substrat Yect0r® Red"” (ge_l(')st in 100 mM —200 mM 2-20 min.

Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) bis zur klaren Anfarbung der Gefille

I5. Spiilen mit PBS-Puffer, pH 7,2

% Orange g Differenzierungslosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
7 Lichtgriin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
8 Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland
93L 175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland
' Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
' Smooth Muscle Actin, Klon 1A4, DAKO A/S, Glostrup, Denmark
12 Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA
3 ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
' Trizma® Base T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Trizma® Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt
' Vector” Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
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6. Kerngegenfirbung in Methylengriin'®

17. | Entwissern mit Alkohol (2 x 96%, 2 x 100%)

18. | Spiilen in Xylol

19. | Eindeckeln mit Vitroclud

9.2 Abkirzungsverzeichnis

ADBD...oiiiiicee e Abbildung

ASMA ... a- smooth muscle actin
COneeeeeeeeee e Kohlendioxid
eSSt destillatum
EKG..ooooiiiieeeeeeeeeeee e Elektrokardiogramm
EZM...oiiieeeeeee e Extrazellulare Matrix
HKB....ooooeeeeeee e, Hinteres Kreuzband
LAt Ligamentum
Mo Musculus
MPFB...ooiiiiiieeee e Myofibroblast
TG transforming growth factor beta
VKB vorderes Kreuzband

16 Certistain® Methylgriin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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9.3

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

Abbildungsverzeichnis

. 1: @) Menschliches Kniegelenk. Aus [121] 1: VKB, 2: HKB b) Kniegelenk des
Schafes. Das anteromediale und das posterolaterale Faserbiindel lassen sich

im Schafsknie makroskopisch unterscheiden (Sonde). ........ccceeeeiieeiiiiciieencieeeieens

. 2: Fibroblasten im VKB (40x, HE-FArbung)..........cccccceeviirriieiiiniieiieie e

. 3: Autbau des Kollagenfaserbiindels in seiner hierarchischen Struktur aus
jeweils untergeordneten Einheiten. Das Tropokollagen bildet extrazelluldr
Mikrofibrillen, die zu Kollagenfibrillen zusammengelagert sind. Diese

formen die Kollagenfasern und schlielich die Kollagenfaserbiindel. Aus

. 4: Das Kollagen verlduft im Gewebe in einer longitudinal gewellten Struktur,
die als Kollagen-Crimp bezeichnet wird. Die Kollagenwellenlénge lésst sich
messen und gibt Auskunft iiber den Remodeling-Prozess der Extrazelluldren

Matrix. (native Flexorsehne im polarisierten Licht, 10 X) .....ccccooeviininiinieninicnnne

. 5: Die proximal entpringenden Fasern des VKB ziehen nach anteromedial, die
distal entspringenden Fasern nach posterolateral. Dadurch entspannt sich das

posterolaterale Biindel bei Flexion. Aus [53]...c.ccooieiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e,

. 6: Kreuzbandersatz durch proximal gestielten Fascia-lata-Streifen nach Hey-

Groves im Jahre 1917. AUS [94].. ..o

. 7: Dynamischer Kreuzbandersatz mittels proximal gestielter Gracilissehne

nach Lindemann 1950. AUS [95] ..o ourii oo

. 8: a) Der undifferenzierte Fibroblast enthdlt nicht-kontraktiles Aktin (Cortical
cytoplasmic actins). b) Unter mechanischer Belastung differenziert der
Fibroblast zum Proto-Myofibroblast und beginnt sich dabei entlang der
Zugspannung auszurichten. Er exprimiert kontraktiles Aktin (Cytoplasmic

actins), welches in Fibronexus (Focal adhesion site) endet. ¢) Unter Einfluss

.6
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Abb

Abb.

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

Abb

von TGF-B1 und fortgesetzter mechanischer Belastung differenziert der
Proto-Myofibroblast weiter zum Myofibroblasten, der schlieBlich a-Smooth
muscle actin exprimiert und iiber ausgeprégtere Zell-Stroma Verbindungen
mehr Kraft auf seine Umgebung {ibertragen kann als der Proto-

Myofibroblast. Aus [160]......cccuieeiiiiiiieeiiie ettt ere e sreeesreeeraeeeaeee e

. 9: Merino-Mix-Schaf auf Bauernhof der Humboldt-Universitit 3 Wochen

POSTOPEIALIV ...eeieeiiieeiieeite ettt ettt e et e st e et e esteeebeesaeeesbeesaseenseesnseenseesnseesaesnseenseeenns

10: a) Ubersicht der hinteren Extremitit des Schafes mit flichiger
gemeinsamen Sehne des M. gracilis und M. sartorius b) Nach Umklappen
des M. gracilis kommt die flichige und kurze Sehne des M. semitendinosus

