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1 Einleitung

1.1 Motivation

Während der vergangenen Jahre ist die Nachfrage nach allogenen Transplantaten in der Kreuz-

bandchirurgie deutlich angestiegen. In den Industrieländern wird derzeit in ca. einem Fall pro 1000

Einwohner pro Jahr eine Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes (VKB) durchgeführt [95]. Im

angloamerikanischen Raum werden bei ca. 30 % dieser Eingriffe allogene Transplantate verwen-

det [56]. Grund hierfür sind erweiterte Indikationsstellungen, aber auch verbesserte OP-Methoden

[66, 136]. So werden allogene VKB-Transplantate nicht mehr traditionell bei Revisionseingrif-

fen bzw. multiplen Bandverletzungen, sondern zunehmend auch als primärer Ersatz des vorderen

Kreuzbandes bei jungen Patienten und Leistungssportlern eingesetzt [152].

In Deutschland wird nur bei ca. 1 % der Eingriffe auf allogene Transplantate zurückgegriffen.

Große Probleme bezüglich der Verfügbarkeit von Allografts machen es bisher nicht möglich, die-

se Alternative zum autologen Bandersatz häufiger zu nutzen. Bisher existiert kein kommerzieller

Vertrieb von humanem Sehnengewebe, die Bereitschaft zur Organspende ist nur begrenzt vorhan-

den und vor allem erschweren die rechtlichen Auflagen die Nutzung von nicht-sterilisiertem Spen-

dergewebe erheblich. Zusätzlich stellt die potentielle Gefahr der Übertragung von Infektionskrank-

heiten wie Hepatits und HIV durch das Spendergewebe bzw. durch Verunreinigungen während der

Entnahme und den Transportprozessen ein Problem dar [157]. Um ein solches Infektionsrisiko mi-

nimieren oder eliminieren zu können und dadurch eine Verbesserung der Verfügbarkeit erreichen

zu können, kommt der Sterilisation von humanem Spendergewebe eine herausragende Bedeutung

zu. Es existieren eine Vielzahl von Sterilisationsverfahren, die jedoch alle mit Nachteilen für die

biomechanischen oder biologischen Eigenschaften assoziiert sind bzw. keinen kompletten Schutz

gegen bakterielle und virale Erreger bieten [48, 89, 104].

Das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren ist ein etabliertes Verfahren zur Sterilisation von

knöchernen Allografts. Nachteilige Auswirkungen auf die Mechanik und die Biologie konnten

nicht gefunden werden [117, 116]. Seit den 80er Jahren ist das Verfahren auch für die Sterilisation

von Patellar- und Achillessehnen zugelassen, obwohl bisher weder in-vitro, noch in-vivo Analysen
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existieren. Erste Untersuchungen in einer in-vitro Studie in unserem Haus zeigten keinen nach-

teiligen Effekt der Peressigäure auf die mechanischen Eigenschaften von humanen bone-patellar

tendon-bone-Transplantaten (BPTB-Transplantat) [129]. Daraufhin erfolgte der Schritt zur in-vivo

Studie, um Auswirkungen des Verfahrens auf die biologischen Einheilungsprozesse und das Re-

modeling nach VKB-Ersatz umfassend zu erforschen. Anhand der von uns durchgeführten ex-

perimentellen Studie soll diese Fragestellung nun im Tiermodell genauer beleuchtet werden. Sie

soll klären, ob das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren in Zukunft zur Sterilisation von

allogenen VKB-Transplantaten beim Menschen zum Einsatz kommen könnte.

1.2 Anatomie des vorderen Kreuzbandes

1.2.1 Makroskopie

Die beiden Kreuzbänder, vorderes Kreuzband (VKB) und hinteres Kreuzband (HKB), gehören zu

den sogenannten Binnenbändern des Knies und stellen eine intraartikuläre Verbindung zwischen

dem Femur und der Tibia dar. Sie befinden sich innerhalb der Gelenkkapsel, also intrakapsulär,

aber extrasynovial, da sie außerhalb der von Synovia bekleideten Gelenkhöhle liegen. An der an-

terioren und lateralen Seite werden sie aber von Synovia überzogen [130], sie sind also von einer

Synovialmembran umgeben.

Das VKB enstpringt vom dorsalen Drittel der Innenfläche des Condylus ossis femoris lateralis mit

einem halbmondförmigen Insertionsareal. Vor dem HKB zieht es nach distal-anterior-medial durch

die Fossa intercondylaris zu seinem Ansatz auf dem Tibiaplateau. Die meisten Fasern inserieren

anterolateral des Tuberculum intercondylare mediale, einige ziehen jedoch bis unter das Ligamen-

tum transversum genus. Das VKB ist also kein einzelner Strang. Es besteht aus einer Vielzahl von

einzelnen Faserbündeln, die in der Literatur bezüglich Anzahl und Ausrichtung unterschiedlich

beschrieben werden. Die meisten Autoren sprechen jedoch von einem anteriomedialen und ei-

nem posterolateralen Bündel. Die Fasern des anteromedialen Bündels enstpringen am proximalen

Teil des femoralen Ansatzes und inserieren am anteromedialen Anteil des tibialen Ansatzareales.

Dem posterolateralen Bündel gehören dagegen die Fasern an, die tibial posterolateral inserieren

[11, 165].

Die Maße des VKBs werden in der Literatur uneinheitlich angegeben. Insbesondere bezüglich der
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Länge, hier wurden Untersuchungsergebnisse publiziert, die von 31 bis 41 mm reichen [57, 65,

102, 111]. Die Querschnittsfläche beträgt femoral ca. 113 mm2, tibial ca. 136 mm2 und ist an den

beiden Ansatzstellen am größten. Im mittleren Drittel des Bandes ist der Durchmesser geringer.

Girgis et al. fanden heraus, dass dieser im Durchschnitt 11,1 mm beträgt [57].

vorderes Kreuzband

hinteres Kreuzband

Abb. 1.1: Anatomie des humanen Kniegelenkes aus [118].

1.2.2 Mikroskopie

1.2.2.1 Zellen

Da es sich bei Bändern und Sehnen um straffes kollagenes Bindegewebe handelt, sind Fibroblasten

und Fibrozyten die am häufigsten vorkommende Zellart. Sie sind ortsständige Zellen und liegen

perlschnurartig entlang der langen, parallel verlaufenden Kollagenfasern. Man unterscheidet die

sekretorisch inaktive und die aktive Form. Die inaktive Form ist der Fibrozyt, der von spindel-

förmiger Gestalt ist. Die aktiven Fibroblasten sind dagegen rund bis ovoid und dienen der Bil-

dung und Abgabe des Materials für die Interzellularsubstanzen. Außerdem sind sie auch am Ab-

bau der Extrazellulärmatrix beteiligt, was im Rahmen des Remodelings nach Ersatz des VKBs

durch eine Sehne zu beobachten ist. Mit Hilfe von sezernierenden Kollagenasen sind sie in der

Lage, das Sehnengewebe abzubauen, und es durch ein neu gebildetes Kollagengerüst zu ersetzen

[5, 78, 167, 171].
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Desweiteren findet man in Band- und Sehnengewebe freie Bindegewebszellen, die die Aufga-

be der Abwehr gegen Fremdkörper, Bakterien und Toxine erfüllen. Zu ihnen zählen Mastzellen,

Makrophagen, Leukozyten und Plasmazellen. Sie kommen in unterschiedlicher Verteilung im Bin-

degewebe vor [78].

1.2.2.2 Extrazellulärmatrix

Die Extrazellulärmatrix (EZM) oder auch Interzellularsubstanz von Bindegewebe besteht haupt-

sächlich aus Fasern und amorpher Grundsubstanz. Je nach Art des Bindegewebes kommen diese

in unterschiedlicher Verteilung vor, gebildet werden sie von Fibroblasten und Fibrozyten.

Sehnen- und Bandgewebe besteht überwiegend aus nicht-zellulärem Gewebe, der Anteil an amor-

pher Grundsubstanz ist gering. Trotzdem erfüllt sie einige wichtige Aufgaben und bestimmt weit-

gehend die mechanischen Eigenschaften des jeweiligen Gewebes. Aufgebaut ist die EZM aus Pro-

teoglykanen, Glykoproteinen und interstitieller Flüssigkeit. Sie beeinflussen den Stoffaustausch

zwischen Gefäßen und Zellen (Nährstoffe und Abbauprodukte), wirken als Barriere gegen in das

Gewebe eingedrungene Fremdkörper und können Wasser reversibel binden. Durch die Anheftung

an Integrine, Adhäsionsmoleküle auf der Zelloberfläche, sind sie in der Lage, Einfluss auf zellulär

ablaufende Phänomene wie Zellproliferation, -differenzierung und -migration zu nehmen [24, 78].

Die Fasern des Bindegewebes unterteilt man in kollagene, retikuläre und elastische Fasern. Auch

sie kommen in den verschiedenen Arten des Bindegewebes zu unterschiedlichen Anteilen vor und

bestimmen dadurch die mechanischen Eigenschaften. Das Bindegewebe von Bändern und Sehnen

besteht hauptsächlich aus Kollagenfasern, sie machen ca. 75 % des Trockengewichtes aus [171].

Kollagenfasern bestehen aus Kollagenfibrillen, deren Durchmesser durchschnittlich bei 0,3-0,5 µm

liegt. Jede Kollagenfribrille ist aus Mikrofibrillen zusammengesetzt (Durchmesser 20-200 nm), die

die eigentliche Baueinheit der Kollagenfasern darstellen. Die Mikrofibrillen setzen sich wiederum

aus mehreren gestreckten Molekülen zusammen, dem Tropokollagen. Es wird aus 3 umeinander

gewundenen Polypeptid-α-Ketten gebildet und ist ca. 300 nm lang und 1,4 nm dick.

Die Bildung der Kollagenfibrillen, die Fibrillogenese, spielt sich zu einem Teil intrazelluär in den

Fibroblasten, teilweise aber auch extrazellulär ab (s. Abb. 1.2). Zunächst werden an den Poly-

ribosomen des rauhen endoplasmatischen Retikulums (RER) an der kollagenspezifischen mRNA

Pro-α-Ketten (α-Helices) gebildet, die hauptsächlich aus den Aminosäuren Glycin (33,5 %), Prolin
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(12 %) und Hydroxyprolin (10 %) bestehen. An diesen Peptidketten werden dann durch Enzyme

und Kofaktoren, die in den Fibroblasten gebildet wurden, schrittweise Modifikationen vorgenom-

men. Drei α-Helices werden zu einem Faden miteinander verdrillt und bilden so ein Prokollagen-

molekül. Nachdem es im Golgiapparat verpackt wurde, gelangt das Prokollagen über Exozytose

aus der Zelle, wo es zu Tropokollagen umgebaut wird. Dort verbinden sich die unlöslichen Tro-

pokollagenmoleküle durch parallele Aggregation und Vernetzung zu komplexeren Strukturen, den

Mikrofibrillen. Mikrofibrillen lagern sich zu Kollagenfibrillen und anschließend zu Kollagenfasern

zusammen, welche schließlich die Kollagenfaserbündel bilden [24, 78].

