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1 Einleitung

1.1 Motivation

Mit einer jahrlichen Inzidenz von einer Verletzung pro 1000 Einwohner zahlt die Ruptur
des vorderen Kreuzbandes (VKB) zu den héaufigsten Bandverletzungen des Menschen
[1, 2].

Das vorwiegend durch Bander gesicherte Kniegelenk ist vor allem bei sportlichen
Aktivitaten grol3en Belastungen und Hebelwirkungen ausgesetzt und dadurch
besonders anfallig fir degenerative Veranderungen und Verletzungen. Das vordere
Kreuzband verhindert eine anteriore Translation der Tibia gegentber dem Femur und
dient demnach der Stabilisierung und Fuhrung des Kniegelenkes. Ist das vordere
Kreuzband rupturiert und damit insuffizient, fihrt dies zu einer massiven Instabilitat,
verbunden mit erheblichen Einschrankungen der Gelenkfunktion [3]. Es resultiert
langfristig eine sekundare Degeneration von Menisken und Gelenkknorpel, die das
Arthroserisiko steigern [4, 5]. Zusatzlich zeigt, im Gegensatz zu anderen
Bandstrukturen, ein rupturiertes vorderes Kreuzband eine eingeschrankte
Heilungspotenz [6, 7]. Gerade im Hinblick auf eine zunehmende Lebenserwartung und
den steigenden Anspruch an sportlicher Betéatigung, auch im fortgeschrittenem Alter,
wird eine operative Rekonstruktion durch eine Kreuzbandersatzplastik empfohlen und in
den meisten Fallen vorgenommen [8].

In den Vereinigten Staaten werden jahrlich mehr als 300.000 Kreuzbandeingriffe
durchgefiihrt und demnach sind sie das Land mit der weltweit gréf3ten Anzahl an
Kreuzbandoperationen [9]. In Deutschland ist die Kreuzbandersatzplastik mit ca. 14.000
Operationen pro Jahr die am haufigsten durchgefuhrte bandplastische Operation am
Bewegungsapparat und erlangt dadurch auch eine volkswirtschaftliche Bedeutung [10].

Bei der Transplantatauswahl stehen autologe (korpereigen) und allogene
(k6rperfremden) Sehnentransplantate zur Verfigung. In den meisten Kliniken gilt das
autologe, freie Patellarsehnendrittel mit zwei Knochenblocken (BPTB) auf Grund seiner
rigiden initialen ossaren Verankerung als sog. ,Golden Standard“ [11, 12]. In den letzten

Jahren jedoch konnten sich die Hamstringsehnen, inshesondere die Semitendinosus-
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und Gracilissehne (STG), durch ihre geringere Entnahmemorbiditat und verbesserten
Fixationstechniken als Transplantatalternative immer mehr durchsetzen [10, 13].
Wichtig fur eine schnelle Wiedererlangung der Stabilitdtt und Belastbarkeit des
Kniegelenkes und das Langzeitiberleben des Transplantats ist die
Transplantateinheilung.

Mit zunehmendem Einsatz von Hamstringsehnen als Kreuzbandersatz, stellt sich die
Frage nach dem zeitlichen und qualitativen Verlauf des humanen Remodelings freier
Sehnentransplantate. Gerade im Vergleich zu den bisherigen Ergebnissen aus
Tierstudien, die einen Abschluss des Remodelings nach max. einem Jahr zeigten [11,
14-16], wohingegen die meisten bisherigen humanen Studien einen deutlich

verlangerten Remodelingprozess zeigten [17, 18].

Fur die Intensitdt und Dauer der Rehabilitation und Nachbehandlung sind jedoch
genaue Kenntnisse uber die histologischen Bandumbauvorgange und den zeitlichen
Verlauf des Remodelings beim Menschen von erheblicher Bedeutung.

Die vorliegende Arbeit untersucht den Einheilungs- und Reifungsprozess freier
Hamstringsehnen nach Kreuzbandersatz tber einen Zeitraum von 10 Jahren. Sie soll
mittels histologischer und immunhistochemischer Farbemethoden zur weiteren
Aufklarung bisher offener Fragen zum Remodeling und zur Revakularisierung

beitragen.

1.2 Anatomie des VKB

1.2.1 Makroskopische Anatomie

Das VKB verbindet zusammen mit dem hinteren Kreuzband (HKB) Femur und Tibia.
Beide liegen intracapsulér, jedoch extrasynovial. Das VKB entspringt weit posterior in
der Fossa intercondylaris, dorsal an der Innenseite des lateralen Femurkondylus und
inseriert anterolateral des Tuberculum intercondylare mediale der Tibia (Abb. 1).

Seine Léange betragt 31 - 41 mm [19-22]. Im Insertionsbereich beschreibt das VKB
einen Halbkreis und ist im Durchmesser in etwa 16 - 24 mm breit, wobei die

Querschnittsflache im mittleren Drittel des VKB mit einem Durchmesser von 11 mm
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geringer ist [19, 21, 23, 24], als an seinen tibialen und femoralen Ansatzpunkten
(femoral: ca. 113 mm? tibial: ca. 136 mm?) [25]. In seinem Verlauf kreuzt das VKB
ventral das HKB und fachert sich nach tibial hin auf. Von einigen Autoren wird das VKB
in zwei Blndel aufgeteilt, namlich dem anteromedialen (AM) und dem posterolateralen
(PL) Bundel, wodurch sich eine nach auf3en gerichtete spiralférmige Drehung von 55°
ergibt [26]. Diese Faserbiindel lassen sich jedoch beim Menschen nur funktionell und
nicht makroskopisch voneinander trennen.

Abb. 1. menschliche Kniegelenk 1: vordere Abb. 2: Blick ins menschliche Knie
Kreuzband 2: hintere Kreuzband. Aus [27] ACL: VKB, PCL: HKB

1.2.2 Mikroskopische Anatomie

Zelluldre Bestandteile

Histologisch lassen sich zwei Formen von Bindegewebszellen unterscheiden: die
inaktiven, spindelférmigen Fibrozyten und die aktiven, Extrazellularmatrix bildenden,
rund bis ovoiden Fibroblasten. Beide gehoren zu den ortsstandigen Bindegewebszellen
mesenchymaler Herkunft und liegen perlschnurartig zwischen den longitudinal
ausgerichteten kollagenen Fasern. Im Rahmen des Remodelingprozesses sind
Fibroblasten von entscheidender Bedeutung, da sie mittels Kollagenasen den Auf- und

Abbau der Extrazellularsubstanz regulieren [28, 29]. Auf3erdem befinden sich im



Bandgewebe neben den Bindegewebs- und Gefal3zellen einige Immunabwehrzellen,
wie die Mastzellen, Plasmazellen, Granulozyten und Leukozyten.

Extrazellularmatrix

Die von Fibroblasten synthetisierte Extrazellularmatrix besteht aus der Grundsubstanz
sowie aus Bindegewebsfasern, die ca. 75% der Trockenmasse ausmachen. Die Fasern
das vorderen Kreuzbandes bestehen zum Hauptteil aus straffem Bindegewebe und
unterteilen sich in multiple Faszikel, die zu 90% aus kollagenen Typ | Fasern und 10 %
aus elastischen und retikularen Typ Il Fasern bestehen [5, 30]. Wahrend das Kollagen
Typ | mit far die hohe Zugfestigkeit des Gewebes verantwortlich ist, schitzt das
Kollagen Typ Il (retikulare Fasern) durch dessen viskoelastische Eigenschaften die
Blutgefalle. So ermdglicht dieser Aufbau eine Rekrutierung unterschiedlicher
Faserblndel wahrend der Bewegung [22]. Die die Grundsubstanz durchflechtenden,
nicht parallel verlaufenden Netze von Kollagenfibrilen (150 nm Durchmesser)
gruppieren sich zu Fasern (1 - 20 uym Durchmesser), welche gebindelt eine
subfaszikulare Einheit bilden (100 - 250 um Durchmesser) (Abb. 3). Diese
subfaszikularen Einheiten werden vom so genannten Endotenon, einem lockeren
Bindegewebe umbhiillt. Die Frequenz des wellenférmigen Faserverlaufes nennt man
.Kollagen-Crimp*“ [5, 30-32]. Ca. 20 Subfaszikel bilden einen Faszikel, der vom so
genannten Epitenon umhdllt wird. Der Faszikeldurchmesser kann dabei zwischen 250
pm und mehreren Millimetern schwanken. Alle Faszikel zusammen bilden letztendlich
das Ligament und sind vom Paratenon umgeben [23]. Sie verlaufen direkt und in sich
verdreht vom femoralen zum tibialen Ansatz [33-35].

Die Geschwindigkeit des standigen Kollagenauf- und abbaus ist mutmallich
bandspezifisch und von einigen Umweltbedingungen abhéangig [36]. So wird
beispielsweise die Kollagenfaserlange durch den Spannungszustand beeinflusst. Das
heil3t z.B. dass sich bei langerer Ruhigstellung die Fasern verkirzen und sich in einem
Streckverband verlangern.

Die Grundsubstanz besteht aus der interstitiellen Flussigkeit (Wasser), Proteoglykanen
und Glykoproteinen. Sie wird von den nichtfibrillaren Bestandteilen der EZM gebildet.
Wasser spielt fur die Gleitmechanismen der Kollagenfasern und fur die viskdsen

Eigenschaften des Bandes eine wichtige Rolle.
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Proteoglykane sind fur die Organisation der Extrazellularmatrix von grof3er Bedeutung.
Sie kénnen durch ihren hydrophilen Charakter Wasser binden [32] und extrazellular
einzelne Schritte der Fibrillogenese steuern. Glycoproteine, wie das Fibronektin und das
Laminin, tauschen tber Oberflachenintegrine Signale zwischen EZM und Zellen aus, so
dass uber die EZM die Zellfunktion beeinflusst werden kann. Weiterhin unterstiitzen sie

die viskoelastischen Eigenschaften des Gewebes.
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Abb. 3: Aufbau des Kollagenfaserbiindels. Aus [32]

1.3 Funktion des VKB

Das VKB gilt zusammen mit dem hinteren Kreuzband (HKB) als zentraler Pfeiler des
Kniegelenkes und leistet einen wichtigen Beitrag zur Gelenkstabilisation und Kinematik.
Dabei Ubernimmt das VKB in der Sagittalebene, wahrend tibialer anteroposteriorer
Translationsbewegungen gegenuber dem Femur, sein Hauptfunktion. Am starksten wird
das VKB bei 0-30° Beugung belastet [37]. Wahrend das anteromediale-Blindel (AMB)
konstant die Flexions- und Extensionsbewegungen stabilisiert, spannt sich das
posterolaterale-Bindel (PLB) vor allem bei Extension, da es in Beugestellung um das
AM-Bundel rotiert und dabei entspannt (Abb. 4) [23, 37].

In der Frontal- und Transversalebene fungieren die Kreuzb&nder als sekundare
Stabilisatoren. Sie wirken vor allem bei innenrotatorischen, aber auch bei

aulRenrotatorischen, sowohl varischen wie auch valgischen Kraften entgegen, wobei die
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Hauptfunktion von den Kollateralbandern und der Kapsel Ubernommen wird [38].
Zudem sind die Kreuzbander mit wichtigen Propriozeptoren ausgestattet, die dem
Gehirn die Stellung des Kniegelenkes im Raum mitteilen und Uber Reflexbégen die
Spannung der verschiedenen Muskelgruppen regulieren. Damit limitiert das VKB die
Rotation des Gelenkes und dient ,aktiv‘ dem Schutz vor exzessiven

Translationsbewegungen.

Abb. 4: Die proximal entspringenden Fasern des VKB ziehen nach anteromedial, die
distal entspringenden Fasern nach posterolateral. Dadurch entspannt sich das
posterolaterale Bundel bei Flexion. Aus [19]

1.4  Blutversorgung des VKB

Die Blutgefaldversorgung des vorderen Kreuzbandes erfolgt zum Hauptteil aus der A.
media genus, distal zusatzlich aus den Aa. inferiores laterales und mediales genus
(Abb. 5). Beide GefalRstamme entspringen aus der A. poplitea und gelangen durch den
infrapatellaren Fettkorper in das Gelenk, wo sie im Bereich der Kreuzband-umhillenden
Synovia ein horizontal ausgerichtetes periligamentéres und ein in Septen verlaufendes
longitudinales intraligamentares Gefal3netz bilden [39], die miteinander kommunizieren.
Dabei stellt sich die Gefal3verteilung im VKB inhomogen dar. Wahrend sich innerhalb
der Faserknorpelzone der vordere Anteil des mittleren Drittels avaskulare Bereiche

zeigen [22] sind der proximale und distale Bandbereich von einer besseren



Durchblutung gekennzeichnet. Zudem steht das periligamentére Gefalinetz der Synovia

mit dem Periost und dem endostalen Raum in Verbindung [40-42].
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Gefaldversorgung des VKB. Aus [16]

15 Innervation des VKB

Die Innervation des VKB erfolgt zum Hauptteil Uber feine Aste des N. articularis
posterior. Er entspringt dem N. tibialis und erreicht Uber die dorsale Umschlagfalte der
Synovialis das Gelenk. Zusammen mit den Gefal3en ziehen die Nerven, in
bindegewebige Septen verlaufend, entlang des peri- und endoligamentéaren Netzwerkes
zu den Kreuzbandern [23, 43]. Hier befinden sich verschiedene sensorische
Nervenendigungen  wie  Ruffini-Kérperchen,  Vater-Pacini-Koérperchen,  Golgi-
Sehnenorgane und freie Nervenendigungen [43-45], wobei diese nur ca. 1% des

Kreuzbandvolumens ausmachen [45, 46].



Durch neuronale Ruckkopplungsmechanismen spielen diese Mechano-, Proprio- und
Schmerzrezeptoren fir die Stabilitdtt des Kniegelenkes und beim Schutz vor

unphysiologischen Bewegungen eine grof3e Rolle.

1.6  Kreuzbandverletzungen

1.6.1 Pathomechanismus

Etwa 7% aller traumatischen Schadigungen und mehr als 30% aller Distorsionen
betreffen das Kniegelenk, wobei das vordere Kreuzband hierbei flinf- bis zehnmal
haufiger betroffen ist als das hintere Kreuzband. Ferner sind kombinierte Kapsel-Band-
Lasionen wesentlich haufiger als Schaden einer einzelnen Bandstruktur. Haufigster
Verletzungsmechanismus ist das Valgus-Flexions-Aul3enrotationstrauma mit der
typischen Kombination einer Ruptur des medialen Seitenbandes, der dorsomedialen
Kapselschale unter Einbeziehung des Innenmeniskushinterhornes und des vorderen
Kreuzbandes. Dieses friiher als "unhappy triad" bezeichnete Verletzungsbild wird heute
anteromediale Kniegelenkinstabilitat genannt. Neben Sportarten mit schnellen
Richtungswechseln, z.B. beim Fuf3ball oder bei anderen Ballsportarten weist vor allem
der Ski Alpinsport eine hohe Inzidenz von VKB-Verletzungen auf.

Wohingegen beim selteneren Flexion-Varus-Innenrotationstrauma neben dem VKB
zusatzlich die anterolateralen Kapsel-Band-Strukturen mitbetroffen sein kénnen, sind
bei anteriorer Translationsbewegung, d.h. bei direkter dorsaler Krafteinwirkung auf die
Tibia bei fixiertem Ful3 oder bei pl6tzlicher Innenrotation vielmehr isolierte

Kreuzbandverletzungen zu erwarten [20, 47].

1.6.2 State-of-the-Art Therapie

Prinzipiell stehen zur Versorgung einer VKB-Ruptur und -Insuffizienz verschiedene
Therapieoptionen zur Verfugung. Es lasst sich die konservative Therapie von der
operativen Rekonstruktion unterscheiden. Je nach individuellen Gegebenheiten, dem
Status der klinischen Knieinstabilitat, der Art der Verletzung (komplette/inkomplette

Ruptur, isolierte oder kombinierte Verletzung), dem Aktivitatsniveau und dem Alter des
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Patienten lasst sich die Indikation fur eine operative oder konservative Versorgung
stellen, wobei das Hauptkriterium auf dem Ausmal3 der Instabilitat liegt.

Einige Studien haben gezeigt, dass eine konservative Behandlung einer VKB-Ruptur
mit einer erhdhten Inzidenz von Meniskuslasionen und degenerativen, arthrotischen
Gelenkveranderungen einhergeht [48-51]. Besonders bei kombinierten
Verletzungsmustern mit Meniskenbeteiligung oder weiteren Bandstrukturen ist das
Auftreten einer posttraumatischen Friharthrose signifikant erhoht [48, 52-54]. Allerdings
konnte bislang eine signifikante Verminderung degenerativer Veranderungen durch eine
operative Versorgung in Langzeitstudien nicht nachgewiesen werden [49, 55, 56]. Im
Vergleich zur konservativen Versorgung wurde jedoch eine signifikant hohere
langfristige Kniestabilitdt bei zeitlich verzogertem Auftreten einer Arthrose beobachtet
[57, 58].