ZUIN VOTSCREII. ccc e

. 11: Als Transplantat diente die Sehne des M. flexor digitalis superficialis, die

von der Sehne des M. gastrocnemius umhiillt ist...........ccoeeveriieiiiniiiiniiiciieieeneeee,
. 12: Transplantat in Baseball-stitch Technik préapariert. ...........cccoceeiiiniiiinniiiiees
. 13: a) Arthrotomie; b) Debridierte Insertionstelle des VKB; c¢) Bohrung des
femoralen Knochentunnels; d) Bohrung des tibialen Knochentunnels; e)
femorale Verankerung mit einem Endobutton; f) und g) Einziehen des
Transplantates; h) tibiale Verankerung tiber eine Knochenbriicke. .............ccccceenneens

. 14: Schematische Darstellung der Knochentunnel. Aus [72].....ccccovvveeeiieeeciiieeiieeeieens

. 15: Das Transplantat wurde femoral {iber einen Endobutton, tibial {iber eine

KNOChENDITUCKE VETANKEIT. ...t eeeeeeeeeneee

. 16: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Férbemethode mit

biotinyliertem Sekundérantikdrper und Avidin-Biotin-Komplex. Aus [66]...............

27

29

30

32
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Abb. 17: Der Polarisator zerlegt diffus, in alle Richtungen schwingendes Licht in
linear polarisiertes Licht. Der Analysator ldsst Licht nur in einer definierten

SchwinguNgriChtuNg PASSICIEN. .....eccuvieiieeiieeiieeie et ete et et iee e bee e e sseeeebeeaee e

Abb. 18: Native Flexorsehne (a) und natives VKB (b) in HE-Farbung (20x): Die
Zellen liegen gleichmiBig verteilt zwischen den kollagenen Fasern. In der
Flexorsehne sind die Zellkerne spindelférmig und flach. Das native VKB
zeigt signifikant mehr Zellen, die eine stabformige bis ovoide Morphologie

AU EISEIN. ettt e e e e e et ee e e e e e e et eeaa e eeeeee et e aaanaaeeeeeeeeanannaaaeeeeeeeen

Abb. 19: Autologe (a,b) und allogene Transplantate (c,d) nach 6 Wochen Standzeit
in HE-Farbung (20x). Wéhrend von der synovialen Hiille ausgehend, ein
zellreiches Granulationsgewebe einwdchst (a, c), finden sich zentral
azelluldre und avaskuldre Bereiche (b). Bei genauer Betrachtung erkennt
man, dass die Kollagenstruktur hier ungeordnet anmutet (b). Von proximal
und distal bevilkern Zellen entlang der fingerformig einwachsenden Gefale

das nekrotische GEWebe (). ...ccveeviiriiiiiiiiieiiee et

Abb. 20: Die Zellen und GefiBle sind im autologen (a) und im allogenen
Transplantat (b) nach 12 Wochen wieder regelmiBiger verteilt. Es findet sich
auch z.T. wieder eine Gliederung in bindegewebige Septen. Im allogenen
Gewebe werden allerdings noch v.a. zentral nekrotische Areale deutlich (b).

(Masson-Goldner-FArbung, 20X).........coouiiiiiiiiieiierie et

Abb. 21: Im autologen (a) und allogenen (b) Transplantat sind die Zellen nach 1 Jahr
noch regelméafiger im Gewebe angeordnet als nach 12 Wochen und haben
wieder eine ovoide-stabformige Gestalt angenommen. Die GefdB3dichte hat
sich weiter reduziert. Signifikante Unterschiede konnten zwischen den

Gruppen nicht mehr gezeigt werden. (Masson-Goldner-Féarbung, 20X) .....................

Abb. 22: VKB nativ (a), Flexorsehne nativ (b). Das intakte Vordere Kreuzband zeigt
stab- bis ovoidférmige Myofibroblasten, wiahrend sie in der nativen Sehne

deutlich schmaler und spindelférmig anmuten. (ASMA-Férbung, 20X) .........c..........

43
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Abb. 23: Myofibroblasten der 6-Wochen Tiere.. autologes Transplantat (a),

allogenes Transplantat (b): Die Myofibroblasten wachsen fingerférmig von

peripher in das azelluldre Gewebe ein. (ASMA-Féarbung, 20X)........ccccceevevvinennene

Abb. 24: autologe Transplantate (a,b,c) und allogene Transplantate (d ,e) nach 12
Wochen. Die Zellen richten sich entlang der Kollagentertidrstruktur aus (a,
40x). Es wird deutlich, dass die Zellen u.a. von der Synovialmembran
ausgehend dass Gewebe besiedeln (b, 10x). Das gleiche Gesichtfeld unter
polarisiertem Licht zeigt einen potentiellen Zusammenhang der MFB mit der
Crimp-Formierung (c, 10x). Myofibroblasten erreichen das Gewebe auch
von Gefdlen ausgehend. In Bild d (40x) ordnen sie sich um ein solches