Abb. 1.2: Schematische Darstellung der Kollagen-Bildung von der Biosynthese im Endoplasmatischen Re-

ticulum über den Golgi-Apparat bis zur extrazellulären Zusammenlagerung zu Kollagen-Fibrillen

(aus [108]).

Gegenwärtig werden über 20 Kollagentypen unterschieden. Am besten erforscht sind Kollagen-

typ I-IV, wobei Typ I und III im Bezug auf Sehnen und Bänder von besonderem Interesse sind.

Typ-I-Kollagen kommt im menschlichen Körper am häufigsten vor und ist aus zwei identischen

Peptidketten (α1) und einer mit anderer Aminosäuresequenz (α2) aufgebaut. Der Anteil von Kol-
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lagen I am Gesamtkollagengehalt des vorderen Kreuzbandes liegt bei ca. 90 %, bei Sehnen sind es

ca. 95 % [5]. Es ist für Zugfestigkeit und Stabilität verantwortlich und kommt sonst u.a. im Corium

der Haut, in Knochen, Faserknorpel und Faszien vor. Kollagentyp III besteht, wie Typ II und IV,

dagegen aus drei identisch aufgebauten α1-Ketten. Die Aminosäuresequenz der Ketten variiert je-

doch je nach Ort des Vorkommens im Körper. Ca. 10 % des Kollagens des VKBs sind vom Typ III,

bei Sehen sind es etwa 5 % [5]. Im Gegensatz zu Kollagen I ist Kollagen III für die Elastizität und

Strukturerhaltung bei Dehnung von Gewebe verantwortlich. Man findet es deshalb vorrangig als

Organgerüst, in der Haut und um glatte Muskelzellen und Gefäße. Kollagen II kommt in hyalinem

und elastischem Knorpel und im Glaskörper des Auges vor. Dort sorgt es für Widerstandsfähig-

keit gegen Druck. Kollagen IV sorgt für Zellhaftung und dient als Permeabilitätsbarriere in der

Basallamina [24, 78, 171].

Das Kollagen befindet sich allerdings nicht in einem konstanten Zustand, sondern in einem stän-

digen Umbau. Die Geschwindigkeit dieses Vorgangs ist vermutlich bandspezifisch und von Um-

weltbedingungen abhängig [4]. Ein Beispiel hierfür ist die Länge der Kollagenfasern. Sie wird

durch den Spannungszustand beeinflusst. Bei längerer Ruhigstellung verkürzen sich die Fasern,

während sie sich in einem Streckverband verlängern. Ein weiteres Merkmal der Kollagenfasern

ist ihr charakteristischer Verlauf. Dieser ist in Faserrichtung gewellt, was eine gewisse Dehnung

des Gewebes zulässt. Diese Konfiguration wird als Crimp bezeichnet und kann mit Hilfe eines

Polarisationsmikroskops dreidimensional dargestellt werden [39, 78, 171].

Abb. 1.3: Kollagentertiärstruktur (Crimp) in polarisiertem Licht, HE, 10x
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1.2.2.3 Gefäßversorgung und Innervation

Die Gefäßversorgung des VKBs erfolgt primär über die A. media genus, einen Ast der A. poplitea

[130]. Der distale Bereich wird außerdem über die Aa. inferiores laterales und mediales genus

versorgt, die ebenfalls aus der A. poplitea entspringen.

In der Synovialmembran des VKBs bilden die Äste der A. media genus und A. inferior genus

ein periligamentäres Netzwerk, das mit einem endoligamentären Gefäßnetzwerk verbunden ist.

Die meisten Gefäße dieses Netzwerkes verlaufen in den bindegewebigen Septen, die zwischen

den Kollagenfasern liegen, und sind longitudinal angeordnet. Allerdings sind nicht alle Bereiche

des VKBs gleich stark vaskularisiert. Im mittleren Drittel des Bandes befinden sich recht wenige

Gefäße, während der proximale und der distale Bereich gut durchblutet sind. Die direkten Ansatz-

stellen an Tibia und Femur sind allerdings komplett gefäßfrei, da die Blutversorgung des VKBs

ausschließlich über das Gefäßnetzwerk der Synovia erfolgt [12, 110, 142].

Die Innervation des vorderen Kreuzbandes erfolgt hauptsächlich durch den Nervus articularis pos-

terior, der dem N. tibialis entspringt. Er führt Afferenzen aus den 4 verschiedenen Arten von Rezep-

toren, die im VKB nachgewiesen werden konnten. Dabei handelt es sich um Ruffini-Körperchen,

Vater-Pacini-Körperchen, Golgi-Organe und freie Nervenendigungen [62, 67, 132]. Die afferenten

Fasern dieser Mechanorezeptoren verlaufen gemeinsam mit den Gefäßen zunächst innerhalb der

bindegewebigen Septen zwischen den Kollagenfasern. Entlang des peri- und endoligamentären

Gefäßnetzwerkes gelangen sie aus dem Bandgewebe und verlassen dann über die dorsale Um-

schlagsfalte der Synovialis das Gelenk [11, 62]. Das neurale Gewebe umfasst insgesamt allerdings

lediglich 1 % der Fläche des VKBs.

Ruffini-Körperchen nehmen Ausmaß und Geschwindigkeit von Gelenkbewegungen sowie intra-

kapsuläre Druckerhöhungen wahr. Lokalisiert sind sie subsynovial und interfaszikulär (zwischen

einzelnen Kollagenfaszikeln). Vater-Pacini-Körperchen haben die Funktion, Informationen schnell

aufzunehmen und weiterzuleiten. Sie reagieren dabei nur auf Beschleunigung und Verzögerung

von Bewegung. Im Gegensatz zu den Ruffini-Körperchen kommen sie nur subsynovial vor [51,

67]. Golgi-Organe ähneln bezüglich des Aufbaus den Ruffini-Körperchen, ihre Aufgabe besteht

darin, die Spannung im Bandgewebe zu messen. Die Funktion der freien Nervenendigungen ist

die nozizeptive Sensorik sowie die Wahrnehmung chemischer Reize (wie z.B. bei Entzündungen).

Häufig findet man sie perivaskulär und vor allem in der Nähe der Insertionsstellen des VKBs

[51, 77].
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Die verschiedenen Rezeptoren spielen also bei jeder Bewegung des Kniegelenkes und auch in

Ruhe eine erhebliche Rolle.

1.2.3 Funktion

Gemeinsam mit den weiteren Bändern des Kniegelenkes (insbesondere HKB und Kollateralbän-

der) hat das VKB in erster Linie die Funktion, dieses zu stabilisieren und Bewegungen zu führen.

Wie bereits beschrieben, unterscheidet man anatomisch zwei größere Faserbündel, das antero-

mediale und das posterolaterale Bündel. Diese Unterscheidung ist aber auch von funktioneller

Bedeutung. Die anteromedialen Fasern sind insgesamt über einen größeren Bewegungsbereich an-

gespannt als die posterolateralen Fasern und werden deshalb als Führungsbündel bezeichnet [111].

In Extensionsstellung des Knies ist das posterolaterale Bündel angespannt, das anteriomediale ist

dagegen relativ entspannt. Wird das Knie flektiert, verhält es sich genau gegenteilig. Das pos-

terolaterale Bündel rotiert um das antoreomediale und verliert dabei an Spannung, während das

anteromediale angespannt wird (s. Abb. 1.4) [11, 57].

Das VKB besteht aber nicht einfach aus diesen beiden voneinander abgrenzbaren Bündeln, es ist

multifaszikulär aufgebaut. Dies ermöglicht es, während der gesamten anteroposterioren Bewegung

eine Spannung des Bandes aufrechtzuerhalten [165].

B
A

A‘ B‘

A

B

A‘ B‘

Extension Flexion

Abb. 1.4: Schematische Darstellung der Fasern des VKBs bei Extension und Flexion des Kniegelenkes.

Die Insertionsstellen des anteromedialen Bündels sind mit A (femoral) und A’ (tibial), die des

posterolateralen Bündels mit B (femoral) und B’ (tibial), gekennzeichnet. Bei Flexion ist das an-

teromediale Bündel angespannt. Aus [57]
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Außerdem wirkt das VKB bei Rotationsbewegungen im Kniegelenk als Stabilisator. Primär wird

diese Funktion zwar von den beiden Kollateralbändern und den Menisci erfüllt, als sekundärer

Stabilisator spielt das VKB aber ebenfalls eine wichtige Rolle. Dies geschieht durch das Zusam-

menwirken mit dem HKB. Bei Innenrotation wickeln sich die beiden Bänder umeinander und

begrenzen dadurch diese Bewegung [130].

Neben den mechanischen Funktionen besitzt das VKB aber auch propriozepitve und sensible Ei-

genschaften. Über eine Vielzahl von Mechanorezeptoren und neuronale Rückkopplungsmechanis-

men (γ-Motoneurone) steuert es den Tonus der Muskulatur, die das Kniegelenk stabilisiert. Die

Dehnung des VKBs führt so zur Kontraktion von Flexoren und Extensoren des Kniegelenkes, wo-

durch das Gelenk vor übermäßigen Translationsbewegungen geschützt wird [34, 77, 156].

Das VKB erfüllt also viele Funktionen, die für die Stabilität, den koordinierten Bewegungsablauf

und die Wahrnehmnug von Schmerz und Entzündung des Kniegelenkes von großer Bedeutung

sind. Ein Funktionsverlust kann zur Beschleunigung degenerativer Veränderungen, zu einer abnor-

men Kinematik und zu einer höheren Inzidenz von Knietraumen führen [111].