Operative Rekonstruktion

Vor allem bei jungeren, korperlich aktiven Patienten und bei Personen, die
berufsbedingt einer hohen Belastung der Kniegelenke ausgesetzt sind, aber auch,
abhangig vom beabsichtigten Aktivitatsniveau, bei Patienten hdheren Alters wird

allgemein eine operative Versorgung nach VKB-Ruptur empfohlen.

Autografts
Hierflr stehen sowohl das mittlere Drittel der Patellarsehne (Lig. Patellae, BTBP), die

sog. Hamstringsehnen, insbesondere die Semitendinosus- und Gracilissehne als auch
das zentrale Drittel der Quadrizepssehne und der Tractus iliotibialis zur Verfigung.

Man unterscheidet dabei zwischen knochenblocktragenden Transplantaten, den BTBP
und freien Sehnenplastiken.

Da die Verwendung von autologen Transplantaten bisher zu guten
Langzeitergebnissen gefihrt hat, gilt der Einsatz von Autografts in Europa derzeit als
Goldstandard. Dabei stellen das Patellarsehnentransplantat (Bone-Tendon-Bone-
Plastik) und die Semitendinosus-Gracilis-Plastik (,Hamstrings”) die am haufigsten
eingesetzten Transplantate bei vorderer Kreuzbandrekonstruktion dar.



Bone-Tendon-Bone-Plastik (Patellarsehnentransplantat)

Uber viele Jahre hat sich der VKB-Ersatz mit einem Patellarsehnentransplantat (Bone-
Tendon-Bone-Plastik) bewahrt. Die angefihrten Vorteile dieses Transplantats sind die
gute maximale Reil3festigkeit der Sehne, die Mdéglichkeit einer primér stabilen Fixierung
mit Interferenzschrauben und die zuverldssige Knochen-Knocheneinheilung im
Bohrkanal und der damit verbundenen postoperativen Stabilitat [8, 59-64]. Als nachteilig
stehen die durch die Entnahmestelle resultierenden femoropatellaren Schmerzen (bis
40%) und der Kraftverlust (bis 60%) zur Diskussion [64-68], wobei Risiken, wie die einer
Patellarfraktur, einer Patellarsehenruptur oder einer Verkirzung der verbleibenden
Patellarsehne eher selten beschrieben werden [60, 67, 69]. Des Weiteren wird in
einzelnen Studien ein postoperatives Streckdefizit mit einer Inzidenz von mehr als 10%
angegeben [70]. Deshalb konnten sich vor allem die Hamstringsehnen in den letzten

Jahren als Transplantatalternative durchsetzen.

Semitendinosus-Gracilis-Sehnen-Plastik (Hamstringsehnen-Plastik)

Vorteilhaft  freier Sehnenplastiken ist die gegenuber BTBP  geringere
Entnahmemorbiditdt [71], so dass es zu keinem zusatzlichen Trauma fur den
Streckapparat des Kniegelenkes kommt und dadurch keine Entnahme-Defekt-
Arthropathie impliziert wird [71]. Die geringe Kaftverminderung der ischiokruralen
Muskulatur durch die Entnahme zum Beispiel der Semitendinosussehne wird kritisch
diskutiert [62, 72, 73], ist aber durch die Regerationsfahigkeit der Hamstringsehnen
nach ca. 9 Monaten nicht mehr zu beobachten [74, 75]. Die Ublicherweise benutzten
mehrstrangigen Sehnentransplantate der Mm. semitendinosus et gracilis verfligen Uber
eine sehr hohe Reil3festigkeit [60, 76]. Die Besonderheit der Vierfachbiindelung besteht
darin, dass alle vier Sehnenschenkel Gber die Sehnenschlaufen optimal vorgespannt
werden konnen und sich die Krafteinleitung spater im Knie gleichm&Rig auf alle
Schenkel verteilen kann [76]. Dies bedingt eine extrem hohe Gesamtbelastbarkeit
dieses Sehnenimplantates. In neueren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
die mehrstrangigen Sehnentransplantate besser in der Lage sind, das mehrblindelige
vordere Kreuzband zu ersetzen und so die komplexe Kniekinematik bei verschiedenen
Beugegraden zu rekonstruieren, was fur eine Stabilisierung des Kniegelenkes tber den

gesamten Bewegungsumfang von Vorteil ist [67, 77, 78].
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Frihere Nachteile der freien Sehnentransplantate im Sinne einer Transplantatlockerung
wurden durch bessere Verankerungstechniken deutlich minimiert und treten
zunehmend in den Hintergrund [10]. So kann das Sehnentransplantat beispielsweise
durch eine direkte Fixierung mittels Interferenzschrauben oder Pins fest mit dem

Knochen verankert werden [77, 79, 80]

Allografts
Neben den bereits genannten Transplantaten, kommen hierfir die Achillessehne und

seltener die Sehne des M. tibialis anterior in Betracht [81]. Allografts gewinnen aufgrund
fehlender Entnahmemorbiditat und kirzerer Operationsdauer sowie niedrigerer Kosten
an immer grolBerem Interesse [82]. In Amerika ist der Einsatz allogener
Spendermaterialien bereits Routine geworden, wohingegen der Gebrauch in Europa nur
einen geringen Anteil bei Verwendung von VKB-Rekonstruktionen darstellt [83, 84].
Hauptnachteil der Allografts ist die Gefahr der Krankheitstibertragung vom Spender auf
den Empfanger. Derzeit existiert kein Sterilisationsverfahren, dass eine 100%ige
Sterilitdt garantieren kann ohne dabei das Transplantat zu schadigen. Auf3erdem ist
durch das Fehlen von umfangreichen Gewebebanken in Europa die Einsatzmdglichkeit
begrenzt.

1.7 Remodeling und Ligamentisierung

Beim Kreuzbandersatz durchlaufen die Transplantate einen typischen Einheilungs- bzw.
Umbauprozess, der in drei Phasen eingeteilt werden kann und die Phasen der Nekrose,
der Revaskularisierung und Fibroblastenproliferation sowie der Kollagensynthese

umfasst.

1.7.1 Initiale Phase: Phase der partiellen Nekrose  und Degeneration

Postoperativ findet eine partiell ischdmische Nekrose und Degeneration des freien
avaskularen Transplantates statt. Dies ist mit einer Abnahme der biomechanischen und
viskoelastischen Eigenschaften der Transplantate verbunden. Definitionsgemaf sind in

dieser Phase  charakteristische ultrastrukturelle  Zellveranderungen,  wie
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Mitochondrienschwellung, Dilatation und Degranulation des endoplasmatischen
Retikulums sowie zytoplasmatischen Lipideinschlisse und eine Desintegration der
Kollagenfibrillen, zu sehen. Wahrend dieser Phase konnte keine Revaskularisierung
beobachtet werden [85-87]. Sind im Transplantatzentrum noch Nekrosen mit Zell- und
Strukturverlust zu sehen, kommt es bereits peripher zwischen der 1. und 2. Woche
nach VKB-Ersatz [88, 89] zu einer Invasion eines zell- und gefal3reichen
Granulationsgewebes mit Entziindungszellen wie Monozyten, Leukozyten und
Makrophagen, die unter anderem Zytokine, wie TNF-a, IL-18, IL-6 und
Wachstumsfaktoren synthetisieren. Schon nach zwei bis vier Wochen post operationem
wurden alle urspriinglichen intrinsischen Zellen des Transplantates durch extrinsische
Zellen ersetzt [86], wobei man annimmt, dass die Zellen entweder von der
entstehenden synovialen Hille oder von Resten des nativen VKB oder vom
Knochenmark stammen [85, 86]. Fir diese frihe Phase des Bandremodelings gibt es

bisher keine humanen Biopsiestudien.

1.7.2 Reparativ- proliferative Phase

Diese auch als Reuvitalisierungsphase Dbezeichnete Phase ist von einer
UberschieRenden Zellproliferation (Hyperzellularitat), von einer von peripher nach
zentral verlaufenden Revaskularisierung, ausgehend von einer neu gebildeten
Synovialhtlle und dem Hoffa’schen Fettkdrper und einem Organisationsverlust der
EZM gekennzeichnet. Die meisten charakteristischen Verdnderungen dieser Phase
ereignen sich zwischen der 4. und 12. postoperativen Woche. Um die 6. postoperative
Woche sind sowohl grof3e Zellhaufen als auch azellulare Bereiche vorhanden, die vor
allem im Transplantatzentrum zu finden sind. In dieser Phase spielen Myofibroblasten
(MFB) (siehe 1.8 Myofibroblasten) eine wichtige Rolle, die aus Fibroblasten entstehen
(Abb. 6) [90] und durch aktivierte Makrophagen zur Differenzierung angeregt werden.
Sie sind in der Lage durch sezernierte Kollagenasen Extrazellularmatrix (EZM)
abzubauen und sie durch neues Kollagen zu ersetzen [90-92]. Zudem enthalten sie
kontraktile Aktin- und Myosin-Filamente, wie das a-smooth muscle actin (ASMA) (Abb.
6c) [93], wodurch gréf3ere mechanische Krafte auf die Umgebung Ubertragen werden
kénnen. Die zunehmend einsprossende Kapillarisierung und Revaskularisierung (siehe

1.9 Revaskularisierung) scheint mit den abnehmenden mechanischen Eigenschaften
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des Transplantates im Zusammenhang zu stehen [94, 95], wobei der Zeitpunkt der
grofdten GefalRdichte dem der geringsten mechanischen Belastbarkeit entspricht [95]. In
dieser Phase wurde in einigen Studien der gefa3stimulierende Einfluss einiger
Wachstumsfaktoren, wie der des PDGF-BB und des VEGF nachgewiesen [96, 97],
wobei der VEGF noch bis zu einem Zeitpunkt von 24 Wochen post operationem von
aktivierten Fibroblasten exprimiert wurde [96]. Weiterhin ist neben einer Zunahme des
Kollagens Typ Il bei gleichzeitig geringerem mittlerem Fibrillendurchmesser, ein
Anstieg des Fibronektin- und GAG-Gehaltes zu verzeichnen. Wahrend erst am Ende
der reparativ- proliferativen Phase auch zentrale Transplantatbereiche zunehmend
rezellularisiert und revaskularisiert sind, gehen hingegen peripher die Zell- und

GefaRzahlen bereits zuriick.

1.7.3 Remodelingphase

Diese bis zu mehreren Jahren andauernde Phase schlie3t an die Proliferationsphase
an. Fir das Ende dieser Phase ist kein klarer Zeitpunkt definierbar. Sie ist durch eine
weitere Organisation der extrazellularen Matrix, einer Normalisierung des Zellgehaltes
und einer zunehmenden Longitudinalausrichtung der Kollagenfaserbiindel
gekennzeichnet. Weiterhin kommt es zu einer Abnahme des Kollagen Typ Il und des
Fibronektingehaltes, sowie zu einer zunehmenden Verbesserung der Zugfestigkeit des
Transplantates, obwohl sich der mittlere Kollagendurchmesser nicht andert. Am Ende
dieser Phase findet man ein strukturell, biochemisch und histologisch band&hnliches
Gewebe vor [28].

Uber die Dauer des Remodelingprozesses existieren unterschiedliche Daten. Stellten
Amiel et al. im Kaninchenmodell bereits 30 Wochen nach VKB-Ersatz einen Umbau zu
einem bandahnlichen Gewebe fest [11], konnten Falconiero beim Menschen und
Goradia et al. ihrer Studie im Schafsmodell einen Abschluss diesen Prozesses erst
nach einem Jahr beobachten [15, 98]. Lane et al. bestatigte dies flr autologe
Transplantate beim Menschen [99], wahrenddessen Rougraff et al. Uber diesen
Zeitraum hinaus Zeichen fir weitere Reifungsvorgange und degenerative Zonen in den
humanen autologen Transplantaten fand. Er konnte erst nach 3 Jahren ein vollstandig

remodeliertes Gewebe feststellen [17].
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Wahrend Unterhauser et al. in seiner Studie am Schafsmodell einen Abschluss der
Ligamentisierung hinsichtlich der Gesamtzellzahl und der Gefal3dichte sogar schon
nach 24 Wochen zeigte [16], wurde in einer Nachfolgestudie am Schafsmodell deutlich,
dass auch nach 52 Wochen nicht der Gefal3status des native VKB'S erreicht wurde,
jedoch eine zunehmende homogene Anordnung des Gewebes erfolgte. In Bezug auf
die Anzahl der Myofibroblasten war nach 12 Wochen ein HOhepunkt erreicht, im
weiteren Verlauf bis zur 52. Woche fiel die Zell- und Myofibroblastenzahl dann stetig ab

und es erfolgte eine Angleichung in Richtung des nativen VKB [100, 101].

1.8 Myofibroblasten

Myofibroblasten (MFB) sind Zellen, die sich histologisch als Fibroblasten und glatte
Muskelzellen reprasentieren und deren Eigenschaften in sich vereinen [102]. Im
Rahmen des Remodeling-Prozesses sind sie in der Lage die ,alte* Extrazellularmatrix
(EZM) des Transplantates durch sezernierte Kollagenasen abzubauen und durch neues
Kollagen zu ersetzen [90-92]. Sie enthalten zudem kontraktile Aktin- und Myosin-
Filamente, wie das a-smooth muscle actin (ASMA), welches als wichtigstes
Charakteristikum der Myofibroblasten gilt (Abb. 6c) [93]. Entlang der Zellachse
verlaufen sie gebindelt und bilden sog. ,Stressfasern”, die sich intrazellular parallel
ausrichten [103]. ASMA ist nicht nur ein Markerprotein fur Myofibroblasten, sondern
auch in glatten Muskelzellen und Perizyten der Kapillarwande ist das Protein
nachweisbar [103, 104].
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Aufgrund von dem nachgewiesenen kontraktilen Einfluss der MFB auf die ECM (anhand
von in-vitro Studien) [105, 106] [107, 108] nahm man an, dass die MFB in der Lage
seien eine Gewebekontraktion zu induzieren und so einen positiven Einfluss auf die in-
situ Spannung nehmen zu kénnen [109]. Drei Jahre spater wurden MFB auch im
nativen und rupturierten humanen VKB nachgewiesen [110, 111]. Murray und Spector
zeigten, dass das Einheilen eines gerissenen humanen VKB mit einer gesteigerten
Expression von ASMA einhergeht [110] [111]. Weiler et al. dokumentierten 2002
erstmals Myofibroblasten wéhrend des Transplantatremodelings nach VKB-Ersatz im
Schafsmodell. [112].

Dustmann et al. konnten in ihrer Studie am Schafsmodell 12 Wochen nach VKB Ersatz
einen signifikanten Unterschied der Myofibroblastenzahl zwischen Autografts und
Allografts beobachten, wobei die Anzahl in den autologen Transplantaten (170,6 /mm?2)
die der allogenen Transplantate (93,9 /mm?) Ubertraf [101]. Ferner konnte er im
Gegensatz zu Weiler und Unterhauser et al. im Hinblick auf die ho6here
Myofibroblastenzahl keine gesteigerte Kontraktion der Gewebestruktur zeigen [101].

Andererseits fanden Weil3 et al. eine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der
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MFB und der Kontraktionsaktivitat. Aul3erdem konnte er Myofibroblasten als regularen
Bestandteil der postmortem entnommenen autologen Sehnentransplantaten
nachweisen [113].

Ungeachtet dessen stellen die MFB einen Indikator des Remodelingprozess dar und
scheinen durch ihre sekretorische Aktivitat eine wichtige Rolle beim Ligamentisierungs-

Prozess zu spielen.

1.9 Revaskularisierung

Die Revaskularisierung von freien Sehnentransplantaten nach Ersatz des vorderen
Kreuzbandes ist eine biologische Grundvoraussetzung fir das Langzeitiberleben des
Transplantates und die ablaufenden Remodelingprozesse [39, 85, 114]. Dabei wurde in
der Vergangenheit die Revaskularisierung von Kreuzbandtransplantaten intensiv
untersucht [11, 39, 85, 89, 100, 114-116].