Gefdl} an. Neben zellreichen Bereichen gibt es noch einige azelluldre Areale

(€, 20X). (ASMA-FArDUNG).....uvieeiiieeiieeeiee ettt e e s e s

Abb. 25: Transplantateinheilung nach 52 Wochen, autologes Transplantat (a,b),
allogenes Transplantat (c,d). Die Myofibroblasten zeigen wieder eine ovoide

Gestalt und verteilen sich gleichméaBiger {iber das Gewebe. (ASMA-Fiarbung,

aund ¢ 20X; b und d 100X) ....cccueiiiiieiiie et

Abb. 26: Darstellung des Kollagen-Crimps im polarisierten Licht (5x): Natives VKB
(a), native Flexorsehne (b). Das Kollagen ist regelmidfig und longitudinal

ausgerichtet und von bindegewebigen Septen unterbrochen. Die Wellenlédnge

ist im nativen VKB Kkiirzer, die Septierung deutlicher als in der Flexorsehne.........

Abb. 27: Kollagen-Crimp nach 6 Wochen, autologes Transplantat (a, b), allogenes
Transplantat (c, d): Die Struktur erscheint ungeordnet. Die Frequenz der
Wellen variiert. Im allogenen Transplantat stellt sich im Vergleich zum

autologen eine inhomogenere Anordnung der EZM dar. (a und ¢ 1,6x; c und

Abb. 28: Autologes (a) und allogenes (b) Transplantat nach 12 Wochen (5x). Die

Kollagenstruktur ordnet sich von peripher nach zentral neu. Gefille

durchziehen das Gewebe in bindegewebigen Septen (a, rechter Bildteil)...............

.52
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Abb. 29: Crimp-Struktur nach 52 Wochen, autologes Transplantat (a), allogenes
Transplantat (b), (20x): Das Gewebe ist wieder longitudinal orientiert und
regelméfBig von bindegewebigen Septen durchzogen. Die Crimp-Frequenz

VATTIETT TMOCH STATK . ...ttt eeeeneeeeeeenenes 54

Graphik 1: Die Gesamtzellzahl der Transplantate unterscheidet sich lediglich in der
6 Wochen Gruppe signifikant voneinander. In dieser frithen Phase des
Remodelings ergibt sich auch noch ein signifikanter Unterschied gegeniiber
den nativen Kreuzbindern. Zu spdteren Zeitpunkten dagegen weicht die
Zellzahl von der der nativen Sehne ab. (Mittelwerte, ® : signifikant
gegeniiber VKB nativ, + :signifikant gegeniiber Flexorsehne nativ, % :

signifikante Unterschiede in den Gruppen, Signifikanz-Niveau p <0,05)............... 45

Graphik 2: Bei der Myofibroblastenzahl ergab sich nur nach 12 Wochen Standzeit
ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Im Verlauf fillt auf,
dass die Anzahl bei den allogenen Transplantaten kontinuierlich ansteigt,
wihrend sie bei den autologen nach 52 Wochen wieder abfillt. (Mittelwerte,
e : signifikant gegeniiber VKB nativ, + : signifikant gegeniiber Flexorsehne

nativ, % : signifikante Unterschiede in den Gruppen, Signifikanzniveau

Graphik 3: Die Wellenldnge unterscheidet sich zum lediglich nach 12 Wochen
signifikant voneinander. Ferner fillt auf, dass sich der signifikante
Unterschied zum nativen VKB nach 52 Wochen in beiden Gruppen nicht
mehr abzeichnet. (Mittelwerte, o : signifikant gegeniiber VKB nativ, + :
signifikant gegeniiber Flexorsehne nativ, % : signifikante Unterschiede in

den Gruppen, Signifikanzniveau p < 0,05 ) .oooiiiiiiiiiiieieeeee e 55

Tabelle 1: postoperative Standzeiten, Einteilung der Gruppen und Anzahl der Tiere

PTO GIUPPC. ettt ettt ettt e et e et e et e e st e e e bt eesbbeeensbeesnsteesabaeesnseesnnseesnnes 24
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9.4 Publikationen

Vortrage:

Dustmann, M.; Scheffler, S.; Gangey, I.; Unterhauser, F.; Weiler A.: Analyse des
Bandremodeling von freien autologen und allogenen Sehnentransplantaten nach VKB-
Rekonstruktion am Schafsmodell

1. gemeinsamer Kongress Orthopéadie — Unfallchirurgie, Berlin 2005

Dustmann, H. O.; Dustmann, M.: Der kiinstliche Gelenkersatz — Was gibt es Neues? —
Minimalinvasive Zugénge, Kurzschaftprothesen, Navigation

VHS Rhein-Sieg, Stadtmuseum Siegburg — 20. Februar 2006
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9.5 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus Datenschutzgriinden in der elektronischen Version meiner Arbeit

nicht mit veroffentlicht.
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