1.3 Kreuzbandverletzungen

1.3.1 Verletzungsmechanismen

Die Verletzung des VKBs ist eine der häufigsten Verletzungen des Knies. Die höchste Inzidenz

besteht bei Sportlern. Bei alpinem Skilauf, American Football, Fußball und anderen Kontaktsport-

arten kommen die verursachenden Belastungen besonders häufig vor. Dabei gibt es verschiedene

Pathomechanismen, die zu einer Verletzung des VKBs führen können. Zu einer isolierten VKB-

Verletzung kann es bei plötzlicher Innenrotation und Hyperextension oder bei direkter dorsaler

Krafteinwirkung auf die Tibia bei fixiertem Fuß kommen. Kombinierte Verletzungen von VKB,

medialem Kollateralband und Kapsel enstehen bei Flexions-, Valgus- und Außenrotationsbelas-

tung des Knies. Das laterale Kollateralband und der posterolaterale Anteil der Kapsel können mit-

betroffen sein, wenn ein Trauma zu Flexions-, Varus- und Innenrotationsbelastung führt. Das hin-

tere Kreuzband kann bei jeder medialen oder lateralen Krafteinwirkung, sowie bei Hyperflexions-

und Hyperextensionsverletzungen beteiligt sein [79, 112].
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1.3.2 Therapie

1.3.2.1 Entwicklung bis zum heutigen Stand

Kreuzbandverletzungen wurden zunächst über eine lange Zeit hinweg konservativ behandelt. Die

Ruhigstellung des Knies, die später durch eine frühstmögliche Mobilisation ergänzt wurde, war

die gängige Therapieform [19, 148]. Die erste chirurgische Therapie wurde 1895 von M. Rob-

son durchgeführt. Er versorgte eine kombinierte VKB/HKB-Ruptur mit einer Primärnaht [124].

In den folgenden Jahren erschienen viele weitere Publikationen, die eine Versorgung durch Naht

des VKBs empfahlen [58, 88, 109]. Bis Mitte der 70er Jahre wurde diese Form der Therapie bei-

behalten. 1976 veröffentlichte J. Feagin jedoch eine Studie, die unzufriedenstellende Langzeiter-

gebnisse der Primärnaht zeigte [47]. Weitere Studien bestätigten seine Ergebnisse, so dass andere

Therapiemöglichkeiten in den Vordergrund traten [43, 145].

Schon seit 1917 wurde alternativ die Rekonstruktion des VKBs mittels autologem Bandersatz er-

probt [68]. Dabei kamen Faszien- oder Muskel-Faszientransplantate des Tractus iliotibialis zum

Einsatz, die proximal oder distal gestielt oder frei entnommen wurden [42]. Ab 1932 wurden ver-

mehrt Patellarsehnen zur VKB-Rekonstruktion verwendet. Brückner nutzte die Patellarsehne 1966

erstmals als freies Transplantat und verankerte es mit Knochenblöcken [23, 27]. Eine weitere Op-

tion wurde die Verwendung der sogenannten Hamstringsehnen, der Sehnen des M. semitendinosus

und des M. gracilis. Macey und Lindemann führten diese Methode 1939 bzw. 1950 ein, wobei sie

unterschiedliche Techniken nutzten. Macey verwendete die distal gestielte Semitendinosussehne,

Lindemann dagegen die Gracilissehne, wobei er das proximale Ende intakt ließ und das Transplan-

tat dann in einem proximalen und distalen Knochentunnel verankerte [88, 91].

Der VKB-Ersatz durch autologe Transplantate zeigte aber auch Nachteile. Neben der Entnahme-

morbidität wurde festgestellt, dass das Verfahren bei komplexen Knieinstabilitäten und Revisions-

eingriffen seine Grenzen erreicht. In den 80er Jahren wurde daher begonnen, vermehrt synthetische

Materialien zu verwenden. Es wurden Kohlefaser [128], Gore-Tex [37], und Dacron [168] einge-

setzt. Durch die hohe Belastung enstanden jedoch Abriebpartikel und es kam zu Fremdkörperreak-

tionen und Synovialitiden [76, 82] und schließlich zu Rerupturen. In einer Studie mit 855 Patienten

versagten nach 15 Jahren zwischen 40 und 78 % der synthetischen Transplantate [50].

Die Verwendung körperfremder (allogener) Transplantate zeigte deutlich bessere Ergebnisse. K.

Shino hatte 1984 erstmals Versuche mit allogenen Sehnen beim Hund [138], kurze Zeit später auch
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bei Menschen durchgeführt [139]. Ein Großteil der untersuchten Patienten erreichte nach Ende der

Heilungsphase wieder volle sportliche Aktivität. Weitere Studien zum allogenen Transplantater-

satz, bei denen meist Patellarsehnen eingesetzt wurden, zeigten allerdings auch einige Nachteile.

Trotz der bisher widersprüchlichen Ergebnisse [13, 60, 81, 101, 138] erhofft man sich, durch wei-

tere Optimierung der Verfahren zunehmend auf allogene Transplantate zurückgreifen zu können.

Natürlich spielte auch die technische Entwicklung in der Medizin eine entscheidende Rolle für die

Kreuzbandchirurgie. 1912 stellte S. Nordentoft die erste Arthroskopie eines menschlichen Kniege-

lenkes vor [80]. Zunächst wurde die Arthroskopie aber nur zu diagnostischen Zwecken durchge-

führt. Von der ersten arthroskopisch assistierten Kreuzbandrekonstruktion berichtete Dandy 1981

[38]. Seitdem hat die weitere Verbesserung dazu geführt, dass sich die Arthroskopie gegenüber der

Arthrotomie bei vielen Indikationen durchgesetzt hat. Aufgrund geringerer Nebenwirkungen und

Komplikationen wird sie heute routinemäßig eingesetzt.

Zur Therapie der VKB-Verletzung gibt es heute also verschiedene Optionen. Die Primärnaht und

der Einsatz synthetischer Materialien konnten sich nicht durchsetzen [92, 97]. Es besteht daher

die Möglichkeit der konservativen Therapie oder des VKB-Ersatzes durch autologe oder allogene

Transplantate (vorwiegend durch Patellar- oder Hamstringsehnen). Zur Fixation der Transplan-

tate stehen dabei verschiedene Techniken zur Verfügung. Die Indikation für eine konservative

oder chirugische Therapie hängt im Einzelfall von einer Vielzahl von Faktoren ab. Entscheidend

sind vor allem der Grad der Knieinstabilität, die Art der Verletzung (komplette oder inkomplette

Ruptur, isolierte oder kombinierte Verletzung), das angestrebte Aktivitätsniveau und das Alter des

Patienten. Junge, sportlich aktive Menschen scheinen von einer chirurgischen Rekonstruktion zu

profitieren [9, 32, 125, 126]. Ebenso verhält es sich bei Patienten mit kombinierten Verletzungen

[26, 28, 161], bei Patienten mit funktioneller Instabilität im täglichen Leben und bei Kindern bzw.

Jugendlichen [53].

1.3.2.2 Transplantate in der VKB-Chirurgie

Grundsätzlich besteht die Möglichkeit, zwischen autologen und allogenen Transplantaten zu wäh-

len. Besonderheiten sowie Vor- und Nachteile von Allografts werden in Abschn. 1.4 erläutert.

Außerdem gibt es unterschiedliche anatomische Strukturen, die eingesetzt werden können. Wie

bereits aus der Geschichte der Kreuzbandchirurgie hervorgeht, stehen zum VKB-Ersatz verschie-

dene Sehnen zur Verfügung. Die meisten Kliniken verwenden standardmäßig Patellar-, oder Ham-
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stringsehnen (Semitendinosus- und Gracilissehne). Seltener werden Quadricepssehnen genutzt,

Achillessehne oder Tractus iliotibialis kommen vor allem in der Revisionschirurgie zum Einsatz.

Die Patellarsehne wird proximal und distal mit Knochenblöcken entnommen (bone-patellar ten-

don-bone) und durch Interferenzschrauben im tibialen und femoralen Knochentunnel fixiert. Da-

durch wird eine schnelle Knochen-Knocheneinheilung sowie eine hohe postoperative Stabilität

ermöglicht [106, 155, 173]. In einigen Studien wurden aber auch verschiedene Nachteile der Pa-

tellarsehne als Transplantat zum VKB-Ersatz aufgezeigt. Bei der Verwendung von Autografts han-

delt es sich dabei um eine hohe Entnahmemorbidität, die Schwächung des Knie-Streckapparates

[43, 127], patellofemorale Schmerzen und Krepitationen [3, 43], Patellafrakturen [105], Verkür-

zung der verbleibenden Patellarsehne [75] und Patellarsehnenrupturen [105]. Zudem ist das kos-

metische Ergebnis aufgrund des Zugangsweges nicht sehr gut. Frakturen eines Knochenblocks

[162] können bei Auto- und Allografts auftreten.

Neben der Patellarsehne sind in den letzten Jahren zunehmend die Hamstringsehnen in den Vor-

dergrund getreten. Da man bei der Entnahme der Gracilis- oder Semitendinosussehne ein deut-

lich längeres Transplantat erhält, besteht die Möglichkeit, sie mehrsträngig einzusetzen. Dadurch

kann ihre Stabilität im Vergleich zu der der Patellarsehne und auch des nativen VKBs deutlich

erhöht werden [63]. Gleichzeitig kann durch eine Doppelung der Sehne die komplexe Kinematik

des nativen VKBs besser wiederhergestellt werden [160, 163]. Durch neue Verankerungsmetho-

den konnten die anfänglichen Probleme der adäquaten Fixierung inzwischen weitgehend beseitigt

werden. Ein weiterer Vorteil ist, dass bei der Verwendung eines Autografts die Schwächung der

Beugemuskulatur durch die Entnahme von Transplantaten aufgrund der kompletten strukturellen

Regeneration der Hamstringsehnen nur von kurzer Dauer ist [36, 107, 122]. Vor allem ist die Ent-

nahmemorbidität deutlich geringer als bei der Patellarsehne [35, 143, 172].

Die Quadricepssehne wird im Vergleich zu Patellar- und Hamstringsehnen etwas seltener zum

VKB-Ersatz eingesetzt. Ihr Vorteil ist die geringere Entnahmemorbidität [30], Nachteile sind die

Schwächung des Streckapparates bei autologen Transplantaten und schlechtere kosmetische Er-

gebnisse.
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1.4 Allografts als VKB-Ersatz

Seit einigen Jahren wird neben autologem auch allogenes Material zur Rekonstruktion des VKBs

eingesetzt. Am häufigsten werden die Patellar- oder die Achillessehne als Transplantat verwendet

[140].

Die größten Vorteile der allogenen Transplantate sind der Entfall der Entnahmemorbidität, dass

sie beliebig dimensioniert werden können und die Kniestabilität des Patienten nicht durch die Ge-

webeentnahme eingeschränkt wird. So profitieren z.B. Patienten mit vorbestehender komplexer

Knieinstabilität enorm von Allografts. Außerdem zeigten verschiedene Studien, dass der Ersatz

des VKBs durch allogene Transplantate weitere Vorteile für den Patienten hat. Dazu zählen die

Möglichkeit des minimalinvasiven Vorgehens mit verbessertem kosmetischen Ergebnis, die Ver-

kürzung der Operationszeit, die Reduktion postoperativer Schmerzen mit erleichterter Rehabili-

tation, die geringere Inzidenz postoperativer Bewegungseinschränkung und die Verfügbarkeit für

Revisionseingriffe und zur Rekonstruktion multipler Bandstrukturen [71, 74, 114, 135, 151].