Es konnte gezeigt werden, dass das Transplantat im Gegensatz zum nativen
Kreuzband zunachst keinerlei Blutversorgung besitzt. Erst in der 4. bis 12.
postoperativen Woche [16, 85, 95, 114] ist in der als reparativ-proliferativ bezeichnete 2.
Phase des Bandremodelings eine Repopulation des Transplantates und eine von
peripher nach zentral fortschreitende Revaskularisierung zu beobachten [16, 96, 100].
Die Transplantate sind zu diesem Zeitpunkt im Vergleich zum nativen VKB als
hyperzellular und hypervaskular zu bezeichnen. Weiler und Tohyama et al. konnten
einen direkten Zusammenhang zwischen der zunehmend einsprossenden
Kapillarisierung und Revaskularisierung und den abnehmenden mechanischen
Eigenschaften des Transplantates zeigen [94, 95]. Dabei entspricht der Zeitpunkt der
grodten GefalRdichte dem der geringsten mechanischen Belastbarkeit [95], der bei ca.
sechs Wochen postoperativ nach VKB-Rekonstruktion liegt. Zusatzlich wurde in einigen
Studien der gefal3stimulierende Einfluss einiger Wachstumsfaktoren wie der des PDGF-
BB und des VEGF nachgewiesen [96, 97], wobei der VEGF noch bis zu einem
Zeitpunkt von 24 Wochen post operationem von aktivierten Fibroblasten exprimiert
wurde [96]. Unterhauser et al. konnten durch gezielte Detektion der
Gefallwandendothelien mittels Faktor VIII Antikdrper bereits sechs Wochen nach VKB-

Ersatz eine maximale Gefal3dichte im subsynovialen Bereich feststellen, die nach ca.
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12 Wochen post operationem auch intermediar und zentral zu sehen war. Im weiteren
Verlauf nahm die Gefal3anzahl wieder ab, so dass der Gefal3status nach ca. 24
Monaten dem des nativen VKB glich [16]. Schmidt et al. konnten bei ihren
Untersuchungen am Schafsmodell bei der Auswertung der Gefafl3dichte autologer
Transplantate nach 52 Wochen tendenziell einen Rickgang der GefalRe zu Werten des
nativen vorderen Kreuzbandes zeigen, ohne diesen Status jedoch zu erreichen [100].
Es lagen weiterhin subsynovial und zentral signifikant mehr Gefal3anschnitte als im
nativen VKB vor [100].

1.10 Limitierungen bisheriger Studien

Der Remodellingprozel? autologer Kreuzbandtransplantate wurde bereits in zahlreichen
tierexperimentellen und einigen klinischen Studien untersucht. Jedoch wurden
gro3tenteils knochenblocktragende Patellarsehnentransplantate untersucht, so dass
Informationen zum Remodeling autologer freier Sehnenplastiken nur begrenzt
vorhanden sind [17, 117, 118]. Die Erkenntnisse Uber den Heilungsprozess beruhen in
erster Linie auf Tiermodellen [15, 16, 86, 89, 94, 100, 101, 119-123]. Es gibt nur wenige
humane Biopsiestudien, bei denen teils nur geringe Fallzahlen pro Zeitpunkt [17, 98, 99,
117, 118, 124] oder nur begrenzte postoperative Zeitrdume [98, 124] ausgewertet
wurden.

In den meisten Tierstudien konnte gezeigt werden, dass der Remodeling-Prozess nach
24 Wochen bis zu einem Jahr abgeschlossen ist [11, 14, 98], wohingegen die meisten
humanen Biopsiestudien Hinweise fur eine langere Dauer des Remodelings beim
Menschen lieferten [17, 18]. Im Gegensatz zu den von den meisten Autoren [99] [11,
14, 98], postulierte Rougraff bei humanen VKB-Plastiken ein Remodelingabschluss
nach 3 Jahren [17]. Auch hinsichtlich der Art und des Verlaufes des Remodelings
wurden immer wieder Hinweise fir Unterschiede zwischen den Ergebnissen
tierxperimenteller und humaner Studien gefunden.

Die zuvor in Tiermodellen beschriebenen Phasen der Bandeinheilung wurden auch in
humanen Biopsiestudien gefunden [125, 126]. Allerdings scheint dabei das humane

Remodeling verlangsamt abzulaufen [17]. Ein kompletter Ersatz des Transplantates
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durch einwandernde Zellen, wie in Tiermodellen beobachtet, konnte bislang im
einheilenden humanen VKB Ersatz nicht gezeigt werden [125, 126].

Trotz der unterschiedlichen Ergebnisse wird heute beim Menschen in Korrelation mit
klinischen Beobachtungen und Untersuchungen von einer Dauer fir das Remodeling
autologer Transplantate nach VKB-Ersatz von ca. 12 Monaten ausgegangen [98].

Ein weiteres Problem beim Vergleich vorhandener Studien stellen die unterschiedlichen
Untersuchungsmethoden dar. Hinsichtlich der Revaskularisierung wurde in fast allen
Studien mit Methoden gearbeitet, die fur eine Darstellung der Revaskularisierung auf
kapillarer Ebene nicht geeignet waren. Erst mit der Anwendung der
immunhistochemischen Faktor-VlIll-Farbemethode konnte Unterhauser et al. selbst
kleinste Kapillaren, auch im Endstromgebiet klar identifizieren [16]. Er beobachtete eine
Angleichung des Gefal3status an das native VKB nach ca. 24 Monaten. Auch Schmidt
et al. konnte bei ihrer Ein-Jahres-Auswertung der Gefalidichte autologer Transplantate
am Schafsmodell zwar nach 52 Wochen einen tendenziellen Riickgang der Gefalie zu
Werten des nativen VKB zeigen, jedoch ohne diesen Status erreicht zu haben, so dass
ein verlangertes Remodeling Uber diesen Zeitraum hinaus zu vermuten ist [100].
Betrachtet man die teils gegensatzlichen bzw. unterschiedlichen Ergebnisse der
vorhandenen Studien hinsichtlich des Bandremodelings, so muss man davon
ausgehen, dass es Unterschiede der Revaskularisierung und Rezellularisierung
zwischen Tier und Mensch gibt und dass der Verlauf des Remodelings humaner freier

autologer Sehnenplastiken bisher nicht vollstandig aufgeklart ist.

1.11 Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Langzeitremodeling und den Ligamentisierung-
Prozess von humanen freien autologen Hamstringsehnen nach Ersatz des VKB weiter
aufzuklaren. Bisherige Studien zu diesem Thema waren zum Grof3teil in vivo
Tierstudien [15, 16, 86, 89, 94, 100, 101, 119-123]. In humanen Studien wurde
meistens ein anderes Transplantat, wie beispielsweise die Patellarsehne untersucht
[17, 117, 118]. Jedoch kommen im klinischen Alltag zunehmend auch

knochenblockfreie Hamstringsehnentransplantate zum Einsatz.
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Zudem wurde in den meisten Studien mit konventionellen Farbemethoden gearbeitet,
die eine quantitative Auswertung der Myofibroblasten und der Gefalldichte teils
unmdglich machten bzw. erschwerten. Ferner fehlen humane Biopsiestudien, die in
grof3er Stiickzahl mit der dadurch erst mdglichen statistischen Analyse die biologischen
Veranderungen untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden humane Biopsien aus
dem mittleren Drittel knochenblock-freier Hamstringsehnen verwendet. Es erfolgten
histologische und immunhistologische Farbungen, die sowohl eine deskriptive als auch
semiquantitative Untersuchung der zellularen und strukturellen Umbauvorgange im

Gewebe ermoglichten.

1.12 Hypothesen

1: Die Revaskularisierung und Rezellularisierung des humanen vorderen Kreuzband-

Transplantates zeigt eine geringere Intensitat auf im Sinne einer Verlangsamung als im

in-vivo Tiermodell.

2: Es zeigen sich zeitlich zuzuordnende qualitative und quantitative Unterschiede des

Bandremodelings im Verlauf der ersten 52 postoperativen Wochen.

3: Das Bandremodeling des humanen vorderen Kreuzbandersatzes ist nach 52 Wochen

nicht abgeschlossen.
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2 Material und Methoden

2.1  Studiendesign und Patienten

An der Klinik Eindhoven in den Niederlanden wurden in einem Zeitraum von 2001 bis
2007 vom Leiter der Knieorthopadie, Dr. med. Janssen, im Rahmen von Second-Look
Arthroskopien bei 42 Patienten Gewebebiopsien aus der Ubergangszone von
Transplantaten des vorderen Kreuzbandes in einem Zeitraum von 6 bis 117 Monate
nach primarem Kreuzbandersatz entnommen. VVon weiteren 11 Patienten, die sich einer
VKB-Rekonstruktion unterziehen lassen mussten, wurden von drei Patienten 17 Proben
aus den Uberresten der Hamstringsehnen (n=17) und von acht Patienten jeweils eine
Probe vom nativen VKB (n=8) entnommen, die als Kontrollgruppen dienten. Die
Rekonstruktion erfolgte durch einen erfahrenen Operateur mit einem freien autologen
Hamstringsehnentransplantat. Die Operationstechnik war fur alle Patienten gleich.

Alle Biopsien wurden aus dem intraligamentaren mittleren Anteil/Ubergangszone der
Transplantate entnommen. Die Rehabilitation erfolgte bei allen Patienten gleich. Alle
Patienten zeigten einen komplikationslosen Heilungsverlauf. Die Sekond-Look
Arthroskopie stand nicht mit der initialen VKB Rekonstruktion im Zusammenhang. Das
gewonnene Material wurde zunachst histologisch aufgearbeitet und anschlieRend
wurden die hier im Weiteren vorgestellten histologischen Untersuchungen durchgefinhrt.
Die Zustimmung der Patienten und ein Votum der Ethikkommission des Méxima
Medical Center Eindhoven-Veldhoven, in den Niederlanden lagen vor. Ziel dieser Studie
ist die histologische Untersuchung dieses Gewebes zur deskriptiven und
semiquantitativen Analyse der zelluldaren Umbauvorgdnge im Rahmen des
Bandremodelings.

Hierzu wurden die Proben der 42 Patienten in drei Gruppen, je nach Zeitpunkt ihrer
Entnahme nach VKB-Rekonstruktion eingeteilt: Gruppe 1 = 6-12 Monate, Gruppe 2 =
13 bis 24 Monate, Gruppe 3 = grof3er 24 Monate (siehe Tab.1 und 2). AuRRerdem
dienten Biopsien von Uberresten der Hamstringsehnen nach VKB-Rekonstruktion (HAT;
n=17) und native VKB (n=8) als Kontrollgruppen. Diese Patienten standen nicht mit den
Gruppen 1-3 im Zusammenhang. Die Biopsien der Hamstringsehnen-Kontrollgruppe
wurden am Ende des VKB-Rekonstruktion und die Biopsien der nativen VKB vor der

VKB-Rekonstruktion gewonnen.
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Alter Geschlecht KT 1000 133N
Median (Spannweite) (m/f) verletzt - nicht verletzt

Mittelwert (SD) Mittelwert (SD)
Gruppe 1 28,0 (19-54) | p=0,461 9/6 | p=0,932 0,80 (0,78)
6-12 Monate 31,07 (11,77)
(n=15)
Gruppe 2 25,5 (17-46) 10/6 0,63 (0,72)
13-24 Monate 27,69 (8,69)
(n=16)
Gruppe 3 29,00 (21-37) 7110 1,00 (0,78)
> 24 Monate 29,00 (6,26)
(n=11)

Tab. 1: Demographie (Alter, Geschlecht) aller Gruppen, KT 1000 Resultate (133N

Unterschiede zwischen verletztem und nicht verletztem Bein)

sportliche
Zeitintervall Aktivitatslevel
zwischen
Probenentnahme | V-V ettkampt
und VKB F=Freizeit
Rekonstruktion Grund fur die Sekond Look

(Monate) A=bewegungsarm Arthroskopie
Gruppe 1
Bioptate 6-12 Monate
(n=15)
1 6 W (Ful3ball) Materialentfernung

Laterale
2 6 W (FulZball) Meniskektomie/Knorpeldebridement
3 7 W (Basketball) Knorpeldebridement
Mediale Meniskektomie,

4 7 W (Fuf3ball) (Insuffizienz der Meniskusnaht)
5 7 W (Ful3ball) Laterale Meniskektomie
6 7 W (Ful3ball) Mediale Meniskektomie
8 8 F (Tennis) Materialentfernung
7 9 W (Fui3ball) Mediale Meniskektomie
9 9 F (Tennis) Materialentfernung
10 9 F (Ski) Materialentfernung
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11 10 F (Tennis) Mediale Meniskektomie
12 11 F (FuRball) Knorpeldebridement
13 11 F (FuRBball) Materialentfernung
14 11 W (Feldhockey) Entfernung freier Knorpelkorper
15 12 F (Reiten) Mediale Meniskektomie
Gruppe 2
Bioptate 13-24 Monate
(n=16)
1 13 W (Fui3ball) Knorpeldebridement
2 14 F (Tennis) Materialentfernung
3 14 F (Ski) Knorpeldebridement
4 14 W (Fuf3ball) Materialentfernung
5 14 F (Skating) Laterale Meniskektomie
6 16 W (Fuf3ball) Materialentfernung
7 16 F (Ski) Materialentfernung
8 17 W (Fuf3ball) Materialentfernung
9 17 F (Volleyball) Laterale Meniskektomie
10 18 A Knorpeldebridement /Mikrofraktur
11 20 F (FuR3ball) Partielle mediale Meniskektomie
12 21 W (Fuf3ball) Materialentfernung
W (Fuf3ball) Mediale Meniskektomie und
13 21 Materialentfernung
14 22 W (Ful3ball) Mediale Meniskektomie
15 23 W (Fuf3ball) Materialentfernung
16 24 W (Ful3ball) Mediale Meniskektomie
Gruppe 3
Bioptate > 24 Monate
(n=11)
1 26 W (Basketball) Mediale Meniskektomie
2 30 W (Feldhockey) Materialentfernung
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3 31 F (Radfahren) Knorpeldebridement

4 31 A Entfernung freier Knorpelkorper

5 34 W (FulZball) Knorpeldebridement

6 37 W (FulZball) Materialentfernung

7 48 F (Ski) pain medial knee, no cause found
8 53 F (Tennis) Ruptur des lateralen Retinakulums
9 77 W (Fui3ball) Materialentfernung

10 79 W (Ful3ball) Mediale Meniskektomie

11 117 W (Fuf3ball) Laterale Meniskektomie

Tab. 2. Zeitintervall zwischen Probenentnahme und VKB Rekonstruktion, sportliche

Aktivitatslevel und der Grund fiir die Sekond Look Arthroskopie fur die Gruppen 1-3
2.1.1 Transplantatwahl

Fur unsere Untersuchungen wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen das
vordere Kreuzband mit einer Hamstringsehne rekonstruiert wurde. Die
Hamstringsehnen sind der Patellarsehne wegen der geringeren Entnahmemorbiditat

Uberlegen [71]. AuRerdem entsteht kein zusatzliches Trauma flur den Streckapparat des

Kniegelenkes, wodurch keine Entnahme-Defekt-Arthropathie impliziert wird.

2.1.2 Einschluss- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien waren:

1. Vorherige VKB-Rekonstruktion von einem erfahrenen Orthopaden mittel Vierfach-
Hamstringtransplantat, bestehend aus einer Doppelstrang-Semitendinosus- und einer
Doppelstrang-Gracilis-Sehne, mit Mulch-Schraube im Femur und mit einer sog.
WasherLoc Fixierung in der Tibia®.

2. Keine Anzeichen von abnormer Beweglichkeit bei der klinischen Untersuchung, auch
nicht bei der Untersuchung unter Narkose wéahrend der Second-Look Arthroskopie. Ein

normales Knie mit normaler Laxheit/Beweglichkeit wird definiert als Knie ohne klinische

! Arthrotec, Warsaw, IN, USA
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Schublade, KT 1000 < 3mm Unterschied bei 133N? im Seitenvergleich mit negativem
Pivot-shift-Test.

3. Schriftliche Einwilligung zur Teilnahme an der Studie.

Ausschlusskriterien waren:

1. Mangelnde Bereitschaft zur Teilnahme an dieser Studie.

2. Vorherige VKB-Rekonstruktion von einem anderen Orthopaden oder andere Methode
der Transplantatfixierung.

3. Anormale Instabilitat/Beweglichkeit der koérperlichen klinischen Untersuchung oder
wahrend der Untersuchung unter Narkose bei der Second-Look Arthroskopie.

4. Anormale Instabilitat/Beweglichkeit des Kniegelenkes wurde definiert als positive
Schublade, KT-1000 > 3mm, Unterschiede bei 133N® im Seitenvergleich oder bei
positivem Pivot-shift-Test. Cyclops-Syndrom, ein Streckdefizit oder andere Griinde, die
mit moglichen Problemen der Kreuzbandplastik in Beziehung stehen.

5. Unzureichende Gewebeprobe fir die histologische Analyse.

2.1.3 Kiinische Studie (vs. Tiermodell)

In der orthopadischen Forschung hat sich das Schaf hinsichtlich seiner anatomischen
Ahnlichkeit zum menschlichen Kniegelenk als Versuchstier durchaus bewahrt [75, 131].
Die jedoch unterschiedlichen, teils kontroversen Ergebnisse zwischen humanen und
tierexperimentellen Studien beziglich des Remodelings lassen annehmen, dass ein
freies Sehnentransplantat im Tiermodell anderen Remodeling- und
Reifungsbedingungen unterliegt als im humanen Knie und daher beispielsweise mit
einer unterschiedlichen Revaskularisierung einhergeht [11, 14, 98] [17, 18]. Wé&hrend
des Remodelingprozess des Sehnentransplantates, haben biologischen Einfllisse, wie
die synoviale Transplantatumgebung und der Hoffa'sche FettkGrper, sowie
postoperative Hamorrhagie und Inflammation, einen wichtigen Einfluss auf zellulare
Repopulation und Revaskularisierung. Des Weiteren sind Faktoren wie die
Transplantatwahl, -fixierung, -isometrie und Kollagenblindelorientierung, sowie das

postoperative Management von entscheidender Bedeutung. Dabei weist jedes

2 MEDmetric Co., San Diego, CA., USA
* MEDmetric Co., San Diego, CA., USA
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Tiermodell grundséatzlich einige Limitierungen auf, vor allem in der Kontrolle tber die
postoperative Gewichtsbelastung. Es ist bekannt, dass die mechanische Belastbarkeit
des Transplantates bei fehlender oder tibermaRiger Zugbelastung durch eine Anderung
der Kollagenstruktur signifikant reduziert wird [127]. Deshalb wird eine
Transplantatvorspannung vor Fixierung empfohlen [127]. Es ist also davon auszugehen,
dass im Tiermodell im Vergleich zum Menschen ein intensiveres Remodeling bei

inadaquater Transplantatvorspannung und -positionierung stattfindet [128].

2.2 Operatives Vorgehen

2.2.1 Operation und Rehabilitation

Die vorausgegangene VKB-Rekonstruktion wurde nicht nur vom gleichen leitenden
Orthopéden durchgefuhrt, sondern auch die OP-Technik war fir alle Patienten auch
derer, die als Kontrollgruppe fungierten, identisch. Die Operation (ACLR) erfolgte in den
Jahren zwischen 1997 und 2007 unter standardisierten sterilen Bedingungen mit einem
Vierfach-Hamstringtransplantat, bestehend aus einer Doppelstrang-Semitendinosus-
und einer Doppelstrang-Gracilis-Sehne, welches mittels Mulch-Schraube im Femur und
mit einer sog. WasherLoc Fixierung in der Tibia verankert wurde*. Zum Zeitpunkt der
Fixierung lag die Spannung des Hamstringtransplantates bei 90-100 N, gemessen bei
voller Knieextension. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme wurden alle Kniegelenke
klinisch untersucht. Mit klinischen Tests wie dem Lachman Test (< 3 mm) und Pivot
Shift wurden im Vorfeld Instabilitdtsanzeichen ausgeschlossen. Weitere Hinweise zu
Untersuchungsergebnissen wie Schwellung, Knieschmerz und

Bewegungseinschrankung bestanden nicht.

4 OP-Technik von S.M. Howell, MD. Fixationsmaterialien von Arthrotec, Warsaw, IN., USA
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Abb. 7: Schematische Darstellung einer VKB Plastik mittels Bone Mulch-Schraube im

Femur und WasherLoc Verankerung in der Tibia. [129]

Alle Patienten, einschlieBlich die der Kontrollgruppen, gaben ihr schriftliches
Einverstandnis zur Gewebeentnahme sowie zur histologischen Aufarbeitung. Die
Biopsien der nativen VKB-Kontrollgruppe wurden von Patienten, die nicht mit Gruppen
1-3 im Zusammenhang standen entnommen und sich einer VKB-Rekonstruktion nach
einem akuten vorderem Kreuzbandriss des femoralen Anteils (spatestens 8 Wochen
nach Verletzung) unterzogen. Daher war es moglich, Gewebeproben von dem intakten
zentralen Anteil des nativen vorderen Kreuzbandes zu erhalten. Nachdem die Biopsien
des nativen VKB entnommen wurden, wurde das verbleibende Gewebe entfernt, um die
VKB-Rekonstruktion fortzusetzen. AuRerdem dienten Biopsien von Uberresten der
Hamstringsehnen nach VKB-Rekonstruktion als weitere Kontrollgruppe. Sie standen
ebenfalls nicht mit den Gruppen 1-3 im Zusammenhang und wurden am Ende des VKB-

Rekonstruktion gewonnen.

Ab dem ersten postoperativen Tag wurde ein standardisiertes forciertes
Rehabilitationsprogramm begonnen, in dem eine schmerzadaptierte Vollbelastung unter
Nutzung von Gehstltzen fir die ersten 2 postoperativen Wochen verwendet wurden.

Neben den aktiven Bewegungungsibungen bei der Physiotherapie, wurde das Knie
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zusétzlich passiv in einer Motorschiene® um 90 Grad flektiert. Ubungen in der
geschlossenen Kette wurden ebenfalls am ersten Tag nach der Operation verordnet.
Kriterien fir das Absetzen der Physiotherapie war eine aktive Kniebeugung tber 90
Grad, die Fahigkeit, selbststandig ohne Gehstitzen in Vollbelastung gehen zu kénnen.
Dann war uneingeschréankte Bewegungsfreiheit erlaubt. Es wurden keine Knieorthesen
verwendet. Nach der stationdren Entlassung wurde die Physiotherapie ambulant 2-3
mal pro Woche gemal’ einem standardisierten Nachbehandlungsprotokoll fortgesetzt.
Demnach durfte die Knieextension uneingeschrankt in der geschlossenen und in der
offenen Kette betbt werden. Wahrend eine Wiederaufnahme des Laufens auf ebener
Strecke bereits nach acht bis zehn Wochen erlaubt wurde, wurde das Verrichten
schwerer korperlicher Arbeit erst nach drei Monaten bewilligt. Das Ausiben
wettbewerbsfahiger Kontaktsportarten hingegen wurde erst nach 4-6 Monaten

zugelassen.

2.3  Probenentnahme und histologische Aufarbeitung

Bei 67 Patienten wurde in einem Zeitraum von 2001 bis 2007 Biopsien des
Transplantates 6-117 postoperative Monate nach VKB Ersatz gewonnen. Die Proben
wurden in einer Second-Look Arthroskopie gewonnen, die nicht mit der initialen VKB
Rekonstruktion im Zusammenhang standen.

Es wurde eine Drei-Portal Arthroskopie durchgefuihrt (anteromediale, anterolaterale und
superomediale Pforte). Neben der klinischen Untersuchung unter Narkose, wurde auch
die Funktionalitat des VKB-Transplantates wahrend der Arthroskopie geprift, d.h. ob
das Transplantat straff gespannt und die femoralen und tibialen Insertionsstellen intakt
sind. Danach wurde eine Gewebeprobe von einem der vier Strange des Transplantates
genommen. Die Synovialschicht wurde im mittleren Abschnitt des Transplantates
eroffnet. Eine arthroskopische Stanze wurde durch die anteromediale Pforte eingefihrt,
um eine Probe der oberflachlichen Transplantatfasern der Hamstringsehnen zu
gewinnen. Hierbei wurde im Speziellen darauf geachtet, dass nicht nur eine Probe der
Synovialschicht, sondern tatsachlich der oberflachlichen Bandfasern entnommen

> OrthoRehab, Oakville, Ontario, Kanada
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wurde. Nach der Biopsieentnahme wurden weitere Verfahren wie eine Meniskektomie,
Knorpeldebridement oder eine Hardware-Entfernung durchgefihrt.

Alle gewonnenen Proben waren ca. 2-3 mm grof3 und wurden durch den Pathologen fir
2-3 Tage in 4% Formaldehyd Lésung® fixiert. AnschlieRend wurden sie fiir mindestens
15 min gewassert, danach folgte die automatische Entwésserung tiber 67 Stunden’ im
Entwésserungsautomaten und die Einbettung in Paraffin®. Mit einem Mikrotom® wurden
von den fertigen Gewebeblocken 4 um dinne Serienschnitte angefertigt, die

anschlieBend auf silanisierte Adhasions-Objekttrager'® aufgezogen wurden.

2.4  Konventionelle Farbungen

Alle zu farbenden Schnitte wurden in 100 % Xylol fir zweimal 10 Minuten gebracht, um
anschlieBend in der absteigenden Alkoholreihe (100%, 100%, 96%, 80% ,70%) fur je 2
Minuten entparaffiniert zu werden.

Als konventionelle Farbungen fir die deskriptive Auswertung dienten die
Hamatoxylin/Eosin-Farbung™ (HE) und die Masson-Goldner Trichromfarbung™ (MG).
Die HE-Farbung ist besonders flr die deskriptive Analyse der Kernmorphologie und der
Zellverteilung geeignet, wobei der azidophile Farbstoff Hamatoxylin die Zellkerne blau
darstellt und der basophile Farbstoff Eosin die Interzellularsubstanz und das
Cytoplasma rosa anfarbt. Die Masson-Goldner Farbung ermdglicht die Beurteilung der
Extrazellularen Matrix, die Anordnung des Kollagens und der bindegewebigen Septen.
Hierbei werden die Zellkerne braunlich-schwarz, das Zytoplasma ziegelrot und das

Bindegewebe grun dargestellt.

Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland

Leica TP 1020, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland
Paraplast Plus®, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, USA

Leica RM 2125, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland
0 HistoBond®, Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

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

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

2 Orange g Differenzierungslosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Lichtgriin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Munster, Deutschland

Weigerts Eisenhamatoxylin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Munster, Deutschland
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2.5 Immunhistologie

Mit der Immunhistologie kénnen Proteine mit Hilfe von Antikérpern sichtbar gemacht
werden und so antigene Strukturen von Zellen und Gewebe identifiziert und besser
dargestellt werden.

Grundsatzlich werden heutzutage poly- und monoklonale Antikdrper unterschieden
sowie Detektionssysteme aus verschiedenen Antikdrper-Farbstoff-Kombinationen [130,
131]. Mittels indirekter Methode und dem Avidin-Biotin Komplexes konnte in unserer

Studie die entstandene Antigen-Antikbrper-Verbindung optisch dargestellt werden.

(Abb. 8) [61].
{Strept-) Auridin-
Bt
Bkl

ﬁ»

Primidirant] kiirper

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex
ABC-Methode

Abb. 8: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbemethode

mit biotinyliertem Sekundarantikérper und Avidin-Biotin-Komplex. Aus [66]
2.5.1 Immunhistologische Farbung der Myofibroblaste n

Das in den Myofibroblasten enthalten a- smooth muscle Aktin (ASMA) ist fur die
kontraktilen Eigenschaften verantwortlich und lasst sich immunhistochemisch anfarben
[103]. Alle Schnitte wurden zunachst entparaffiniert und rehydriert. Es folgte bei

Raumtemperatur eine 20-miniitige Inkubation mit equinem Normalserum®®, um

13 Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
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unspezifische Hintergrundfarbungen weitgehend zu verhindern [131]. AnschlieRend
erfolgte die Inkubation mit einem monoklonalen Anti-ASMA-Primarantikérper** in einer
Verdinnung von 1:100 bei 4°C Uber Nacht. Am Folgetag wurde nach zweimaligem
Spilen mit PBS-Puffer’® ein biotinylierter Sekundarantikérper'® fir 30 Minuten
aufgetragen, der an den Primarantikérper bindet. Nach einem weiteren Spulvorgang mit
PBS-Puffer erfolgte die Inkubation mit ABC-Komplex'’ (Avidin-Biotin-Enzym-Komplex)
fur 50 Minuten. Dieses Reagenz bindet wiederum an den biotinylierten
Sekundarantikdrper, wahrend die alkalische Phosphatase als Markerenzym verwendet
wurde. AnschlieBend wurde mit einem Chromogenpuffer'® gespiilt und das Substrat
Vector® Red'® (geldst in 100 mM - 200 mM Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) aufgebracht,
welches von der alkalische Phosphatase zu einem Chromogen umgesetzt wird und die
markierten ASMA-Molekule rot anfarbt. Die Farbreaktion wurde unter Sichtkontrolle in
einer Pufferlésung gestoppt. Die Zellkerne wurden schliel3lich noch mit Hamatoxylin
nach Mayer (1:2) gegengefarbt. AnschlieBend wurden die Praparate in der
aufsteigenden Alkoholreihe entwéssert und nach Verbringung in Xylol mit Vitro-Clud®?°
eingedeckelt.

Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer durchgefihrt. Wahrend bei jeder
Farbung als Negativ-Kontrolle ein Schnitt mit Puffer anstelle des Antikdrpers inkubiert
wurde, dienten die glatten GefalBmuskelzellen eines jeden Schnittes als interne Positiv-

Kontrolle.
2.5.2 Immunhistologische Faktor VIII Farbung
Die immunhistochemische Markierung des Faktor VIII, der in Endothelzellen und somit

in den GefalRwanden selbst kleinster Kapillaren nachweisbar ist, diente der Darstellung

der Revaskularisierung der Transplantate.

% Smooth Muscle Actin, Klon 1A4, DAKO A/S, Glostrup, Denmark
1531175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland

16 Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA

17 ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
18 Trizma® Base T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Trizma® Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt
19 Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit |, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
20 Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland

Saurefuchsin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Munster, Deutschland
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Dazu erfolgte nach der Entparaffinierung und zweimaliger Spilung a 5 Minuten in PBS-
Puffer” pH 7,2. die Demaskierung des Antigens durch eine 10 minitige Vorbehandlung
mit Pronase® bei 37 °C. AnschlieBender erfolgte eine Spiilung unter Leitungswasser fir
10 Minuten und Verbringung in Pufferlésung. Zur Reduktion unspezifischer
Hintergrundfarbungen wurden die Schnitte dann mit einem Normalserum® 20 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem das Normalserum lediglich abgekippt wurde,
kam direkt der polyklonale Faktor VIII Antikérper®® in einer Verdiinnung von 1:200
darauf. Die Inkubation des Antikorpers erfolgte Giber Nacht im Kuhlschrank bei 4°C. Am
Folgetag wurde nach zweimaligen Spuilen im PBS-Puffer der biotinylierte
Zweitantikérper® aufgebracht und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
einem weiteren Spiilvorgang mit PBS-Puffer erfolgte die Inkubation mit ABC-Komplex®®
mit alkalischer Phosphatase als Reporterenzym fiir 50 Minuten bei Raumtemperatur.
Nach zweimaligem Spiilen wurde das Reagenz Vector® Red?’ (gel6st in 100 mM — 200
mM Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) aufgetragen, welches als Substrat Neofuchsin54 enthalt und
von der alkalische Phosphatase zu einem roten Chromogen reduziert wird. Somit
stellten sich die zu detektierende Strukturen der Gefal3kapillaren rot dar. Als die
gewiinschte Farbreaktion war, wurde diese unter Sichtkontrolle in einer Pufferlésung
gestoppt. Die Zellkerne wurden schliel3lich noch mit Hamatoxylin nach Mayer (1:2)
gegengefarbt. AnschlieRend wurden die Praparate in der aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert und nach Verbringung in Xylol mit Vitro-Clud®?® eingedeckelt.

Alle Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer durchgefihrt. Wahrend bei jeder
Farbung als Negativ-Kontrolle ein Schnitt mit Puffer anstelle des Antikdrpers inkubiert

wurde, diente gut vaskularisierte Schafshaut als Positiv-Kontrolle.