Die Nachteile liegen insbesondere in der begrenzten Verfügbarkeit und dem Risiko der Infektions-

übertragung. Der Bezug von allogenen Transplantaten zum VKB-Ersatz aus dem Ausland ist zwar

theoretisch möglich, aber extrem teuer und unter Umständen mit erheblichen rechtlichen Risiken

für den operierenden Arzt behaftet. Der Gesetzgeber verlangt vom Vertreiber des Gewebes die

Vorlage einer Gewährleistung, dass das Transplantat keimfrei ist. Dadurch geht die Haftung auf

den Hersteller über. Hersteller in den USA lehnen es deshalb ab, diese Garantie zu geben. Falls

es zu einer Infektion kommen sollte, hätte also der Arzt die Konsequenzen zu tragen. Desweiteren

besteht die Vorgabe, dass nicht-sterilisiertes Gewebe nur personenbezogen transplantiert werden

darf. Der Aufbau einer Gewebebank ist daher nicht möglich. Ferner muss ein nicht-sterilisiertes

Transplantat von demselben Arzt entnommen und später dem Empfänger eingesetzt werden. Auf

breiter Ebene ist dies jedoch nicht umsetzbar. Diese Richtlinien gelten jedoch nicht für sterilisierte

Transplantate, ihr Einsatz stellt sich deutlich unproblematischer dar.

Die Gefahr der Übertragung einer Infektion, z.B. HIV oder Hepatitis C [157], ist aufgrund ei-

nes engmaschigen Screenings eigentlich recht gering, aber von großer Bedeutung. Um das Risiko

weiter zu minimieren, wurden in der Vergangenheit verschiedene Sterilisationsverfahren erprobt.

Wie im folgenden Kapitel beschrieben, konnte jedoch keines die erwünschten Ergebnisse erzielen,

so dass heute vornehmlich nicht-sterilisierte, bei -80°C gefrorene, allogene Transplantate verwen-

det werden. Ein weiterer Nachteil ist, dass eine Immunreaktion des Empfängers auf das allogene
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Material nicht auszuschließen ist. Findet eine solche Reaktion statt, kann die Einheilung des Trans-

plantates nur verzögert ablaufen [71, 137].

Was die biomechanischen Eigenschaften und klinischen Resultate allogener Transplantate betrifft,

gibt es Untersuchungen mit teilweise unterschiedlichen Ergebnissen. In vielen klinischen Studien

wurden keine signifikanten Unterschiede im Langzeitoutcome gefunden [66, 83, 138], der größte

Teil der Tierstudien zeigte dagegen eine erhöhte Rerupturrate, eine Verzögerung des Heilungs-

prozesses und eine biomechanische Unterlegenheit des allogenen Gewebes [29, 74, 81, 101]. Die

meisten dieser Studien betrachteten allerdings Patellarsehnentransplantate (bone-patellar tendon-

bone). Untersuchungen von knochenblock-freien Sehnentransplantaten, die heute vermehrt zum

primären Ersatz genutzt werden, fehlten bisher. In unserer Vorläuferstudie wurden diese mit au-

tologen knochenblock-freien Transplantaten verglichen, wobei eine leichte biomechanische und

biologische Unterlegenheit der Allografts festgestellt wurde.

Die positiven klinischen Ergebnisse beim Einsatz der Allografts in der Chirurgie des vorderen

Kreuzbandes haben in den letzten Jahren dazu geführt, dass der Bedarf erheblich angestiegen ist.

In den USA wurden 2001 4 % aller Kreuzbandtransplantationen mit allogenem Material durchge-

führt [40]. In einer Erhebung aus dem Jahre 2005 wird aktuell von einem Anteil von bis zu 30 % in

der primären Kreuzbandchirurgie ausgegangen [56]. In Deutschland ergab eine aktuelle Umfrage

der größten deutschsprachigen Arbeitsgemeinschaft für Arthroskopie (AGA), dass mehr als 60 %

der Befragten allogene Transplantate bei der Kreuzbandchirurgie einsetzen würden, derzeit aber

weniger als 5 % die Möglichkeit hierzu haben. Hauptursache für das reduzierte Angebot sind die

strengen rechtlichen Auflagen und die Voraussetzung der Sterilisation von Spendergewebe mit Ver-

fahren, die klare Nachteile im Vergleich zur körpereigenen, autologen Sehne aufweisen. Hieraus

ergibt sich das hohe Interesse an der Entwicklung neuartiger Sterilisationsverfahren, welche mit

den mechanischen und bioloischen Eigenschaften von entsprechend behandeltem Gewebe nicht

interferieren.
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1.5 Sterilisationsverfahren für Allografts

1.5.1 Übersicht der aktuellen Sterilisationsverfahren

Um Allografts in der Klinik einsetzen zu können, schreibt der Gesetzgeber eine Sterilisation des

Spendergewebes vor. Dadurch soll gewährleistet sein, dass Kontaminationen und Infektionen der

Transplantate ausgeschlossen werden können. Neben dem Schutz vor oberflächlicher Kontamina-

tion durch antiseptische oder antibiotische Lösungen sind physikalische und chemische Sterilisa-

tionsverfahren von Bedeutung. Hierzu gehören die Sterilisation durch Ethylenoxid, Formaldehyd,

β-Propiolacton sowie durch γ-Strahlung (bis zu 25 kGy). Alle weisen jedoch erhebliche Nachteile

auf.

Das Verfahren mit Ethylenoxid wird in Deutschland seit 1967 nicht mehr verwendet, weil ei-

ne karzinogene und mutagene Wirkung und die Entstehung toxischer Radikale mit konsekutiver

Ausbildung von schweren Synovitiden nachgewiesen werden konnte [104]. Außerdem wurden

Entzündungs- und Immunreaktionen beobachtet [73, 123, 141]. Ähnliches gilt für β-Propiolacton,

aufgrund der karzinogenen und mutagenen Wirkung wurde von der Verwendung abgesehen [89].

Nachteil der γ-Bestrahlung ist, dass sie, um einen sicheren Schutz vor bakteriellen und viralen Er-

regern zu gewährleisten, in Dosen eingesetzt werden muss, die eine erhebliche Reduktion der me-

chanischen Eigenschaften von Sehnen- und Bandgewebe bewirken [48, 49]. Die Behandlung von

Geweben mit Formaldehyd zeigte karzinogene Wirkung [96]. Bisher ist es also nicht gelungen,

ein Sterilisationsverfahren für Sehnen- und Bandgewebe zu finden, welches ohne die genannten

unerwünschten Nebeneffekte einen sicheren Schutz vor Bakterien, Viren und Pilzen bietet.

1.5.2 Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren

Die Sterilisation durch das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren wird von der Gewebe-

bank des Instituts für Transfusionsmedizin an der Charité seit Anfang der 80er Jahre bei alloge-

nem Knochengewebe angewendet. Die potente Wirkung der Peressigsäure (PES) gegen Pilze und

Sporen [86, 18], sowie die starke antibakterielle [147] und antivirale Wirkung [146] sind mehrfach

bewiesen worden und seit einiger Zeit bekannt. Außerdem wurde festgestellt, dass das Verfahren

die mechanischen Eigenschaften des Knochengewebes nicht beeinträchtigt [116]. Dass das PES-

Ethanol-Unterdruck-Verfahren auch bei Sehnen- und Bandgewebe sicheren Schutz bietet, konnte
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in weiteren Studien nachgewiesen werden [90, 149]. Bisher ist aber nicht ausreichend untersucht

worden, wie sich die Sterilisation mit PES auf den Heilungs- und Remodelingprozess von alloge-

nen Sehnentransplantaten auswirkt.

Bei dem von der Gewebebank angewendeten Verfahren wird das Gewebe zunächst entfettet und

anschließend 4 Stunden bei Raumtemperatur und bei niedrigem Umgebungsdruck (200 mbar)

unter ständigem Schütteln in Peressigsäure-Ethanol-Lösung gegeben. Diese Lösung besteht aus

2 %-iger Peressigsäure (s. Abb. 1.5), 96 %-igem Ethanol und aqua ad injectabilia (Verhältnis v/v/v

2/1/1). Nach dem Sterilisationsprozess wird das Gewebe mit Sörensen-Puffer gespült, um einen

Rückstand an PES von unter 1 ppm zu erreichen. Mit Hilfe des Reflectoquant-Peressigsäure-Tests

(Peressigsäure reagiert mit aromatischem Amin zu einem blauen Farbstoff, dessen Konzentration

gemessen wird) konnte gezeigt werden, dass die PES bereits 60 Minuten nach der Sterilisation

nicht mehr im Gewebe nachweisbar ist. Dafür ist neben der Spülung vor allem ihr schneller Zerfall

verantwortlich. Nach Kontakt mit Fremdoberflächen zerfällt sie in Essigsäure und Wasserstoffper-

oxid. Von der Gewebebank der Charité wird dieser Reflectoquant-Peressigsäure-Test bei jedem ste-

rilisierten Transplantat routinemäßig durchgefürt, so dass ein Rückstand von PES auszuschließen

ist. Nach Trocknung an steriler Luft werden sie dann in sterile Beutel gegeben und bei -18°C bis

zum Zeitpunkt der Implantation aufbewahrt [115, 116].

H3C .............................. C

........

........

........

......

........

........

........

......
O

.............................. O .............................. OH

Abb. 1.5: Chemische Formel der Peressigsäure

1.6 Transplantatremodeling

1.6.1 Begriffsklärung

Der Begriff Remodeling beschreibt ganz allgemein die funktionelle Adaptierung eines Organs in

Folge einer quantitativen oder qualitativen Funktionsänderung. Im Zusammenhang mit der Trans-

plantation von Sehnengewebe zum VKB-Ersatz umfasst das Remodeling eine Vielzahl komplexer
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struktureller und biomechanischer Umbauvorgänge, die während der Einheilung der freien Seh-

nentransplantate ablaufen [22]. Nach Transplantation unterläuft das avitale Gewebe in der neuen

Umgebung Veränderungsprozesse, die zu einer Reorganisation der zelluären Bestandteile und der

Extrazellulärmatrix führen [171]. Zu diesen Prozessen zählen die Revaskularisierung und Rein-

nervation, Veränderungen des Zellgehaltes, der Zellverteilung und der Zellmorphologie, sowie die

Reorganisation von Kollagenfasern und -fibrillen [7, 8, 14, 20, 21, 31, 94, 100, 171]. Amiel et

al. stellten 1986 im Kaninchenmodell fest, dass sich das Sehnentransplantat nach 30 Wochen zu

einem kreuzbandähnlichen Gewebe umgebaut hatte [8]. Später zeigten weitere Studien überein-

stimmende Ergebnisse im Schafsmodell und beim Menschen [44, 59, 84].

1.6.2 Phasen

Bosch definierte 1993 eine Unterteilung des Remodelings in drei fließend ineinander übergehende

Phasen [22], die bis heute Bestand hat.

1. Initiale Phase: Degeneration und Nekrose (ca. 1.-6. Woche)

Sie wird durch eine partielle ischämische Nekrose und Degeneration von Zellen charakterisiert.

Das transplantierte Sehnengewebe ist azelluär und avaskulär. Nach ca. 2 Wochen ist die Entwick-

lung von Granulationsgewebe in der Peripherie erkennbar, in den zentralen Bereichen dominieren

jedoch weiterhin Nekrosen mit Zell- und Strukturverlust des Gewebes. Die biomechanischen Ei-

genschaften des Transplantates sind in dieser Phase vermindert.

2. Revitalisierungsphase: Reparation und Proliferation (ca. 3.-12. Woche)

Die Revitalisierungsphase ist in erster Linie durch die Revaskularisation des Gewebes und die Wie-

derbesiedlung mit Zellen gekennzeichnet. Außerdem ist ein Anstieg des Kollagengehaltes vom

Typ III mit einem geringeren mittleren Kollagenfibrillendurchmesser, sowie ein Anstieg des Fi-

bronektingehaltes (zur Zellmigration und -adhäsion an die EZM) charakteristisch. Die reparativ-

proliferativen Prozesse schreiten dabei von peripher nach zentral fort, so dass bis zur 16. Woche

alle Transplantatabschnitte erreicht sind. Insgesamt führen die Entwicklungen zu einem Organi-

sationsverlust der extrazellulären Matrix, was eine weitere signifikante Abnahme der biomechani-

schen Eigenschaften zur Folge hat.
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3. Remodelingphase (ca. 10.-24. Woche)

Im weiteren Verlauf ist ausgehend von den peripheren Bereichen eine beginnende Normalisierung

der Zellzahl und eine partielle Längsorientierung neugebildeter Kollagenfasern zu erkennen. Die

EZM organisiert sich zunehmend. Dies ist die eigentliche Remodelingphase, in der wieder eine

sukzessive Verbesserung der biomechanischen Eigenschaften festzustellen ist.

Anhand dieser Beschreibung der einzelnen Phasen wird deutlich, dass es einen charakteristischen

zeitlichen Verlauf gibt. Gerade in der frühen Phase des Remodelings (ca. bis zur 12. Woche) finden

eine Vielzahl von wichtigen Prozessen statt, die zur Wiedererlangung der biologischen und bio-

mechanischen Eigenschaften führen. Deshalb ist der Ablauf dieser frühen Phase von besonderem

Interesse.

1.6.3 Rolle der Myofibroblasten

Im Rahmen des Remodelingprozesses scheinen die sogenannten Myofibroblasten eine wichtige

Rolle zu spielen. Sie entstehen durch die Umwandlung bzw. Modulation von Fibroblasten.

Myofibroblasten sind hochdifferenzierte Zellen, die Eigenschaften von Fibroblasten und glatten

Muskelzellen in sich vereinen [55]. Sie besitzen die Fähigkeit, die EZM durch sezernierende Kolla-

genasen abzubauen und durch neu gebildetes Kollagen zu ersetzen [153, 134]. Außerdem enthalten

sie eine der 6 Isoformen des Zytoskelett-Proteins Aktin, das α-smooth-muscle-actin (ASMA), wo-

durch sie über kontraktile Eigenschaften verfügen. Die Aktinfilamente verlaufen parallel, der Rich-

tung der Zelllängsachse entsprechend, und sind zu „Stressfasern“ gebündelt [144]. Das ASMA gilt

als spezifischer Marker der Myofibroblasten. Glatte Muskelzellen und Perizyten verfügen aller-

dings ebenfalls über diese Aktin-Isoform, die auch für sie spezifisch ist [144]. Weitere wichtige

Charakteristika der Myofibroblasten sind gut entwickelte Interzellulärverbindungen und ihre aus-

geprägten Zell-Stroma Verbindungen (Fibronexus), die es ihnen ermöglichen, Zugkräfte auf die

EZM auszuüben [131].

Wie es zur Ausbildung der Myofibroblasten kommt, ist bis heute nicht vollkommen geklärt. Man

geht derzeit davon aus, dass sie aus Fibroblasten entstehen (Abb. 1.6) [153]. Wird z.B. im Rahmen

der Wundheilung mechanischer Stress auf ein Gewebe ausgeübt, so differenzieren sich die Fibro-

blasten zu Proto-Myofibroblasten. Diese bilden intrazelluläre Stressfasern aus Aktin, extrazellulär

Fibronektin-Fasern und außerdem Fibronexus-Adhäsionskomplexe aus, wodurch sie in der Lage
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sind, Zugkräfte auf die EZM zu übertragen [55, 153, 70]. Wird der Proto-Myofibroblast nun bei

fortbestehender mechanischer Spannung von transforming growth factor β1 (TGF-β1) angeregt,

differenziert er sich zum Myofibroblasten. Das von Makrophagen, Thrombozyten und verletztem

Epithelgewebe sezernierte TGF-β1 führt zur Ausbildung von ASMA und noch ausgeprägteren

Zell-Stroma Verbindungen. Dadurch ist es dem Myofibroblasten möglich, größere mechanische

Kräfte auf die EZM auszuüben als der Proto-Myofibroblast [134, 170]. Bleiben die anregenden

Faktoren aus, werden die Myofibroblasten durch Apoptose aus dem Gewebe entfernt [61].

Abb. 1.6: Bei Einwirkung von mechanischem Stress wird aus dem Fibroblasten zunächst ein Protomyofi-

broblast. Die Stimulierung von TGF-β1 und ED-A Fibronektin führt zur Ausbildung von ASMA

und der Differenzierung zum Myofibroblasten. Aus [153]

Erstmals beschrieben wurden Myofibroblasten von Gabbiani et al. im Jahre 1971. Sie stellten fest,

dass diese hochdifferenzierte Form der Fibroblasten an der Wundheilung und der Dupuytren’schen

Palmarkontraktur beteiligt ist [54]. Weitere Studien zeigten, dass sie auch bei der Leberzirrhose

[15], der Lungenfibrose [2], der postoperativen Gelenkskontraktur [69] und dem Krankheitsbild

der frozen shoulder [25] eine entscheidende Rolle spielen. Sie sind also bei den verschiedensten

Formen der Kontrakturbildung, der Wundheilung und der Kontraktion von fibrosierendem Gewebe

zu finden.

Die Vermutung, dass Myofibroblasten auch an der Gewebekontraktion im Rahmen von Remo-
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delingprozessen beteiligt sein könnten, lag folglich nicht fern. Murray und Spector wiesen ihre

Existenz 1999 im nativen und rupturierten humanen VKB nach und stellten eine positive Kor-

relation zwischen der Wellenlänge der Kollagentertiärstruktur (Crimplänge) und der Anzahl der

Myofibroblasten fest. Zusätzlich konnten sie zeigen, dass beim Heilungsprozess des rupturierten

VKBs vermehrt ASMA exprimiert wird [99]. Weiler und Unterhauser bestätigten diese Ergebnis-

se 2002 im Schafsmodell. Im transplantierten Gewebe fanden sie nach der Heilungsphase in den

Bereichen mit der höchsten Myofibroblastenzahl die niedrigste Crimpfrequenz [164]. Zwei Jahre

später stellte Unterhauser dann fest, dass sich die Myofibroblastenzahl dazu eignet, den Prozess

des Remodelings bzw. der Ligamentisierung von VKB-Transplantaten zu beurteilen [158].

Myofibroblasten scheinen also eine erhebliche Rolle bei der Transplantateinheilung und der Wie-

dererlangung der in-situ Spannung zu haben. Somit sind sie entscheidend an der Entwicklung der

Kniestabilität nach VKB-Ersatz beteiligt.

1.7 Fragestellung und Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es, herauszufinden, ob das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren zur

Sterilisation freier, allogener Sehnentransplantate beim VKB-Ersatz geeignet ist. Aufgrund des

Fehlens von in-vivo Untersuchungen des PES-Verfahrens, wurde das Remodeling anhand verschie-

dener Parameter im Schafsmodell untersucht. Eine Arbeitsgruppe unseres Institutes hatte bereits

den Heilungsverlauf von autologen mit nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten verglichen.

Um unsere Ergebnisse optimal auf die der Vorgängerstudie beziehen zu können, wählten wir die

gleichen Versuchsparameter. Diese wurden auch in der Literatur vielfach als Indikator für den

Ablauf des Remodelingprozesses herangezogen. Die Methodik entsprach ebenfalls derjenigen der

Vorstudie.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit war, dass das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren

im Tiermodell keinen entscheidend negativen Einfluss auf das Remodelingverhalten zeigen würde,

so dass eine Anwendung in der klinischen Praxis empfohlen werden könnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

Die Studie wurde an 18 weiblichen, 2-3 Jahre alten Merino-Mix-Schafen durchgeführt. Um die frü-

he Phase des Remodelings beurteilen zu können, wurden sechs und zwölf Wochen als Standzeiten

ausgewählt und die Schafe in zwei Gruppen zu je neun Tieren (n = 9) aufgeteilt. Aus der Literatur

ist bekannt, dass gerade in dieser frühen Phase wichtige Umbauprozesse stattfinden [174].

Als Transplantate dienten mit dem Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren sterilisierte Seh-

nen des Musculus flexor digitorum superficialis artgleicher Tiere (die Sterilisation wurde, wie in

Abschn. 1.5.2 beschrieben, in der Gewebebank des Instituts für Transfusionsmedizin an der Cha-

rité durchgeführt). Diese Sehnen wurden während einer offenen Operation nach Entnahme der

nativen vorderen Kreuzbänder eingesetzt. Die Fixierung erfolgte femoral mittels Endobutton und

tibial über eine sogenannte Knochenbrücke. Postoperativ wurden Röntgenbilder angefertigt, um

die richtige Lage des Transplantats und des Endobuttons zu sichern. Die weitere Verlaufskontrol-

le umfasste mehrfache Verbandswechsel, Wundkontrollen und Beurteilung des Gangbildes, um

auftretende Komplikationen wie z. B. Entzündungen zu dokumentieren.