2t3L 175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland
22 Protease, Sigma, Nr.: P- 5147
23 Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
24 Dako Rabbit Anti- Human von Willebrandt Factor, DAKO Glostrup, Déanemark, Kat.-Nr.: M0851
% Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA
% ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
%" \Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
28 Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland
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2.6  Auswertung der Daten

Die histologische Analyse der Gewebeschnitte erfolgte mit Hilfe eines konventionellen
Lichtmikroskops®® und einer angeschlossenen Kamera®. Die Dokumentation

ermdglichte ein digitales Bildanalysesystem®..
2.6.1 Deskriptive Auswertung

Zur deskriptiven Auswertung wurden die Transplantate bei Vergrol3erungen von 1,6;
2,5; 5; 10; 20; 40; 100 beurteilt. Wahrend mit der Masson-Goldner Farbung die
Kollagenanordnung und das Vorhandensein bindegewebiger Septen analysiert werden
konnte, diente die HE-Féarbung vor allem zur Beurteilung der Zellverteilung (peripher,
zentral) sowie der Zell- und Kernmorphologie (rund, ovoid, spindelférmig) und deren
GroRRe. Des Weiteren wurde anhand der immunhistochemisch gefarbten Schnitte die
Vaskularisierung der Praparate sowie die Verteilung und Gestalt der Myofibroblasten
evaluiert. Bei der Auswahl der ROI's wurde versucht, sowohl mdéglichst groRe Teile
auch moglichst reprasentative Bereiche des Praparates in die Auswertung
einzubeziehen. Dazu wurden die Praparate zunachst im Gesamten gemustert und

anschlielend die ROI'S nach oben genannten Kriterien ausgewabhilt.
2.6.2 Bindegewebszellen und Myofibroblasten

Anhand der immunhistochemisch gefarbten Transplantate erfolgte die quantitative
Analyse der Zellen und der Myofibroblasten mit Hilfe eines computergestitzten
Datenanalysesystems®2. Dazu wurden die Schnitte unter das Mikroskop®® verbracht,
mit Hilfe einer Kamera® gescannt und das Bild auf den Rechner ubertragen. Das
Auszahlen der Zellen in je 8 bis 10 ROI's in beliebiger GroRe (mm?2) erfolgte in 10-
facher VergroRRerung und in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde die Anzahl der

ASMA-negativen Bindegewebszellen (Fibroblasten und Fibrozyten) und im zweiten

29 DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland

%0 Sony Color Video Camera, Modell DXC-950P, Sony Corporation, Japan

81 KS 400 3.0, Carl Zeiss AG, Géttingen, Deutschland

2 Ks 400 3.0, Carl Zeiss AG, Géttingen, Deutschland

3 DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland

i Sony Color Video Camera, Modell DXC-950P, Sony Corporation, Japan
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Schritt die Anzahl der ASMA-positiven Myofibroblasten ermittelt. ASMA wird jedoch
nicht nur von den MFB exprimiert, sondern auch von Perizyten und glatten
Gefallmuskelzellen. Daher mussten die Myofibroblasten zusatzlich durch ihre
morphologische Gestalt (ovoide Zellform) und ihrer Lage (intraligamentar ungleich
verteilt) im Gewebe differenziert werden. Wenn sich eine Zelle nicht eindeutig den
Myofibroblasten zuordnen liel3, wurde diese Zelle als ASMA-negativ gewertet. Zudem
wurden Zellen, die nahe an GefalRen lagen, nicht als ASMA-positiv mitgezahlt. Das
Auszahlen erleichterte ein Bildanalysesystem (Axiovision), das durch Addition der von
mir markierten ASMA-positiven und ASMA-negativen Zellen die Gesamtzellzahl/mm?2
sowie die Myofibroblastenzahl/mm?2 ermittelte.

2.6.3 Faktor VIII Auswertung

Anhand der immunhistochemisch gefarbten Transplantate erfolgte die quantitative
Analyse der GefalRe. Das Auszahlen der Gefal3e erfolgte je nach Praparatgrésse in je 8
bis 10 ROI's erfolgte in mit Hilfe eines computergestiitzten Datenanalysesystems®.
Dazu wurden die Schnitte unter das Mikroskop® verbracht, mit Hilfe einer Kamera®’
gescannt und das Bild auf den Rechner Ubertragen. Zunéchst erfolgte eine Beurteilung
des gesamten Transplantates in 50facher VergroRerung, in der die Qualitdt des
Schnittes, der Farbung, das Vorhandensein und die Dicke der synovialen Deckschicht
sowie die Gefal3verteilung evaluiert wurden. Das Auszahlen der Faktor VIII positiven
GefaRanschnitte erfolgte in je 8 bis 10 ROI's mit einer beliebigen Grolze (mmz?), wobei
versucht wurde, mdglichst grof3e und reprasentative Teile des Praparates in die
Auswertung mit einzubeziehen.

Aus der Zahl der detektierten Gefallanschnitte sowie der ausgewerteten Flache konnte
nun mit Hilfe des Bildanalysesystem (Axiovision) die Zahl der Gefal3e pro Flache (mm?)

ermittelt werden.

** KS 400 3.0, Zeiss

3 DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland

¥ Sony Color Video Camera, Moell DXC-950P, Sony Corporation, Japan
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2.6.4 Statistik

Zur statistischen Datenanalyse wurde zunachst der Shapiro-Wilk-Test durchgefuhrt. Da
keine Normalverteilung vorlag, erfolgte die weitere Analyse mittels nicht parametrischer
Testverfahren. Dabei wurde zum statistischen Vergleich der Gruppen tber die Zeit der
Kruskal-Wallis Test, durchgefuhrt. Anschliel3end erfolgte der Mann-Whitney-U-Test zum
paarweisen Vergleich innerhalb einer Gruppe. Die Korrektur erfolgte mittels Bonferroni-
Holm Korrektur. Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt. Fir den Vergleich

der Geschlechter wurde der Pearsons’ Chi-square Test durchgefthrt.
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3 Ergebnisse

3.1  Deskriptive Auswertung

Anhand der Biopsien war eine Einteilung der Préparate in periphere, intermediare oder
zentrale Abschnitte nicht moéglich. Auch eine Langs- oder Querschnittzuordnung konnte

nicht vorgenommen werden.

Native Strukturen

Im nativen vorderen Kreuzband zeigten sich die Zellen gleichmé&fig Gber das gesamte
Praparat verteilt und zwischen den Kollagenfasern longitudinal ausgerichtet. Die
Zellkerne stellten sich gréf3tenteils stabférmig, aber auch teils ovoid dar (Abb. 9a). Die
Gefalle waren gleichmalig verteilt und lagen in bindegewebige Septen eingebettet. Es
war eine deutliche geordnete, parallel ausgerichtete Kollagenstruktur erkennbar (Abb.
9a). Eine ein- bis zweilagige synoviale Deckschicht war vorhanden.

In den nativen Flexorsehnen waren subjektiv weniger Zellen als in den Kreuzbandern
zu finden. Es lag ebenfalls eine gleichméaRige Zellverteilung vor. Die Zellen lagen
ebenfalls longitudinal angeordnet zwischen den Kollagenfaserblndeln. Die Zellkerne
waren spindelférmig, schmal und langlich. Wenige in bindegewebige Septen
eingebettete GefalRe durchzogen die Sehne. Es war eine zwei- bis vierlagige synoviale

Deckschicht vorhanden.

Gruppe 1 (6-12 Monate)

Die Transplantate zeigten in ihrer Zell- und Gefal3verteilung mit teils hyperzellularen und

azellularen Bereichen eher ein inhomogenes Bild. Im Vergleich zu den nativen
Kontrollgruppen waren die Zellen deutlich gro3er. Die Zellkerne waren vor allem in den
hyperzellularen Bereichen rund bis ovoid, wahrend die Zellkerne der einzeln liegenden
Zellen eher spindelférmig waren. Die GefalRverteilung war sehr ungleichmafRlig und
variierte stark vom jeweiligen Praparat, jedoch war der Gefal3gehalt im Vergleich zu den
nativen Strukturen deutlich hoher. Bindegewebsstraf3en waren nicht zu erkennen. Die
Kollagenstruktur erschien vom 6. bis zum 9. postoperativen Monat deutlich ungeordnet.

Erst ab dem 10. postoperativen Monat zeigte sich in der Kollagenstruktur zunehmend
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eine grobe Ordnung. Die Transplantate waren teils von einer bis zu 9-15 lagigen

synovialen Hulle umgeben.

Gruppe 2 (13-24 Monate)

In dieser Gruppe zeigte sich in den meisten Praparaten zunehmend eine homogene
Zellverteilung Uber das ganze Transplantat (Abb. 9c). Azellulare Bereiche waren kaum
vorhanden. Zum Teil fand man besonders in der Umgebung von Gefallen
hyperzellulare Bereiche, aber auch hypozellulare Bereiche. Es waren Uberwiegend
kleine rundovale Zellkerne zu erkennen. Der Gefal3gehalt war deutlich hoéher im
Vergleich zu den nativen Strukturen und zu der vorhergehenden Gruppe 1. Die Gefalie
waren Uber das ganze Transplantat zu finden. Sie verliefen in bindegewebigen Stral3en,
teilweise lagen sie frei im Transplantat. Die Kollagenstruktur zeigte sich teils geordneter,
aber auch noch teils ungeordnet. Es lag zunehmend eine longitudinale Ausrichtung vor.
Bei zwei Praparaten konnte aufgrund der Probengrdol3e keine Beurteilung der
Kollagenstruktur ~ vorgenommen werden. Die synoviale Deckschicht war ein- bis

zweilagig.

Gruppe 3 (> 24 Monate)

Bei diesen Transplantaten war eine gleichmafige Zellverteilung Uber das ganze
Transplantat vorhanden (Abb. 9d). Die Zellkerne waren weitestgehend schmal und
langlich. Jedoch erschienen sie kleiner bzw. kirzer als die Zellkerne der nativen
Strukturen. Die Gefalie waren in allen Bereichen des Transplantats zu finden.
Allerdings lagen starke Unterschiede zwischen den einzelnen Proben vor, so dass der
Gefallgehalt vor allem bis zu drei Jahren nach der VKB Rekonstruktion teils deutlich
hoher als bei den nativen Strukturen. Deutlich niedriger war der Gefal3gehalt hingegen
ab drei Jahre aufwarts. Es waren zum Teil keine Gefalle vorhanden. Eine
Kollagenseptenbildung war zwar zu erkennen, jedoch nicht so deutlich wie bei den
nativen VKB's. Die Kollagenstruktur stellte sich zum Hauptteil geordnet dar, vereinzelt
jedoch auch noch ungeordnet. Die Dicke der synovialen Deckschicht hatte sich auf ein

bis zwei Lagen normalisiert.
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Abb. 9: HE Farbung: a) Hamstringsehne: mit longitudinaler Kollagenausrichtung,
moderate Zelldichte und geringer Fibroblastenaktivitat. b) Gruppe 1: deutlich
ungeordnete Kollagenausrichtung, ansteigende Zelldichte, ovoide Zellmorphologie. c)
Gruppe 2: weiterhin zunehmende Zell- und Gefal3dichte. d) Gruppe 3: zunehmend
geordnete Kollagenstruktur.

3.2 Quantitative Auswertung

Grundsatzlich ist zu bemerken, dass sich die Aussagen Uber die Anzahl der
Gesamtzellen und der Myofibroblasten auf den Medianwert beziehen. Dieser stellt das
Lagemal’ dar. Da jedoch in den ersten 12 Monaten insgesamt kaum Geféal3e vorhanden
waren, betrug der Medianwert hier aus statistischen Grinden null. Deshalb wurde bei
den GefalRen zusatzlich der Mittelwert angegeben. Zur Verdeutlichung sind die Mediane
der einzelnen Gruppen, als auch die Mittelwerte der einzelnen Gruppen zur besseren
Vergleichbarkeit mit anderen Studien in einer Tabelle aufgefiuhrt.
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3.2.1 Gesamtzellzahl

Bei den nativen Kreuzbandern und den Flexorsehnen zeigten sich die Zellen tber das
gesamte Praparat gleichmafig verteilt und longitudinal zwischen den Kollagenfasern
ausgerichtet. Grundséatzlich ist zu erwahnen, dass es bei der Bestimmung der
Gesamtzellzahl starke Unterschiede zwischen den einzelnen Proben bzw. Patienten
gab, so dass teils ausgedehnte Bereiche ohne Zellen bzw. Areale mit wenigen Zellen zu
sehen war. Dies kam auch in einer hohen Standardabweichung zum Ausdruck.

Die Zellzahl des nativen Kreuzbandes war mit 371,78 /mm?2 (Median) geringfligig héher
als die Zellzahl der nativen Flexorsehnen (Median 330,43 /mm?). Dies stimmt auch mit
der deskriptiven Auswertung Uberein. In Gruppe 1 ist die Zellzahl mit 482,04 /mm?
(Median) im Vergleich zu den nativen Flexorsehnen (p=0,036) signifikant angestiegen.
In diesem Zeitraum ist eine ungleichméaRige Zellverteilung mit teils azellularen Arealen
und teils lokalisierten Zellhaufen zu sehen. Von Gruppe 1 zu Gruppe 2 850,85 /mm?2
(Median) stieg die Gesamtzellzahl weiter deutlich an, ohne dass signifikante
Unterschiede zu verzeichnen waren. Aul3erdem lag eine zunehmend gleichmaRigere
Zellverteilung vor. Im Vergleich zur nativen Flexorsehne war weiterhin eine signifikant
erhohte Zellzahl zu finden (p=0,005). Im weiteren Verlauf kam es zu einer nicht
signifikanten Abnahme der Zellzahl (595,61 /mm?2) in Gruppe 3, in der die geordnete
Struktur nahezu wieder hergestellt war und eine gleichmafiige Zellverteilung aufwies. Im
Vergleich zur nativen Flexorsehne war die Zellzahl jedoch weiterhin signifikant erhéht
(p=0,043). Im Vergleich zum nativen Kreuzband war die Zellzahl ebenfalls in jeder
Gruppe erhéht, es lagen jedoch keine signifikanten Unterschiede vor.

Dennoch bleibt festzuhalten, dass die Zellzahl des remodelltem Gewebes auch noch

nach zwei Jahren deutlich héher war als die der nativen Strukturen.

Gesamtzehlzahl/mm2  |Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 | Native Hamstring - | Natives Kreuz-
(6-12M.) | (13-24M.) | (>24 M.) | Sehnen (n=17) Band (n=8)
Mittelwert (MW) 736,34 789,49 718,18 327,57 535,75
Spannweite 1550,65 1243,49 1173,18 663,31 1545,90
Median 482,04 850,85 595,61 330,43 371,87
Standardabweichung 454,07 371,10 386,95 201,60 489,37

Tab. 3: Ergebnisse des Zellgehaltes aller Gruppen
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Abb. 10: Ergebnisse (Median) des Zellgehaltes aller Gruppen. Signifikante

Unterschiede sind gekennzeichnet mit *

3.2.2 Immunhistologie der Myofibroblasten

Die Myofibroblasten zeigten sich in der immunhistologischen Farbung mit ASMA in der
nativen Flexorsehne mit schmalen, spindelférmigen Kernen, die relativ regelméalig tber
das Préaparat verteilt waren. Im intakten vorderen Kreuzband stellten sich dagegen
diese Kerne eher stab- bis ovoidférmig dar. Es gab hier jedoch ausgedehnte Areale
ohne Myofibroblasten sowie starke Unterschiede zwischen den einzelnen Proben
innerhalb einer Gruppe. Dies kam in den einzelnen Gruppen in einer hohen
Standardabweichung zum Ausdruck. Dabei wies die native Flexorsehne mit 1,85 /mm?2
eine geringfigig hohere Anzahl der Myofibroblasten auf als die der nativen VKB
1,35/mmz2, wenn auch dieser Unterschied nicht signifikant war. In Gruppe 1 waren in

allen Teilen der Transplantate Myofibroblasten zu finden (Abb. 11a), es lag jedoch eine
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ungleichméfiige Verteilung. Bis zu 24 Monaten nahm die Zahl der Myofibroblasten
deutlich zu und es waren keine myofribroblastenfreie Bereiche mehr vorhanden (Abb.
11b). In Gruppe 3 zeigte sich ebenfalls eine gleichmalRig Verteilung vorhanden. Die
Myofibroblasten zeigten nun eine ovoide Gestalt und glichen sich damit den
Myofibroblasten des intakten vorderen Kreuzbandes an (Abb. 11c), wohingegen in
Gruppe 1 und 2 noch Uberwiegend ovoide bis spindelférmige Zellkerne vorherrschten.

Die quantitative Auswertung ergab einen deutlichen Anstieg der Myofibroblasten von
Gruppe 1 nach 2 (11,45/mmz2, 199,58/mm?2) mit signifikant mehr Myofibroblasten in
Gruppe 2 im Vergleich zur Flexorkontroligruppe (1,85/mm?, p=0,014) und einer
ebenfalls deutlich hoéheren Myofibroblastenzahl im Vergleich zum nativen VKB
(1,35/mm?2). Von Gruppe 2 zu Gruppe 3 kam es nun zu einem geringgradigen
Ruckgang der Myofibroblasten (97,73/mm?), wobei die Myofibroblastenzahl im
Vergleich zu beiden Kontrollgruppen (1,85/mm?2, 1,35/mm?) weiter erhoht blieb ohne

signifikante Unterschiede aufzuweisen.
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Abb. 11: Myofibroblasten: Gruppe 1 (a) zeigt im Vergleich zu Gruppe 2 und 3 (b und c)

eine moderate Anzahl der ASMA-positiven Zellen. Man beachte die deutliche

GefalRanfarbung in Gruppe 2 und 3.