Die ersten Tage nach der Operation verbrachten die Tiere in der tierexperimentellen Einrichtung

der Charité, später wurden sie in einem Stall außerhalb des Klinikums mit freier Auslaufmöglich-

keit untergebracht. 2-3 Tage vor der Tötung wurden sie in den Stall des Hauses zurückgebracht.

Der Explantation der Hinterbeine folgte zunächst die biomechanische Untersuchung der Trans-

plantate durch einen Mitdoktoranden der Arbeitsgruppe. Im Anschluss wurden die Transplanta-

te sowie die Knochen fixiert und hinsichtlich Zellgehalt, Myofibroblastendichte, Crimpstruktur

und Kollagenverteilung untersucht. Zwei weitere Doktoranden untersuchten die Proben zur Frage-

stellung der Revaskularisierung, der Beteiligung von Wachstumsfaktoren und der Knochen-Band-

Einheilung.

Zum Vergleich wurden die nativen, rechten Kreuzbänder und Flexorsehnen der Tiere untersucht

sowie die Daten einer vorherigen, in unserem Haus durchgeführten Studie (Vorläuferstudie) mit
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Abb. 2.1: Versuchstiere: Merino-Mix-Schafe, 4 Wochen postoperativ bei freiem Auslauf

herangezogen. Diese Arbeitsgruppe hatte das Remodelingverhalten von autologen, sowie nicht-

sterilisierten, allogenen (frisch gefrorenen) Transplantaten nach 6, 12 und 52 Wochen untersucht.

Die verwendete Methodik (Operationsverfahren, histologische Aufarbeitung, Färbungen, Auswer-

tung etc.) war identisch und wurde zum Teil gemeinsam mit Doktoranden der zum Vergleich heran-

gezogenen Studie durchgeführt.

Alle Tiere wurden vor Beginn der Studie umfangreich untersucht und während der gesamten Dauer

des Projekts veterinärmedizinisch überwacht und tierpflegerisch betreut. Der Tierversuchsantrag

zur Durchführung der Studie (Aktenzeichen G0029/04) wurde am 11.03.2004 vom Landesamt für

Gesundheit und Soziales Berlin genehmigt.

2.2 Operatives Vorgehen

2.2.1 Anästhesie

Zur Narkoseeinleitung wurde den Schafen 15 mg/kgKG Thiopental-Natrium (Trapanal®1), gelöst

in Aqua ad injectabilia, intravenös injiziert. Für die anschließende orale endotracheale Intuba-

tion wurde ein Tubus der Größe 8.0 Ch verwendet. Die Narkose wurde durch ein Stickoxydul-

Sauerstoff-Gemisch (50 % Stickoxydul, 50 % Sauerstoff), dem das Inhalationsnarkotikum Isoflu-

ran (1,5 %, Forene®2) zugefügt war, fortgesetzt. Zur Analgesie wurde ein Bolus von 0,5 mg Fen-

1Byk Gulden Lomberg Chem. Fabrik GmbH, Konstanz, Deutschland
2Abott GmbH, Wiesbaden, Deutschland
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tanyl®3 über den i.v.-Zugang gegeben. Außerdem wurden 2,2 g Augmentan®4 (Amoxicillin und

Clavulansäure) zur Antibiotikaprophylaxe und 0,9 % Kochsalzlösung5 zum Ausgleich von Flüssig-

keitsverlusten i.v. verabreicht. Während der gesamten Operation wurden die Vitalparameter über-

wacht. Dazu dienten Pulsoximetrie, EKG und exspiratorische CO2-Messung. Die Augen der Tiere

wurden durch eine Augensalbe6 vor Austrocknung und Infektion geschützt.

2.2.2 Operationsverfahren

Die Operationen wurden unter standardisierten Bedingungen und unter strenger Wahrung der Ste-

rilität durchgeführt. Auf die Narkoseeinleitung folgten weitere OP-Vorbereitungen. Zunächst wur-

den die linken Hinterbeine sowie ein Teil von Becken und Bauch geschoren und desinfiziert. An-

schließend wurden die Tiere in rechter Seitenlage auf dem OP-Tisch fixiert. Die linke Klaue wur-

de steril eingepackt und das restliche linke Hinterbein mit steriler Jod-Lösung7 abgewaschen. Die

Blutstillung erfolgte durch monopolare Elektrokoagulation.

In einem ersten Schritt wurde am linken Hinterlauf die Sehne des M. flexor digitalis superficialis

freipräpariert und entnommen, da sie, nach Sterilisation mit dem PES-Verfahren, einem anderen

Tier als Transplantat dienen sollte. Über einen posterolateralen Hautschnitt wurde zunächst die

Sehne des M. gastrocnemius dargestellt. Sie umhüllt die Sehne des M. flexor digitalis superficialis

und musste deshalb der Länge nach gespalten werden. Die Flexorsehne konnte nun mobilisiert

sowie proximal des Tuber calcanei und distal des Muskelbauches scharf abgesetzt werden. Die

herausgetrennte Sehne wurde sofort in eine mit Kochsalz8 getränkte Mullkompresse gehüllt und

bei -80°C eingefroren. In der Gewebebank der Charité erfolgte dann die Sterilisation. Darauf-

hin wurde die gespaltene Sehne des M. gastrocnemius mit resorbierbarem9, die Haut mit nicht-

resorbierbarem10 Nahtmaterial verschlossen.

Gleichzeitig präparierte einer der beiden Operateure das PES-sterilisierte Transplantat, das wir

von der Gewebebank erhalten hatten. Dabei wurde die Baseball-stitch-Technik für die Fadenaug-

3Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland
4SmithKline Beecham Pharma GmbH, München, Deutschland
5Natriumchlorid-Infusionslösung 154, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland
6Refobacin® (Gentamicinsulfat) Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
7Braunoderm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
8NaCl 0,9 % Spüllösung, Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland
9Vicryl® 1/0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

10Ethilon® II 3/0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
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a b c

Abb. 2.2: Das Transplantat: Anatomie (a), intraoperativ vor Entnahme (b), präpariert (Baseball-stitch-

Technik) (c)

mentation angewendet. An beiden Enden wurde ein nicht-resorbierbarer, polyesterbeschichteter

Faden11 eingebracht, wobei das Transplantat jeweils über ca. 2 cm armiert wurde. Unter manueller

Spannung konnte dann der exakte Durchmesser für den späteren Bohrkanal gemessen werden.

Nächster Schritt war die Eröffnung des Kniegelenkes (s. Abb. 2.3). Über einen anteromedianen

Schnitt wurden zunächst die Haut und die darunterliegenden Verschiebeschichten durchtrennt. Um

die Patella lateralisieren zu können, wurde der M. vastus medialis und das patellofemorale Band

inzidiert. Zur Verbesserung der Darstellung des Gelenkes wurde der Hoffa’sche Fettkörper an der

medialen Seite abgelöst und nach lateral geschlagen. Das Lig. transversum genus wurde dabei

erhalten. Es folgte das Heraustrennen des VKBs, die Insertionsstellen debridierten wir mit Hilfe

eines scharfen Löffels und einer Luerzange.

In maximaler Flexion des Kniegelenkes wurde dann nach proximal in fortgesetzter Verlaufsrich-

tung des VKBs ein bis durch die Haut gebohrter Führungsdraht in den Femur eingebracht. So

konnte der Knochentunnel anschließend bis zu einer Tiefe von 20 mm auf den genauen Transplan-

tatdurchmesser aufgebohrt werden. Der femorale Knochentunnel verlief somit vom ehemaligen

Ursprung des VKBs in der Fossa intercondylaris in Richtung Epicondylus lateralis. Tibial erfolgte

die Bohrung von der ursprünglichen Ansatzstelle des VKBs aus, die sich medial der Eminentia

intercondylaris befindet. Daneben wurde ein zweites Bohrloch geschaffen, um das Transplantat in

einem nächsten Schritt über die so gebildete Knochenbrücke fixieren zu können (s. Abb. 2.4)

112 Ethibond-Excel®, Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt, Deutschland
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Abb. 2.3: Operationsverfahren: Eröffnung der Haut (a), Arthrotomie (b), Einbringung des Führungsdrahtes

(c), Einsetzen des Transplantates (d), proximale Fixierung mittels Endobutton (e), distale Fixie-

rung über Knochenbrücke (f), Transplantat in situ (g)

Nachdem nun alle nötigen Bohrkanäle angefertigt worden waren, setzten wir das präparierte Trans-

plantat ein. Die Verankerungsfäden zogen wir jeweils von innen nach außen durch den tibialen und

femoralen Knochentunnel, femoral wurde das Transplantat über einen extrakortikalen Endobut-

ton12 fixiert (s. Abb. 2.3 und Abb. 2.4). Anschließend wurde das Kniegelenk mehrfach gestreckt

und gebeugt, bevor auch tibial die Fixation des Transplantates erfolgte. In einer Flexionsstellung

von 30° verknoteten wir den Verankerungsfaden über der Knochenbrücke.

Letzter Schritt der Operation war der Wundverschluss. Auf die Reposition der Patella folgte die

Naht des patellofemoralen Bandes mit resorbierbarem Nahtmaterial13, sowie der Verschluss von

Gelenkkapsel und Muskulatur. Abschließend wurde die Haut mit nicht-resorbierbarem Faden14

genäht. Die Wunden wurden mit Braunol15 desinfiziert und steril verbunden.

12Acufex®, Smith & Nephew Endoscopy Inc., Ma, USA
13Vicryl® SH 1/0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
14Ethilon® II 3/0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
15Braunol® 2000, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
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Knochenbrücke

Endobutton

Abb. 2.4: Transplantatverankerung: femoral mittels Endobutton, tibial über eine Knochenbrücke

2.2.3 Postoperative Nachsorge

Nach Beendigung der Operation wurden die Schafe extubiert. Um den korrekten Sitz des Trans-

plantates zu dokumentieren, fertigten wir mit Hilfe eines mobilen Röntgengerätes16 Bilder in

kraniokaudalem und mediolateralem Strahlengang von den behandelten Kniegelenken an. An-

schließend wurden die Tiere wieder zu den anderen Schafen in den Stall der tierexperimentellen

Einrichtung gebracht, wo sie allerdings noch für 24 h in einer Einzelbox verweilten. Auf diese

Weise wurde die Gefahr von Wundinfektionen gesenkt, außerdem konnte eine übermäßige Be-

lastung am ersten postoperativen Tag durch die geringe Bewegungsfreiheit verhindert werden. Die

weitere Nachsorge bestand während der ersten drei Tage aus kontinuierlicher Gabe von Analgetika

in Form von Fentanyl-Schmerzpflastern17. Desweiteren wurden im Rahmen einer täglichen Visi-

te eine Gangbeurteilung, Wundkontrollen und jeden zweiten Tag Verbandswechsel durchgeführt,

bis die Wunden trocken und reizlos waren. Auf einer Skala von 1-4 wurde im Verlauf bewertet,

mit welcher Intensität die Tiere ihre operierten Knie wieder belasten konnten. Nach ca. 10-14 Ta-

gen wurden dann die Fäden gezogen. Bei ausreichend verheilten Wunden und zufriedenstellender

16Mobilett Plus, Siemens-Elema AB, Solna, Schweden
17Durogesic®, Janssen-Cilag GmbH, Neuss, Deutschland
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Kniebelastung brachten wir die Schafe auf einen der Charité zugehörigen Bauernhof. Dort hatten

sie bis zur Transplantatentnahme freien Auslauf.