Myofibroblasten/mm? Sruppe 1 Gruppe 2 | Gruppe 3 | Native Hamstring - | Natives Kreuz-
(6-12 M.) (13-24 M.) | (>24 M.) | Sehnen (n=17) band (n=8)

Mittelwert (MW) 35,58 224,06 201,90 3,39 573

Spannweite 144,72 820,62 815,00 14,55 25,66

Median 11,54 199,58 97,73 1,85 1,35

Standardabweichung 47,26 234,36 275,28 4,43 8,99

(SD)

Tab. 4: Ergebnisse der Myofibroblastendichte aller Gruppen
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Abb. 12: Ergebnisse (Median) der Myofibroblastendichte aller Gruppen. Die Anzahl der
Myofibroblasten in Gruppe 2 (13-24 Monate) war im Vergleich zu den nativen
Hamstringsehnen signifikant hoéher (p= 0,014). Signifikante Unterschiede sind

gekennzeichnet mit *

3.2.3 Immunhistologie der Gefal3e

Bei den nativen Kontrollgruppen durchzogen die Gefél3e gleichméaliig das Praparat und
lagen in bindegewebige Septen eingebettet.

Da die statistische Auswertung keine signifikanten Unterschiede im Gruppenvergleich
mittel Kruskal- Wallis- Test zeigt, wurde auf weitere Tests zum paarweisen Vergleich
verzichtet. Aul3erdem war aus statistischen Grinden in Gruppe 1 (6-12 Monate) der
Median null, daher ist hier zusatzlich der Mittelwert mit angegeben.

Im Vergleich zu den nativen Flexorsehnen (Median 3,06/mmz2, MW 7,44/mm2) lie3en
sich in der Gruppe der nativen VKB's (VKBN) hohere Gefalidichten (Median
10,07/mm?2, MW 11,86/mm?) finden.

42



In den ersten 12 Monaten waren Uber das gesamte Praparat kaum Gefal3e zu finden
(Median 0/mm?, MW 17,97/mm?), so dass der Gefal3gehalt deutlich unter dem der
nativen Kontrollgruppen lag (Median 3,03/mm2; MW 7,44/mm2 und Median 10,07/mm?,
MW 11,86/mm?) (siehe Tab.5) . Bei Betrachtung der einzelnen Préparate war deskriptiv
jedoch ein Anstieg der Geféassdichte im Verlauf von 6-12 Monaten zu verzeichnen,
wobei vorhandene Gefasse frei im Transplantat lagen und nicht in
BindegewebsstraRen verliefen. Erst nach einem Jahr zeigte sich ein Einwachsen von
BindegewebsstralRen, die zum Teil stark gefal3haltig waren. Dies war auch in einem
Anstieg die GefalRdichte von Gruppe 1 zu Gruppe 2 erkennbar (Median 3,42/mmz2; MW
6,09/mm?). Die Gefalidichte hatte nun ungefahr den Status der nativen Flexorsehnen
erreicht (Median 3,06/mm2;, MW 7,44/mm?2), lag aber weiterhin stark unter dem
gefaRgehalt der nativen Kreuzbander (Median 10,07/mm2; MW 11,86/mm?2). Hier waren
deutlich gefalRhaltige Bindegewebsstral3en. In Gruppe 3 stieg die Anzahl der
Gefallanschnitte weiter geringfligig an (Median 3,57/mmz2?; MW 8,15/mm?).

Wahrend die GefalRdichte der nativen Hamstringsehnen geringflgig Uberschritten
wurde, wurde die GefalRdichte der nativen VKB’s (Median 10,07/mmz2; MW 11,89/mm?2)

in unserem untersuchten Zeitraum nicht erreicht.

Gefasse/mm?2 Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3 | Native Hamstring - | Natives Kreuz-
(6-12M.) | (13-24M.) | (>24M.) | Sehnen (n=17) band (n=8)

Mittelwert (MW) 17,97 6,09 8,15 7,44 11,86

Spannweite 181,82 41,87 22,59 67,74 31,49

Median 0,00 3,42 3,57 3,06 10,07

Standardabweichung 47,26 10,25 8,46 15,89 9,27

(SD)

Tab. 5: Ergebnisse der Gefassdichte aller Gruppen
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Abb. 13: Ergebnisse (Median) der Gefal3dichte aller Gruppen. Keine signifikante Unterschiede

zwischen Gruppen 1-3 und den Kontrollgruppen.
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4  Diskussion

4.1  Zusammenfassung der Hauptbefunde dieser Studie

Die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit dem Ligamentisierungsprozesses von
humanen freien autologen Hamstringsehnen bis zu 117 Monate nach Kreuzbandersatz.
Im Rahmen unserer Untersuchungen wurde ein typischer Umbauprozess mit
stattfindender  Repopulation und Revaskularisierung nachgewiesen. Unsere
Untersuchungen zeigten ein wie in der Literatur beschriebenes Remodeling der
Hamstringsehnentransplantate [11, 14-17, 86, 88, 89, 94, 95, 98-101, 114, 117-124,
132, 133], das jedoch auch bis zu zwei Jahre nach VKB-Ersatz noch nicht
abgeschlossen war. Die Transplantate hatten nicht das morphologische

Erscheinungsbild des nativen Kreuzbandes.

Dabei zeigte sich in allen Gruppen verglichen mit den nativen Hamstringsehnen ein
signifikanter Anstieg der Gesamtzellzahl (p=0,036/mm2; p=0,005/mmz2; p=0,043/mm?).
Der grof3te Anstieg wurde im Zeitraum von 12 bis 24 Monaten gefunden (850,85/mm?2).
Im weiteren Verlauf fiel die Anzahl der Gesamtzellen langsam wieder ab. Dabei wurde
jedoch die Zellzahl der nativen Kreuzband-Kontrollen nicht erreicht. Die Zellkerne
erschienen zwar weitestgehend schmal und langlich, aber kleiner bzw. kirzer als die

Zellkerne in den nativen Kreuzbandstrukturen.

Ein ahnlicher Verlauf ist auch bei der Auswertung der Myofibroblasten zu sehen. Hier
zeigte sich ein deutlicher Anstieg der Myofibroblasten in den ersten zwei Jahren nach
Kreuzbandersatz (199,58/mm?), der im Vergleich zu den nativen Hamstringsehnen
signifikant war (p=0,014). Im weiteren Verlauf sank die Myofibroblastenzahl wieder ab
(97,73/mm?2) ohne den Status der nativen Kreuzband-Kontrollen in den folgenden 7,5

Jahren zu erreichen (1,85/mm2; 1,35/mm?).

Innerhalb eines Jahres stieg die Gefal3dichte im Vergleich zu den nativen Flexorsehnen
an (3,42/mm?2), der Unterschied jedoch war nicht signifikant. Im weiteren Verlauf stieg
die Anzahl der GefalRanschnitte weiterhin wenn auch nur sehr geringfligig an

(3,57/mm?2). Wahrend die Gefalidichte der nativen Hamstringsehnen bereits
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Uberschritten wurde, wurde die Gefal3dichte des nativen VKB (10,07/mm?2) zu keinem

Zeitpunkt erreicht.

In der deskriptiven Auswertung der Kollagenstruktur zeigte sich bei beiden nativen
Kontrollgruppen eine deutlich geordnete, parallel ausgerichtete Struktur der Fasern,
wohingegen in Gruppe 1 (6-12 Monate) vom 6. bis 9. postoperativen Monat eine
deutlich ungeordnetere Kollagenausrichtung zu erkennen war. Erst ab dem 10.
postoperativen Monat zeigte das Kollagen zunehmend eine grobe Ordnung. Im Verlauf
bis zu zwei Jahren zeigte sich noch eine deutlich erhohte Inhomogenitat der
Kollagenstruktur mit einem Nebeneinander von teils geordneter, aber auch
ungeordneten Faserverlaufen. Es lag zunehmend eine longitudinale Ausrichtung vor,
die dann im weiteren Verlauf von zwei Jahren aufwarts Gberwiegend zu sehen war.
Dennoch wichen die Proben von den nativen Kreuzband-Praparaten ab. Eine
Kollagenseptenbildung war zwar zu erkennen, jedoch nicht so deutlich wie bei den
nativen VKB's. Ebenso stellten sich die Zellkerne, die nach zwei Jahren zwar
weitestgehend schmal und langlich waren, kleiner bzw. kiirzer dar als die Zellkerne der
nativen Strukturen. Zudem lagen starke Unterschiede zwischen den einzelnen Proben
vor, so dass der Gefal3gehalt vor allem bis zu drei Jahren nach der VKB Rekonstruktion
teils deutlich héher als bei den nativen Strukturen lag. Erst ab drei Jahre aufwarts wurde
der GefalRgehalt deutlich niedriger. Ein vollstandig nativer Zustand wurde demnach

nicht erreicht.

4.2  Vergleich zur Studienlage der aktuellen Literat  ur

Remodeling:
Der Remodelingprozess autologer Kreuzbandtransplantate wurde bereits an

zahlreichen tierexperimentellen und einigen klinischen Studien untersucht. Derzeit
existieren Uber die Dauer des Remodelingprozesses unterschiedliche Angaben.
Besonders die unterschiedlichen Untersuchungsmethoden aktueller Studien stellen ein
Problem dar und erschweren eine Vergleichbarkeit. Es gibt relativ wenig Informationen
Uber den Langzeitverlauf des von Amiel et al. [11] beschriebenen Prozesses der

.Ligamentisierung“ im menschlichen VKB nach erfolgreicher Rekonstruktion [14, 99].
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Unsere Untersuchungen zeigten ein wie in der Literatur beschriebenes Remodeling der
Hamstringsehnentransplantate [11, 14-17, 86, 88, 89, 94, 95, 98-101, 114, 117-124,
132, 133], das jedoch auch bis zu zwei Jahre nach VKB-Ersatz noch nicht
abgeschlossen zu sein schien.

Im Gegensatz hierzu konnte in den meisten Tierstudien ein Abschluss des
Remodelingprozess nach einem Jahr beobachtet werden [11, 14]. Auch Goradia et al.
kamen zu ahnlichen Ergebnissen. Sie untersuchten an elf Schafen das biologische
Verhalten von autologen Semitendinosussehnentransplantaten nach  VKB-
Rekonstruktion [15]. In ihrer Studie konnte ein Remodeling-Prozess mit einer
zunehmenden Angleichung an das native VKB bereits im Verlauf von 24 Wochen
nachgewiesen werden, wobei die Autoren erst nach einem Jahr eine dem VKB
vergleichbare Zellzahl und eine weitgehend einheitliche Kollagentertiarstruktur (Crimp)
fanden. Demnach folgerten sie, dass die in der Literatur wiederholt geforderte
Aufnahme von sportlichen Aktivitdten schon nach zwei bis vier Monaten, das
Transplantat fir Verletzungen anfallig machen kdnnte.

Im Gegensatz dazu konnten Amiel et al. in ihrem Kaninchenmodell schon nach vier
Wochen eine gleichmélige Zellverteilung sowie eine dem VKB entsprechende
Kernmorphologie zeigen [11]. Nach 30 Wochen wiesen sie bereits eine dem nativen
Kreuzband vergleichbare Zellzahl nach [11].

Zu ahnlichen Ergebnissen kam auch Scranton et al. mit ihrer Untersuchung des VKB
Remodelings am Schafsmodell. Bereits nach sechs Monaten fanden sie hinsichtlich der
Vaskularitat, Zellularitdt und Kollagenfaserausrichtung Strukturen vor, die dem nativen
vorderen Kreuzband entsprachen [14].

Ein Grund fur das offenbar schnellere Remodeling in den meisten Tierstudien kénnte an
der Spezies als solches sowie an der geringeren Transplantatgro3e liegen. Zudem ist
bekannt, dass Tiere, besser kleinere Tiere einen anderen bzw. schnelleren
Metabolismus aufweisen als der Mensch oder gar grol3ere Tiere. So kdnnte im
Gegensatz zu groRBeren Tieren (Schafen) die raschere Regeneration beim
beobachteten Kaninchenmodell von Amiel et al. durch ihren erhdhten Stoffwechsel
erklart werden. Tiere besitzen aul’erdem eine andere Gelenkmechanik, sie sind
Vierbeiner und sind auch durch die Kéafighaltung geringeren Belastungen ausgesetzt als
es beispielsweise beim Menschen der Fall ist, wodurch die Vergleichbarkeit zum

Menschen ebenfalls minimiert wird. Die teils unterschiedlichen Ergebnisse der Studien
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innerhalb des Schafsmodells lassen sich ebenfalls durch differente Transplantatwahl,
durch unterschiedliche Verankerungstechniken oder durch differente
Untersuchungsmethoden, gerade im Hinblick auf die Immunhistologie, erklaren.

Eine weitere mdgliche Erklarung fur das verstéarkt auftretende Remodeling bei Studien
am Schafsmodell konnte an der unzureichenden bzw. fehlenden korperlichen Schonung
nach Transplantatersatz liegen. Ebenso ein fehlendes dosiertes
Rehabilitationsprogramm, welches sich beim Menschen direkt postoperativ anschlief3t,
konnte eine EinflussgroRe darstellen. Nicht nur das unterschiedliche postoperative
Management stellt eine direkte Vergleichbarkeit in Frage, sondern auch die Tatsache,
der grundsatzlichen differenten anatomischen Gegebenheiten zwischen Mensch und
Tier. Es bleibt ebenso fraglich, ob eine standardisierte OP-Weise/ OP-Technik mit
gleicher Herangehensweise, so wie es beim Menschen der Fall ist, eins-zu-eins auf ein
Tiermodell zu Gbertragen ist und damit vergleichbar ist.

Die meisten humanen Biopsiestudien lieferten Hinweise fir eine langere Dauer des
Remodelings [17, 18]. Die Problematik bei der Betrachtung humaner Studien liegt an
der Verwendung unterschiedlicher Transplantattypen (Tendon vs. Tendon-Bone), an
unterschiedlichen  Verankerungstechniken sowie an den unterschiedlichen
Studiendesigns, wobei all diese Faktoren die Dauer und Geschwindigkeit des
Remodelings und damit verbunden die Langzeitergebnisse der VKB-Plastiken

beeinflussen konnen.

In einer klinischen Studie untersuchte Rougraff et al. (1993) 23 Patellarsehnenbioptate
nach VKB-Ersatz in einem Zeitraum von 3 Wochen bis 6,5 Jahren [17]. Er beschrieb
darin 4 Stadien der Ligamentisierung, wobei hier im Gegensatz zu den meisten in-vivo
Tierstudien, eine ablaufende Nekrose im frihen Bandremodeling nicht gezeigt werden
konnte [17]. Im Gegensatz zu den von den meisten Autoren postulierten
Remodelingabschluss nach einem Jahr fanden Rougraff et al. erst nach 3 Jahren ein
vollstandig remodeliertes Kreuzbandtransplantat vor.

Auch Abe et al. (1993) fanden Anzeichen fir ein verlangert ablaufendes Remodeling
beim Menschen [18]. Er untersuchte mittels Licht- und Elektronenmikroskops 21
Biopsien humaner Patellarsehnen im Zeitraum von 6 Wochen bis 15 Monaten nach
vorderem Kreuzbandersatz. Dabei stammten 2 Biopsien von Patienten 6 und 8 Wochen

postoperativ, wahrend die restlichen 19 Proben auf 2 Gruppen verteilt wurden: 5-8
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Monate (n=7) und 9-15 Monate (n=12) nach VKB Rekonstruktion. Nach einem Jahr
fanden sie ein straff gespanntes und funktionsfahiges dickes Band vor, welches aber
eine geringere Vaskularisierung und eine geringere synoviale Hulle als das native VKB
zeigte. Die Kollagenstruktur war zunehmend longitudinal ausgerichtet und zeigte
ahnlich zum nativen VKB ein hochfrequenten Crimp. Spindelférmige Fibroblasten waren
zwischen den Fasern angeordnet. Der Zellgehalt in der 9-15 Monatsgruppe (MW 40,7
SD 13,5) sank zwar im Vergleich zur 5-8 Monatsgruppe (MW 51,4 SD 21,2) wieder ab,
bleib aber verglichen mit der Kontrollgruppe tber dem Zellgehalt des nativen VKB’s.
Diese Ergebnisse beider Studien decken sich mit denen dieser Studie, die darauf
schlief3en lassen, dass der Remodelingprozess nach 1 Jahr nicht abgeschlossen ist.
Sanchez et al. (2010) kamen ebenfalls zu einem &hnlichen Resultat [134]. Er
analysierte das Remodelingverhalten von autologen Hamstringsehnen nach Applikation
von wachstumsfaktorenreichem Plasma (PRGF) in einem Zeitraum von 6 bis 24
Monaten nach vorderem Kreuzbandersatz. Genau wie in unserer Studie fand er trotz
zum Einsatz kommender Wachstumsfaktoren (PRGF) auch nach einem Jahr keinen
Abschluss des Remodelings, da auch noch nach 14 bis 18 Monaten post operationem
im Vergleich zum nativen VKB Unterschiede in der Kollagenstruktur und Zellform
sichtbar waren [134].

Lane et al. (1993) fanden im Gegensatz zu Abe et al., Rougraff et al. und Sanchez et al.
ein vollstandig remodelliertes Transplantat bereits nach 1 Jahr. Sie untersuchten aber
lediglich das Remodeling eines autologen Transplantats Uber einen Zeitraum von 4
Jahren, so dass diese Studie als Case Report zu werten ist und eine generelle
Ubertragbarkeit auf humane Kreuzbandtransplantate nicht erlaubt [99].

Zu ahnlichen Ergebnissen kamen (1998) auch Falconiero et al.. Sie untersuchten
Biopsien von 38 humanen Patellarsehnen- und 8 humanen Hamstringsehnen-
transplantaten in einem Zeitraum von 3-120 Monaten und stellten im Gegensatz zu
Rougraff et al., Abe et al. und Sanchez et al. einen Abschluss der Ligamentisierung
nach ein Jahr fest [98]. Jedoch bleibt hier festzuhalten, dass die Untersuchungen im
Unterschied zu unseren semiquantitativ ermittelten Ergebnissen, rein deskriptiv waren.
Zum Zeitpunkt von einem Jahr waren unsere Transplantate noch nicht vollstandig
rezellularisiert. Auch die Myofibroblasten waren noch ungleichmaRig Uber das
Transplantat verteilt und das Kollagengewebe zeigte sich noch sehr inhomogen. Im

Rahmen unserer Untersuchungen zeigte sich besonders anhand der steigenden Anzahl
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an Myofibroblasten eine fortlaufende Remodeling-Dynamik und Reorganisation der
Kollagenstruktur, die weit tber 2 Jahre hinausging. Aul3erdem wertete er Patellar- und
Hamstringsehnen aus, ohne die Ergebnisse zwischen beiden Transplantattypen zu
differenzieren, wodurch sich vorhandene Unterschiede zwischen seiner und der

vorliegenden Studie zusatzlich erklaren lassen.

Myofibroblasten:

Im Literaturteil dieser Arbeit wurde die gesonderte Bedeutung der Myofibroblasten als
Indikator des Remodelingprozesses dargestellt.

Eine Untersuchung der Myofibroblastenexpression im Rahmen des Bandremodeling
wurde bisher an humanen Biopsien von Kreuzbandtransplantaten in der Literatur nicht
beschrieben. In der vorliegenden Studie konnte in den ersten 2 Jahren ein signifikanter
Anstieg der Myofibroblastenexpression nachgewiesen werden. Dabei wurde jedoch der
Status des nativen vorderen Kreuzbandes im Verlauf nicht erreicht.

Im Jahr 2002 beschrieben Weiler et al. erstmals Myofibroblasten wéhrend des
Transplantatremodelings nach VKB-Ersatz im Schafsmodell. Sie fanden den kirzesten
Crimp im eingeheilten Transplantatgewebe mit der gré3ten Myofibroblastendichte [112].
Ahnlich zu unseren Ergebnissen fanden Unterhauser et al. in ihrer Studie am
Schafsmodell eine konstant ansteigende Anzahl von MFB zwischen den Standzeiten
nach 24 bis 104 Wochen [16]. Nach 104 Wochen schlie3lich konnten signifikant mehr
Myofibroblasten im Vergleich zum nativen VKB gezahlt werden. Sie vermuteten, dass
der VKB-Ersatz auch nach 2 Jahren postoperativ noch nicht den funktionellen Status
des intakten vorderen Kreuzbandes erreicht hat [16].

In einer Nachfolgerstudie am Schafsmodell mit einem &hnlichen Versuchsaufbau,
beobachteten Dustmann et al. hingegen 12 Wochen nach VKB Ersatz einen
signifikanten Unterschied der Myofibroblastenzahl zwischen Autografts und Allografts,
wobei die Anzahl in den autologen Transplantaten (170,6 /mm?2) die der allogenen
Transplantate (93,9 /mm?2) Ubertraf [101]. Im weiteren Verlauf fiel auf, dass bei den
autologen Transplantaten und im Gegensatz zu den Beobachtungen von Unterhauser
et al. bereits nach 12 Wochen das Maximum der MFB-Expression erreicht war, die
dann bis zur 52. Woche stetig abfiel [101]. In unserer Studie zeigte sich hingegen
innerhalb der ersten 2 Jahre nach Kreuzbandersatz ein signifikanter Anstieg der

Myofibroblasten (199,58/mm?2), was die Annahme eines verlangert ablaufenden
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Remodelingprozesses beim Menschen bestatigt. Die Unterschiede zu unseren
Ergebnissen sind sicherlich durch die unterschiedlichen Versuchsmodelle (klinische

Studie vs. Tiermodell) zu erklaren.

Revaskularisierung

Hinsichtlich der Gefal3dichte konnten in unserer Studie keine signifikanten Unterschiede
im Vergleich der Gruppen Uber die Zeit (Kruskal-Wallis-Test) gezeigt werden. Es gab
zwar einen stetigen Anstieg der Gefassdichte, jedoch zu keinem Zeitpunkt wurde die
dem VKB entsprechende Gefassdichte erreicht.

Shino et al. und Jackson et al. fanden beispielswiese in ihren tierexperimentellen
Studien nur eine begrenzte bzw. gar keine Revaskularisierung bei Kreuzbandplastiken
vor [116, 128]. Es bleibt festzuhalten, dass in den bisherigen Studien, die die
Revaskularisierung des VKB-Transplantates untersuchten, mit Methoden gearbeitet
wurden, die fir eine Darstellung der Revaskularisierung auf kapillarer Ebene nicht
geeignet waren. Erst mit der Anwendung der immunhistochemischen Faktor-VIII-
Farbemethode konnte Unterhauser et al. kleinste Kapillaren im Endstromgebiet klar
identifizieren [16] und somit eine korrekte Quantifizierung sicherstellen. Sie fanden in
threr Studie am Schafsmodell bereits 6 Wochen nach VKB-Ersatz eine maximale
Gefalldichte im subsynovialen Bereich vor, welche nach ca. 12 Wochen post
operationem auch in tieferen Bandschichten und zentral zu sehen war. Im weiteren
Verlauf nahm die Gefal3anzahl wieder ab, so dass der Gefal3status nach ca. 24
Monaten dem des nativen VKB glich [16]. Im Gegensatz zu unserer Studie konnte
Unterhauser et al. einen Abschluss der Ligamentisierung hinsichtlich der
Gesamtzellzahl und einer Angleichung des Gefal3status an das native VKB nach 24
Wochen zeigen [16]. Einen ahnlichen Verlauf wie in der Studie von Unterhauser et al.
konnten auch Schmidt et al. in einer nachfolgenden Studie am Schafsmodell
verzeichnen, jedoch ohne den Gefal3status des nativen VKB nach 52 Wochen erreicht
zu haben [100]. Dabei zeigte sich innerhalb der untersuchten 52 Wochen eine typische
von peripher nach zentral verlaufende Revaskularisierung, die mit zunehmend
homogener Anordnung des Gewebes einherging. In unserer Studie zeigte sich
hingegen in den ersten 12 Monaten ein stetiger Anstieg der GefalRdichte, der jedoch nur
im Vergleich zu den nativen Flexorsehnen zu sehen war. Obwohl im weiteren Verlauf

die Anzahl der GefalRanschnitte weiterhin geringflgig anstieg, konnte ebenfalls nicht der

51



Status des nativen VKB erreicht werden. Die Anzahl der Gefal3anschnitte lag deutlich
unter dem des nativen VKBs. Die Unterschiede zu unseren Ergebnissen sind auch hier
durch die unterschiedlichen Versuchsmodelle (klinische Studie vs. Tiermodell) zu
erklaren. Die deutlich  geringere  Revaskularisierung  unserer  humanen
Kreuzbandtransplantate unterstreicht das geringere Ausmald des Bandumbaus, welcher
beim Tiermodell beobachtet wird. Hier muss jedoch Erwahnung finden, dass die
frihestens humanen Biopsien 6 Monate nach Rekonstruktion entnommen wurden, so
dass unklar ist, ob zu friheren Zeitpunkten ein entsprechend protrahiertere
Revaskularisierung des Transplantates hatte beobachtet werden kénnen. Festzustellen
ist, dass 6 Monate nach VKB Ersatz die Gefal3dichte unterhalb des intakten VKB liegt
und es in zuklUnftigen Studien zu klaren gilt, ob es insgesamt zu einer auch langfristig
nur eingeschrankten Revaskularisierung kommt, oder aber zu friihen Zeitpunkten direkt
nach VKB Ersatz doch analoge Veranderungen, wie sie am Tiermodell beobachtet
werden konnen, ablaufen.

Falconiero et al. kam mit seiner Biopsiestudie zu &hnlichen Ergebnisse wie Schmidt et
al. und Unterhauser et al.. Demnach war nach ca. 12 Monaten die Gefal3anzahl des
Autograft mit der des VKB nahezu angeglichen [98]. Jedoch basieren Falconiero’s
Gefallanalysen auf einer rein deskriptiv-qualitativen Auswertung mittels konventioneller
Farbemethoden (HE) und Lichtmikroskopie. In unserer Studie sowie auch in den
Studien von Schmidt et al. und Unterhauser et al. kam jedoch der
immunhistochemischen Faktor VIII zur Anwendung, der schon kleinste Kapillaren
darstellt und dadurch eine viel genauere Quantifizierung ermaoglicht.

Im Gegensatz zu den hier erwdhnten Studien konnten in einigen humanen
Biopsiestudien ein deutlich verlangerter Remodelingprozess nachgewiesen werden [17,
125]. Wahrend Johnson et al. in humanen Biopsien eine im Vergleich zum Tiermodell
weniger intensiv ablaufende Revaskularisierung beschrieb [125], fanden Rougraff et al.
in humanen Biopsien an Patellarsehnen eine Angleichung der Gefal3dichte erst nach 30
Monaten nach VKB-Ersatz [17]. Diese Resultate basieren jedoch auf einer rein
deskriptiven Auswertung und sind damit stark untersucherabhangig (nicht sehr objektiv)
und schwer mit unseren Ergebnissen vergleichbar.

Es wird deutlich, dass der Remodelingprozess bei Tier und Mensch einen ahnlichen
qualitativen Verlauf zu nehmen scheint, jedoch beim Menschen in einem deutlich

verzogerten zeitlichen Rahmen ablauft.
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4.3  Limitierungen dieser Studie

Die verschiedenen Daten verdeutlichen, dass eine Vergleichbarkeit der Studien
aufgrund der methodischen Unterschiede nur begrenzt méglich ist. Alle diese Studien
unterliegen verschiedenen Limitierungen. Auch in dieser Studie muissen einige

Limitierungen genannt werden.

Eine reprasentative Gewebeprobe aus dem intakten Kreuzbandersatz zu entnehmen,
ohne dabei das Transplantat zu schwachen oder gar zu schadigen stellt grundséatzlich
ein nicht zu vernachlassigendes Problem dar. Dies mag auch unterschiedlichen
Ergebnisse der humanen Studien erklaren. Deshalb kénnte falschlicherweise nur
oberflachliches synoviales Material entnommenen worden sein und damit zu falschen
Schlussfolgerungen gefuhrt haben.

Fur den Zeitraum vor 6 Monaten nach vorderen Kreuzbandersatz hatten wir keine
Biopsien, so dass die Umbauprozesse des frihen Remodelings nicht analysiert werden
konnten. Eine weitere Einflussgréf3e ist die fir die Enthahme der Proben abhangige
Arthroskopie (Sekond Look Arthroskopie), wobei wir annahmen, das die Ursache fiur die
Zweit-Arthroskopie den Einheilungsprozess des Transplantates nicht beeinflussen
wirde. Zum Zeitpunkt der Probenentnahme waren die Transplantate makroskopisch
intakt und klinisch stabil. Ebenso stellte sich die Einteilung der Patienten in 3 gleich
groBe reprasentative Gruppen schwierig dar, zumal es keinen festgelegten
postoperativen Entnahmezeitpunkt gab und die Zeitabstande zwischen den einzelnen
Patienten innerhalb einer Gruppe stark schwankten. Zuséatzlich missen natirlich
individuelle Unterschiede zwischen den Patienten bertcksichtigt werden. Dadurch
beeinflusst, zeigen unsere Daten eine recht groRe Standardabweichung. Eine weitere
Limitierung ist eine nicht realisierbare Darstellung des Remodelingprozesses der
einzelnen Patienten im Verlauf.

Dies alles limitiert die Reproduzierbarkeit und die statistische Auswertbarkeit der
Ergebnisse. Aul3erdem gilt festzuhalten, dass die teils sehr kleinen aus der Peripherie
der sogenannten Ubergangszone des Transplantats stammenden Proben eine
histologische Auswertung begrenzen. Auch die Auswertung des Kollagen-Crimps war
aufgrund der kleinen Bioptate und der nicht eindeutigen Zuordnung eines Langs- oder

Queranschnittes, nicht moéglich. Ferner waren vor allem die immunhistochemischen
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Farbungen trotz strenger Einhaltung der Farbeprotokolle storanfallig. Gelegentlich blieb
aus ungeklarter Ursache eine Farbreaktion aus oder es kam zu Uberschiel3enden
Hintergrundfarbungen, so dass eine genaue Differenzierung der einzelnen Zellen
erschwert war und einige Schnitte verworfen und durch neue ersetzt werden mussten.
Diese Versager sind aber bei immunhistochemischen Farbungen durchaus bekannt und
fuhrten zu keinerlei Einschrankung bei der Datenauswertung.

Die Verwendung knochenblockfreier Autografts ist eine weitere nicht zu
vernachlassigende Einflussgréf3e, da der Remodelingprozess nicht Uber eine schnelle,
direkte Knochen-Knocheneinheilung, sondern Uber eine Sehnen-Knochen-Einheilung
ablauft. Das Einwachsen einer Sehne in den umgebenden Knochen bendtigt einen
langeren Zeitraum als das Einwachsen eines Knochenblocks in einem osséaren Tunnel.
Hierdurch kénnen auch die Umbauprozesse des intraartikularen Transplantatanteils
beeinflusst werden, welches die Vergleichbarkeit zu Studien, die die Umbauprozesse
an knochenblocktragenden Transplantaten, wie der Patellarsehne, untersucht haben,
einschrankt. Dies kdnnte auch ein Grund fur unseren verlangerten Remodelingprozess
darstellen.

Grundsatzlich ist bei der Datenauswertung von histologischen Préaparaten immer nur ein
Néaherungswert moglich. In der vorliegenden Arbeit wurde dem mit einer relativ grol3en
Patientenzahl (zw. 8 bis 17 pro Gruppe) und einer gro3en Zahl ausgewerteter
Gesichtsfelder (zw. 8 bis 10 pro Praparat) entgegengewirkt. Trotzdem fallen bei der
Betrachtung der Daten teils grol3e Standardabweichungen auf, die durch die
individuellen Unterschiede eines einzelnen Patienten und durch die inhomogene
Gewebestruktur im Rahmen des Remodelings zu erklaren sind. Zusatzlich wird das
klinische Outcome, hinsichtlich des Beugekraftdefizits und Bewegungsfreiheit, aber
auch der Ablauf des Remodelings wesentlich durch das postoperative
Rehabilitationsregime beeinflusst. Wir begannen bei jedem Patienten bereits am ersten
postoperativen Tag mit unserem standardisierten Rehabilitationsprogramm. Selbst auf
eine Bandage verzichteten wir.

Da die genannten Einflussgrof3en fir alle Gruppen/Zeitpunkte und Transplantate in
gleicher Weise galten, war ein Vergleich der einzelnen Gruppen und eine Beurteilung
im zeitlichen Verlauf méglich.