2.3 Gewebeentnahme

Nach einer Standzeit von 6 bzw. 12 Wochen wurden die Tiere dann drei Tage vor der Transplan-

tatentnahme wieder im Stall der tierexperimentellen Einrichtung der Charité untergebracht. Dort

erfolgte die Tötung der Versuchstiere durch Gabe von 50 ml Kaliumchlorid18 i.v., nachdem eine

Narkose mit Hilfe von 20 mg/kgKG Thiopental-Natrium19 (gelöst in 40 ml Aqua ad injectabila) i.v.

erfolgt war. Daraufhin entnahmen wir die Kniegelenke in toto. Ca. 15 cm distal und proximal des

Gelenkes stellten wir dazu den Knochen dar und setzten Femur und Tibia ab. Die Präparate wurden

direkt mit Kochsalz-getränkten Tüchern umwickelt, um Austrocknung zu verhindern, anschließend

wurden sie von einem Doktoranden unserer Gruppe biomechanisch getestet. Dies umfasste Mes-

sungen der Schubladenlaxizität mit und ohne Weichteilmantel sowie einen finalen Versagenstest.

Während der Präparation des Weichteilmantels zwischen den biomechanischen Untersuchungen

entnahmen wir Proben von Plica, Synovialmembran und Synovialflüssigkeit zur histologischen

Aufarbeitung. Zusätzlich wurde der makroskopische Zustand des Knies dokumentiert, insbeson-

dere Entzündungszeichen wie z. B. Rötung, vermehrte Ergussbildung und Zeichen einer Synovia-

litis waren hier von Interesse. Nachdem die biomechanische Testung abgeschlossen war, konnten

intraartikuläre Abschnitte der Transplantate zur weiteren histologischen Aufarbeitung entnommen

werden.

Auf der unbehandelten Seite wurden native Kreuzbänder sowie native Flexorsehnen gewonnen.

Sie wurden ebenfalls histologisch untersucht und dienten als Kontrolle. Zusätzlich wurden neun

der nativen Flexorsehnen mit PES sterilisiert und anschließend histologisch aufgebarbeitet, um den

Zustand zum Zeitpunkt null der Einheilung darstellen zu können.

181M-Kaliumchlorid-Lösung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland
19Trapanal®, Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik GmbH, Konstanz, Deutschland
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2.4 Histologische Arbeitsmethoden

2.4.1 Aufarbeitung des Gewebes

Nach der Entnahme wurde das Gewebe aufgeteilt, da für die verschiedenen Analyseverfahren un-

terschiedliche histologische Aufarbeitungen nötig waren. Der Teil des Gewebes, der zur Kollagen-

typisierung (s. Abschn. 2.5) weiterverwendet werden sollte, wurde mit Hilfe von Flüssigstickstoff

eingefroren und im Kühlschrank bei -80°C aufbewahrt. Zur Typisierung wurde das Gewebe ledig-

lich wieder aufgetaut, es bedurfte keiner weiteren Bearbeitung.

Das übrige Gewebe wurde in Fixiergittern20 für 2-3 Tage in 4 %-iger Formaldehyd-Lösung21 fixiert

und anschließend für mindestens 15 min gewässert. Es folgte die Entwässerung im Leica-Entwäs-

serungsautomaten22 über 67 Stunden. Danach wurde das Gewebe zur Fixierung in Paraffin23 einge-

bettet. Die Struktur des Gewebes wird durch dieses Verfahren besonders gut erhalten, was für die

Immunhistochemie eine wichtige Rolle spielt. Bei der häufig angewendeten Gefrierschnitttechnik

ist das nicht der Fall. Letztlich wurden mit einem Mikrotom24 4 µm dicke Längsschnitte von den

Paraffinblöcken angefertigt, die auf silanisierte Adhäsions-Objektträger25 aufgezogen wurden.

2.4.2 Färbemethoden

2.4.2.1 Konventionell

An konventionellen Färbemethoden kamen die Hämatoxylin / Eosin-Färbung26 (HE-Färbung) und

die Masson-Goldner Trichromfärbung (bestehend aus den Farbstoffen Orange G, Eisenhämatoxy-

lin, Lichtgrün und Säurefuchsin)27 zum Einsatz. Die HE-Färbung stellt die Zellkerne blau (ange-

20Tissue Tek III, Miles Limited, Slough, England
21Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland
22Leica TP 1020, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland
23Paraplast Plus®, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, USA
24Leica RM 2125, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland
25HistoBond®, Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Königshofen, Deutschland
26Hämatoxylin, Papanicolaous Lösung 1a Harris, Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland

Eosin Solution Aqueous, Sigma Diagnostics, St. Louis, Missouri, USA
27Orange G Differenzierungslösung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Lichtgrün, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & Co., Münster, Deutschland
Weigerts Eisenhämatoxylin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & Co., Münster, Deutschland
Säurefuchsin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH & Co., Münster, Deutschland
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färbt durch den azidophilen Farbstoff Hämatoxylin) und das Cytoplasma sowie die Interzellular-

substanz rosa (angefärbt durch den basophilen Farbstoff Eosin) dar. Dadurch lassen sich mit Hilfe

dieser Färbung vor allem die Zellverteilung und die Kernmorphologie beurteilen. Mit der Masson-

Goldner Trichromfärbung lassen sich dagegen die Extrazelluärmatrix, die Kollagenanordnung und

die Verteilung der bindegewebigen Septen besser untersuchen. Zellkerne färben sich dabei braun-

schwarz, das Zytoplasma stellt sich ziegelrot, das Bindegewebe grün dar.

2.4.2.2 Immunhistochemisch

Theorie

Zur immunhistologischen Färbung macht man sich zu Nutze, dass auf Zellen spezifische Struktu-

ren vorkommen, an denen entsprechende Antikörper binden. Diese Bereiche der Antigene nennt

man Epitope. Mit Hilfe von Enzymen, die an die Antikörper gekoppelt sind, können die Bindun-

gen dann durch Enzym-Farbstoff-Reaktionen sichtbar gemacht werden. Auf diese Weise lassen

sich bestimmte Zellen detektieren.

Es besteht die Möglichkeit, monoklonale oder polyklonale Antikörper zu verwenden. Monoklo-

nale Antikörper werden aus einem einzelnen Plasmazellklon gewonnen. Diese entstehen durch

Verschmelzen von Myelomzellen mit B-Lymphozyten. Die gebildeten Antikörper richten sich ge-

gen ein einziges Epitop eines Antigens. Polyklonale Antikörper werden von verschiedenen Plas-

mazellen produziert und reagieren mit mehreren Epitopen eines Antigens. Somit besitzen mono-

klonale Antikörper gegenüber polyklonalen zwar eine geringere Sensitivität und Stabilität, sind

aber deutlich spezifischer [17], [150]. Wie unsere Vergleichsgruppe verwendeten wir daher einen

monoklonalen Antikörper.

Desweiteren ist es möglich, eine direkte oder indirekte Nachweismethode zu wählen. Bei der di-

rekten Methode ist das Enzym, das später hinzugegebene Farbstoffsubstrate umsetzt, direkt an den

Antikörper gebunden, der auch an das Antigen bindet. Indirekt bedeutet hingegen, dass ein wei-

teres Antikörper-System beteiligt ist. Ein Primärantikörper bindet an das Antigen, anschließend

wird ein spezifischer Antikörper gegen den Primärantikörper (Sekundärantikörper) hinzugegeben.

An diesem Brückenantikörper findet dann die Enzym-Substrat-Reaktion statt. Als Enzym kommen

Alkalische Phosphatase oder Peroxidase zum Einsatz.

Um die Antigen-Antikörper-Bindungen letztlich sichtbar zu machen, existieren verschiedene ge-

brauchsfertige Kits. In unserem Fall kam die (Strept-)Avidin-Biotin-Komplex Methode (ABC-
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Methode, Abb. 2.5) zum Einsatz. Dabei handelt es sich um eine indirekte Nachweismethode. Sie

basiert auf der starken Affinität von Avidin, einem Glykoprotein aus Hühnereiweiß, zu Biotin,

einem Vitamin. Das Biotin ist an den Sekundärantikörper und auch an das Enzym gekoppelt. Avi-

din ist ein Tetramer und besitzt vier identische Bindungsstellen für Biotin. Der AB-Komplex ist

nun so aufgebaut, dass drei der vier möglichen Bindungsstellen bereits durch das biotinylierte

Enzym besetzt sind. Nachdem zunächst die Antigen-Antikörper-Reaktion stattgefunden hat, wird

der biotinylierte Sekundärantikörper als Brückenantikörper hinzugegeben. Nach abgeschlossener

Antikörper-Brückenantikörper-Reaktion wird dann der AB-Komplex zugegeben. Das enzymmar-

kierte Avidin bindet mit seiner letzten freien Bindungsstelle an den biotinylierten Sekundäranti-

körper. Durch Zufügen eines Substrates wird die Farbreaktion ausgelöst. Avidin fungiert also als

Amplifikator, was die Sensitivität dieser Methode stark erhöht [17].

A B

feste Phasefeste Phase

Primärantikörper
Sekundär-
antikörper

Abb. 2.5: ABC-Methode aus [1]. A: direkte Methode, B: indirekte Methode; der biotinylierte (b) Sekun-

därantikörper bindet an den am Antigen (Ag) sitzenden Primärantikörper. Der zugegebene Kom-

plex aus Avidin (Av) und biotinyliertem Enzym (Amplifikator Ab) bindet an den Sekundäranti-

körper. Bei Zugabe eines Substrates wird dies vom Enzym umgesetzt, so dass eine Farbreaktion

stattfindet.