54



4.4  Schlu3folgerung

In dieser Studie konnte fir das Hamstringsehnentransplantat als Ersatz des humanen
vorderen  Kreuzbandes ebenfalls der bisher bekannte stadienbasierte
Remodelingprozess bestatigt werden. Es zeigte sich ein typischer Ablauf mit zunachst
stattfindender Repopulation und Revaskularisierung der Transplantate, der jedoch auch
2 Jahre postoperativ noch nicht abgeschlossen zu sein schien. Besonders die von 1 bis
2 Jahren steigende Anzahl an Myofibroblasten deutet auf fortlaufende Umbauprozesse
und Reorganisation der Kollagenstruktur hin. Dabei scheinen die aus
tierexperimentellen Studien gewonnen Daten, die meist schon nach 24-52 Wochen
einen Abschluss des Remodelings zeigen, von den Vorgangen beim Menschen deutlich
abzuweichen. Demnach lassen sich die Resultate aus diversen Tierstudien nicht eins
zu eins auf den Menschen Ubertragen. Aber gerade die genaue Kenntnis tUber Dauer
und Ablauf des Remodelings humaner Kreuzbandtransplantate spielt fur die Intensitat
des postoperativen Rehabilitationsprogramm und fur den Zeitpunkt der Freigabe von
kreuzbandbelastenden Aktivitdten eine entscheidende Rolle. So raten wir in Anbetracht
der Ergebnisse dieser Studie zu Vorsicht bei einer frihzeitigen Vollbelastung im
Rahmen von Bewegungsablaufen, die in strecknaher oder tiefer Beugeposition des
Kniegelenkes ablaufen, da es bekannter Weise hierbei zu deutlich erh6hten
Belastungen des vorderen Kreuzbandes kommt. Denn der hier gezeigte langere
Ligamentisierungsprozess bedarf einer vorsichtigen, angepassten Nachbehandlung.
Dazu missen weitere Kklinische Studien zeigen, ob sich bei einem weniger
»-aggressiven® Rehabilitationsprogramm die Dauer des Remodelingprozess verandert
oder sogar verkurzt. Des Weiteren bedarf es weiterer Aufklarung bezuglich des frihen
humanen Remodelings innerhalb der ersten 6 Monate nach vorderen Kreuzbandersatz,
denn gerade die frihe Phase der Bandeinheilung ist entscheidend, um Patienten eine
rasche Mobilisierung und Rehabilitierung zu ermdglichen. Interessant ware auch eine
klinische Studie, die im Gegensatz zu unserer Studie den Remodelingprozess humaner
autologer Hamstringsehnen unter Anwendung einer anatomischen
Verankerungstechnik des VKB-Transplantates untersucht und analysiert, in welchem
Male die Transplantatposition im Kniegelenk einen Einfluss auf die Wiederherstellung

der Morphologie des intakten vorderen Kreuzbandes hat.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung: Welche qualitativen und quantitativen Verdnderungen zeigt das
Remodeling von humanen Hamstringsehnen als vorderer Kreuzbandersatz im
Langzeitverlauf?

Methodik: Biopsate von Hamstringtransplantaten wurden 67 Patienten 5-129 Monate
nach vorderer Kreuzbandrekonstruktion entnommen und histologisch aufgearbeitet.
Mittels Ubersichts- (HE, MG) und immunhistologischer Farbungen wurde eine
Quantifizierung von Zellzahl, Gefal3dichte (Faktor VIII) und Myofibroblastenexpression
(alpha smooth muscle actin) mdglich. Die Auswertung erfolgte in 3 Gruppen (Gruppel=
6-12 Mo, Gruppe 2= 13 bis 24 Mo, Gruppe 3= Uber 24 Mo). Als Kontrollen dienten
Proben von humanen Hamstringsehnen. Die Praparate wurden sowohl deskriptiv als
auch semiquantitativ. mittels eines computergestiitzten Bildanalysesystems
ausgewertet.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen: Verglichen mit den nativen Hamstringsehnen
stieg die Gesamtzellzahl in den Gruppen 1-3 an und bleib im Vergleich zu den
Kontrollgruppen signifikant erhoht (Gruppe 1 = 482,0/mm? (p=0,036); Gruppe 2 =
850,9/mmz2 (p=0,005); und Gruppe 3 = 595,6/mm? (p=0,043). Die Revaskularisierung
zeigte einen ahnlichen Verlauf, jedoch ohne statistisch signifikante Unterschiede. Bei
den Myofibroblasten zeigte sich insgesamt ein deutlicher Anstieg von Gruppe 1 nach 2
(11,45/mmz2, 199,58/mm2), wobei es nur in Gruppe 2 signifikant mehr Myofibroblasten
im Vergleich zur Flexorkontrollgruppe (1,85/mm2, p=0,014) gab.

Die deskriptive Auswertung zeigte in den ersten 12 Monaten eine Uberwiegend
ungeordnete Kollagenstruktur, im weiteren Zeitverlauf kam es jedoch zu einer
zunehmenden Ordnung und Ausrichtung der Kollagenfasern, ohne die typische
Septenbildung der nativen Proben zu zeigen. Die Zellen der ersten 12 Monate waren
uberwiegend ovoide, im weiteren Verlauf dominierten zunehmend spindelférmige Zellen
(bis 24 Monate) mit einer Umwandlung zu Uberwiegend langlichen Zellen nach 24
Monaten. Es zeigte sich ein typischer Remodelingprozess mit zunéchst stattfindender
Repopulation und Revaskularisierung der Transplantate, der jedoch auch bis zu 2 Jahre
postoperativ noch nicht abgeschlossen zu sein schient. Besonders die von 1 bis 2
Jahren ansteigende Zahl an Myofibroblasten deutet auf fortlaufende Umbauprozesse

und Reorganisation der Kollagenstruktur hin. Die genaue Kenntnis Uber Dauer und
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Ablauf des Remodelings humaner Kreuzbandtransplantate spielt fur das postoperative
Rehabilitationsprogramm und fur den Zeitpunkt der erlaubten Vollbelastung eine grol3e
Rolle. Dabei scheinen die aus tierexperimentellen Studien gewonnen Daten, die meist
schon nach 30-52 Wochen einen Abschluss des Remodelings zeigen, von den

Vorgangen beim Menschen deutlich abzuweichen.
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6 Summary

Purpose: Histological analysis of the remodelling process of human hamstring tendon
(HT) grafts after standardized anterior cruciate ligament reconstruction (ACLR) with an
accelerated rehabilitation protocol.

Methods: Sixty-seven patients underwent retrieval of midsubstance biopsies after
clinically successful hamstring autograft ACLR. Samples were allocated to one of three
groups depending on the time point of retrieval: group 1 (6-12 months; n = 15), group 2
(13-24 months; n = 16) and group 3 (24 months; n = 11). Biopsies from native HT (n =
17) and ACL (n = 8) served as controls. Cellular density, vascular density and
myofibroblast density and collagen fibril alignment were analysed by haematoxylin-
eosin, Masson-Goldner-Trichrom and immunohistochemical staining protocols.

Results: Compared with native HT (330.4/mm?), total cell number was increased in
groups 1-3 (Group 1 = 482,0/mm?2 (p = 0,036); group 2 = 850,9/mm?2 (p = 0,005); and
group 3 = 595,6/mmz2 (p = 0,043). There were no significant differences between the
groups for vessel density. Myofibroblast density was higher in group 2 (199.6/mm?2)
compared with native HT (1,9/mm?2, p = 0,014). Collagen orientation was irregular up to
12 months. Thereafter, collagen orientation became more regular, adapting to, but not
fully restoring, the appearance of the intact ACL. For the first 12 months, cells were
predominantly ovoid. Ensuing cell morphology changed to spindle shaped in group 2
and predominantly narrow long cells over 24 months.

Conclusion: Human hamstring grafts showed typical stages of graft remodelling, which
was not complete up to 2 years after ACLR. The remodelling process in humans was

prolonged compared with the results obtained in several animal studies.
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9 Anhang

9.1

Farbetechniken

Hamatoxylin/Eosin-Farbung

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

2. | Absteigende Alkoholreihe (100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.

3. | Spulen in Aqua dest.

4. | Hamatoxylin-Kernfarbung nach Harris>® 7 min.

5. | Spulen in Aqua dest.

6. | Spulen in HCL-Alkohol (0,25%)

7. | Wassern in Leitungswasser 10 min.

8. | Eosinfarbung™®

9. | Entwassern mit aufsteigender Alkoholreihe (2 x 96%, 2 x 100%)

10. | Spulen in Xylol

11. | Eindeckeln mit Vitroclud®

Masson-Goldner Trichromfarbung

1. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spilen 2 X 10 min.
Absteigende Alkoholreihe (100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.
Spulen in Aqua dest.

4. | Weigerts Eisenhamatoxylinfarbung** 2-4 min.

5. | Wassern in Leitungswasser 10 min.

6. | Saurefuchsin-Ponceau-Farbung™® 5 min.

7. | Spulen in Essigsaure 1%

® Hamatoxylin, Papanicolaous Lésung 1a Harris” , Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

*° Eosin Solution Aqueous, Sigma Diagnostics, St. Louis, Missouri, USA

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

“ Weigerts Eisenhamatoxylin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Minster, Deutschland
2 Séaurefuchsin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
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8. | Differenzieren in Phosphormolybdénséure-Orange G* bis das | 15-30 min.
Bindegewebe vollstandig entfarbt ist

9. | Spulen in Essigsaure 1%

10. | Kern-Gegenfarbung mit Methylgriin® 10 min.

11. | Spulen in Essigsaure 1%

12. | Entwassern mit aufsteigender Alkoholreihe (2 x 96%, 2 x 100%)

13. | Spulen in Xylol

14. | Eindeckeln mit Vitroclud®

Immunhistochemische Farbung (ASMA)

1. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spilen 2 X 10 min.

2. | Absteigende Alkoholreihe (100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.
Spulen in Aqua dest.

4. | Spilen mit PBS-Puffer*®, pH 7,2 5 min.

5. | Inkubation der Schnitte mit Normalserum®’ 20 min.

6. | Inkubation der Schnitte mit Primarantikorper®® bei 4° C. Uber Nacht

7. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x5 min.

8. | Inkubation mit biotinyliertem Zweitantikorper® 30 min.

9. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x5 min.

10. | Inkubation mit ABC-Substrat™ 50 min.

11. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x5 min.

12. | Inkubation mit Chromogenpuffer’* 2 x 5 min.

3 Orange g Differenzierungslosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

a4 Certistain® Methylgriin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

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

431175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Munster, Deutschland
! Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA

48 Smooth Muscle Actin, Klon 1A4, DAKO A/S, Glostrup, Denmark

49 Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA

%0 ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA

51 Trizma® Base T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Trizma® Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
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13. | Entwickeln mit Substrat Vector® Red™ (gelést in 100 mM 8-20 min.
- 200 mM Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) unter Sichtkontrolle

14. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2

15. | Kern-Gegenfarbung mit Methylgriin®®

16. | Entwassern mit aufsteigender Alkoholreihe (2 x 96%, 2 x 100%)

17. | Spulen in Xylol

18. | Eindeckeln mit Vitroclud

Immunhistochemische Farbung (Faktor 8)

1. | Paraffinierte Schnitte in Xylol spilen 2 X 10min.

2. | Absteigende Alkoholreihe (100% — 96% — 80% — 70%) je 2 min.

3. | Spulen in Agua dest.

4. | Spilen mit PBS-Puffer*, pH 7,2 5 min. 5 min.

5. | Inkubation der Schnitte mit Normalserum 20 min. 20 min.

6. | Inkubation der Schnitte mit Primarantikérper® bei 4° C. Uber Nacht

7. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 X 5 min.

8. | Inkubation mit biotinyliertem Zweitantikérper>’ 30 min.

9. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x5 min.

10. | Inkubation mit ABC-Substrat®® 50 min. 50 min.

11. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2 2 x5 min.

12. | Inkubation mit Chromogenpuffer>’ 2 x 5 min.

Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt

52 Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit |, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA

%3 Certistain® Methylgrun, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

>4 3L 175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland

> Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA

6 DakoCytaminPolyclonal Rabbit Anti Human von Willebrand Factor, Denmark
Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA, USA

%8 ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA

%9 Trizma® Base T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Trizma® Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt
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13. | Entwickeln mit AP-Substrat Vector® Red®® (gel6st in 100 mM | 8-20 min.
- 200 mM Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) unter Sichtkontrolle

bis zur klaren Anfarbung der Gefalie.

14. | Spulen mit PBS-Puffer, pH 7,2

15. | Kern-Gegenfarbung mit Methylgriin®*

16. | Entwassern mit aufsteigender Alkoholreihe (2 x 96%, 2 x 100%)

17. | Spulen in Xylol

18. | Eindeckeln mit Vitroclud

9.2  Abkurzungsverzeichnis

A Arteria

Abb. - Abbildung

ACL . anterior cruciate ligament
ACLR.. .~ anterior cruciate ligament reconstruction
AM anteromedial

AMB . Anteromediales Bundel
ASMA a- smooth muscle actin
BPTB.____ Bone-Patellar Tendon-Bone
co....... Kohlendioxid

dest. destillatum
ez Extrazellulare Matrix

GAG. Glykoaminoglykane

HE Hamatoxylin-Eosin

HKB_ Hinteres Kreuzband

. Interleukin

Lg. . Ligamentum
Mmoo Musculus

MFB_ Myofibroblast

MG Masson Goldner

%0 Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit |, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
61 Certistain® Methylgriin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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MwW Mittelwert

N Nervus

PCL. posterior cruciate ligament
PDGFBB platelet-derived growth factor-BB
PL posterolateral

PLB. posterolaterales Bundel

RO region of interest

S standard deviation

ST G Semitendinosus- und Gracilissehne
TG - transforming growth factor

TINF ] Tumornekrose Faktor

VEGF o vascular endothelial growth factor
VKB o vOrdeTes Kreuzband

VKBN natives vorderes Kreuzband

9.3  Abbildungsverzeichnis
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Abb. 4: Die proximal entspringenden Fasern des VKB ziehen nach anteromedial, die distal

entspringenden Fasern nach posterolateral. Dadurch entspannt sich das posterolaterale Biindel

Dl FIOXION. AUS [ 6
Abb. 5: Schematische Darstellung der GefalRversorgung des VKB. Aus[16] . . 7
Abb. 6: a) undifferenzierte Fibroblast b) Unter mechanischer Belastung differenziert der
Fibroblast zum Proto-Myofibroblast c) der differenziert Proto-Myofibroblast. Aus [90] 15
Abb. 7: Schematische Darstellung einer VKB Plastik mittels Bone Mulch Schraube im Femur
und WasherLoc Verankerung in der Tibia. 26
Abb. 8: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Farbemethode mit
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zunehmende Zell- und GefaRRdichte. d) Gruppe 3: zunehmend geordnete Kollagenstruktur. 37
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Abb. 10: Ergebnisse (Median) des Zellgehaltes aller Gruppen. Signifikante Unterschiede sind
geKennzeiChnet Mt * 39
Abb. 11: Myofibroblasten: Gruppe 1 (a) zeigt im Vergleich zu Gruppe 2 und 3 (b und c) eine
moderate Anzahl der ASMA-positiven Zellen. Man beachte die deutliche GefaRanfarbung in
GTUPPE 2 UN 3. 41
Abb. 12: Ergebnisse (Median) der Myofibroblastendichte aller Gruppen. Die Anzahl der
Myofibroblasten in Gruppe 2 (13-24 Monate) war im Vergleich zu den nativen Hamstringsehnen
signifikant héher (p= 0,014). Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet mit* 42

Abb. 13: Ergebnisse (Median) der GefaRRdichte aller Gruppen. Keine signifikante Unterschiede
zwischen Gruppen 1-3 und den Kontrollgruppen. 44
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9.5 Lebenslauf

Mein Lebenslauf wird aus datenschutzgriinden in der elektronischen Version meiner
Arbeit nicht verdoffentlicht.
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9.6 Eidesstattliche Versicherung

"Ich, Anja Barenthin versichere an Eides statt durch meine eigenhandige Unterschrift,
dass ich die vorgelegte Dissertation mit dem Thema: "Untersuchung des
Langzeitremodelings humaner autologer freier Sehnentransplantate nach Ersatz des
vorderen Kreuzbandes" selbststandig und ohne nicht offengelegte Hilfe Dritter verfasst
und keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmitte genutzt habe.

Alle Stellen, die wortlich oder dem Sinne nach auf Publikationen oder Vortragen anderer
Autoren beruhen, sind als solche in korrekter Zitierung kenntlich gemacht. Die
Abschnitte zu Methodik und Resultaten entsprechen dem URM und werden von mir

verantwortet.

Die Bedeutung dieser eidesstattlichen Versicherung und die strafrechtlichen Folgen

einer unwahren eidesstattlichen Versicherung sind mir bekannt und bewusst."

Berlin, den

Unterschrift Doktorandin
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