Praktische Umsetzung

Immunhistochemische Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit verwandt, um die Myofibro-

blastenexpression darstellen zu können. Myofibroblasten enthalten eine Isoform des Aktins, das

α-smooth-muscle Aktin (ASMA). Es ist für die kontraktilen Eigenschaften verantwortlich und

lässt sich immunhistochemisch anfärben [144], da es eine Vielzahl von Antikörpern gegen dieses
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Antigen gibt. Die, wie in Abschn. 2.4.1 beschrieben, angefertigten Schnitte mussten zunächst ent-

paraffiniert und rehydriert werden. Um unspezifische Hintergrundfärbungen zu verhindern, folgte

darauf die Inkubation mit Normalserum28 (über 20 min). Das Normalserum stammte, wie auch der

später verwendete Sekundärantikörper, vom Pferd, und sollte unspezifische Bindungen an Gewebs-

proteine absättigen [150]. Anschließend wurde der Primärantikörper hinzugegeben, mit dem bei

4°C über Nacht inkubiert wurde. Dabei handelte es sich um einen monoklonalen Anti-α-smooth-

muscle-actin-Antikörper29 (Maus anti Mensch).

Nächster Schritt war die Zugabe des biotinylierten Sekundärantikörpers30. Dieser wurde nach

zweimaligem Spülen mit PBS-Puffer31 aufgetragen. Nach 30 Minuten erfolgte erneut eine Spü-

lung mit PBS-Puffer, bevor dann die 50 minütige Inkubation mit dem AB-Komplex32 begonnen

wurde. In diesem Fall ist die alkalische Phosphatase als Enzym an das Avidin gekoppelt gewe-

sen. Anschließend wurde mit einem Chromogenpuffer33gespült und daraufhin das Substrat Vec-

tor®Red34 (in 100-200 mM Tris-HCl, pH 8,2-8,5 gelöst) hinzugegeben. Durch die alkalische Phos-

phatase wurde das Substrat umgesetzt und führte zu einer Rotfärbung. Die ASMA-Moleküle der

Myofibroblasten waren nun also optisch sichtbar. Die Farbreaktion musste nach ausreichend lan-

ger Dauer mit Hilfe einer Pufferlösung gestoppt werden. Dazu wurden die Schnitte während der

Färbung unter dem Mikrospkop beobachtet, wobei glatte Gefäßmuskelzellen als interne Positiv-

Kontrolle herangezogen wurden. Desweiteren diente ein Schnitt einer nativen Flexorsehne als

Positiv-Kontrolle. Als Negativ-Kontrolle wurde außerdem jeweils ein Schnitt mit Pufferlösung

anstelle des Antikörpers inkubiert. Zuletzt wurde noch eine Gegenfärbung der Zellkerne mit Me-

thylgrün35 durchgeführt. Sie diente der generellen Sichtbarmachung aller Zellen und ermöglichte

die morphologische Beschreibung der angefärbten Myofibroblasten. Nachdem die Präparate in

der aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert worden waren, deckelten wir sie mit dem Ein-

schlussmittel Vitro-Clud®36 ein.

28Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
29Actin (Smooth Muscle), Monoclonal Mouse Anti-Human, Klon 1A4, DAKO A/S, Glostrup, Denmark
30Vectastain®, Biotinylated Anti-Mouse/Anti-Rabbit IgG, Made in Horse, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA,

USA
31Phosphatpuffer Lösung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Münster, Deutschland
32ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
33Trizma®T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA

Trizma®Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt

34Vector®Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
35Certistain®Methylgrün, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
36Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland
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2.4.3 Polarisationsmikroskopie

Mit Hilfe des Polarisationsmikroskopes ist es möglich, die molekulare Struktur und Ordnung von

Geweben darzustellen und genauer zu untersuchen. Es handelt sich dabei um ein Lichtmikroskop,

das mit polarisiertem Licht arbeitet. Für das entstehende Bild ist die optische Eigenschaft der zu

untersuchenden Probe von grundlegender Bedeutung. Man unterscheidet optisch doppelbrechende

(anisotrope) und einfachbrechende (isotrope) Substanzen. Anisotrop bedeutet, dass die Substanz in

der Lage ist, einen Lichtstrahl in zwei Strahlen zu zerlegen, dessen Schwingungsebenen senkrecht

zueinander stehen. Nimmt eine Substanz keinen Einfluss auf den Lichstrahl, nennt man sie isotrop.

Kollagene Fasern gehören zu den anisotropen Geweben.

Im Polarisationsmikroskop trifft das einfallende, natürliche Licht zunächst auf einen Polarisator

(meist eine doppelbrechende Folie, die organische Farbstoffe enthält). Dieser lässt nur Teile des

natürlichen Lichtes passieren. Ein ordentlicher Lichtstrahl, der in alle Richtungen schwingt, wird

von der Folie komplett absorbiert. Nur ein außerordentlicher Lichtstrahl, der in einer Richtung

parallel zum Polarisator schwingt, gelangt durch die Folie. Dieses linear-polarisierte Licht trifft nun

auf das Präparat. Handelt es sich dabei um eine doppelbrechende Substanz, wie z.B. Kollagen, wird

das eintretende Licht in zwei Komponenten aufgespalten und die Schwingungsebene gedreht. Der

nachgeschaltete Analysator, eine weitere doppelbrechende Folie, die senkrecht zum Polarisator

steht, lässt nur Licht einer bestimmten Schwingungsrichtung passieren. Diejenigen Strukturen, die

das Licht gleichsinnig drehen, erscheinen bei entsprechender Position des Präparates (bei der das

Licht genau so gedreht wird, dass es den Polarisator passieren kann) also leuchtend. Das Präparat

wird dabei solange gedreht, bis es in maximaler Helligkeit erscheint [78, 24].

Diese Methode zur plastischen Darstellung von geordneten Molekülstrukturen wurde genutzt, um

die Kollagentertiärstruktur der entnommenen Transplantate zu untersuchen. Mit Hilfe der Pola-

risationsmikroskopie ließ sich die Frequenz der wellenförmig verlaufenden Kollagenfaserbündel,

der sogenannte Kollagencrimp, darstellen.

2.5 Kollagenanalyse

In der Literatur sind drei Methoden zur quantitativen Kollagenanalyse bekannt: die Chromato-

graphie, der ELISA (enzyme linked immuno essay) und die Elektrophorese. Diese werden nach
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Aufspaltung der Proteine mittels Bromzyan oder Pepsin durchgeführt, um die einzelnen Peptide

der verschiedenen Kollagentypen zu quantifizieren.

Lange wurde die Chromatographie als „Gold-Standard“ angesehen, obwohl nur eine schlechte

Auftrennung kleiner Moleküle erreicht werden kann und sie technisch aufwändig und teuer ist.

Der große Nachteil des ELISA liegt darin, dass die geringe Antigenität des Kollagens zu Kreuz-

reaktionen zwischen den einzelnen Kollagentypen führen kann. Dies kann eine Verfälschung der

Ergebnisse zur Folge haben. Um die Elektrophorese zur Auftrennung der Kollagenmoleküle zu

verwenden, war früher eine aufwändige Vorbehandlung des Materials notwendig. Nicht-kollagene

Proteine mussten entfernt werden, wozu meist eine HPLC (High Pressure Liquid Chromatogra-

phie) vorgeschaltet wurde [5, 6, 8, 64, 166].

Laurent et al. [85] entwickelte diese Methode 1981 weiter, wodurch sie einfacher, praktikabler und

für die Analyse kleiner Gewebeproben anwendbar wurde [103]. Um nicht-kollagene Moleküle

aus dem Analysematerial zu entfernen, verwendete er Natrium-Docedylsulfat (SDS). Somit entfiel

die aufwändige Reinigung des Materials vor der Spaltung. Um die Kollagenmoleküle in einzelne

Peptide aufzuspalten, benutzte er Bromzyan. Der Vorteil des Bromzyans gegenüber Pepsin besteht

darin, dass es Kollagen bis zu 90 % spaltet [87]. Anschließend folgte die Gelelektrophorese, an

die eine direkte semiquantitative Analyse mittels densitometrischem Scan angeschlosssen werden

konnte.

Die Methode nach Laurent et al. wurde zunächst von Riesle et al. [121] und später von Riechert et

al. [120] noch leicht modifiziert.

2.5.1 Aufarbeitung des Materials

Die Kollagenanalyse erfolgte nach dem Protokoll der Methode von Riechert et al. [120].

Das verwendete Material wurde direkt nach der Entnahme während der Operation in physiologi-

sche Kochsalzlösung gegeben und anschließend in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Aufbe-

wahrung erfolgte bei -80°C im Kühlschrank.

Zur weiteren Bearbeitung wurde das Material bei Raumtemperatur wieder aufgetaut und zunächst

auf einer mit Repel-Silane37 gereinigten Glasplatte manuell von Fett und Synovialresten befreit.

37Dimethyldichlorsilane solution, 2 % w/v, in octamethylcyclotetrasiloxane, Pharmacia Biotech AB, Uppsala, Sweden
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Anschließend wurden die Proben in Eppendorfgefäße überführt. Nach Trocknung im Vakuumex-

sikkator über Phosphor-V-Oxid38 erfolgte die mechanische Zerkleinerung der Probe, der sich die

zweimalige Homogenisierung in Phosphat-gepufferter Kochsalzlösung (PBS)39 durch den Homo-

genisator Labsonic U 2000 von Braun anschloss (je 2 min).

Es folgte die Reinigung der Probe von nichtkollagenen Molekülen, was durch die Zugabe von

2 %-igem SDS40 erreicht wird. Das SDS wurde zu der Probe gegeben und das Gemisch 2 Mi-

nuten homogenisiert, nach anschließender Zentrifugation bei 10000g wurde der nicht-kollagene

Moleküle enthaltende Überstand verworfen. Dieser Arbeitsschritt wurde viermal wiederholt.

Nach dreimaliger Extraktion mit 3 ml PBS (der Überstand wurde nach 5 minütiger Zentrifugation

bei 5000 Umdrehungen/min. jeweils verworfen) schloss sich erneut eine zweimalige Homogeni-

sierung (je 2 min) an, als Medium diente dieses Mal Aceton41. Anschließend wurden die Proben

im Vakuumexsikkator 10 min getrocknet.

Nächster Arbeitsschritt war die zweimalige Homogenisierung (je 2 min) in 70 %-iger Ameisensäu-

re42. Es erfolgte eine Volumenzugabe von je 1 ml pro 10 mg Trockengewicht der Probe, welches

durch die Feinwaage43 und die Subtraktion des vorher notierten Leergewichts des jeweiligen Ep-

pendorfgefäßes ermittelt wurde. Der Homogenisierung schloss sich wiederum eine jeweils 5 mi-

nütige Zentrifugation und im ersten Durchgang auch der Verwurf des Überstandes an. Nach dem

zweiten Durchgang wurde der Überstand nicht verworfen und die Proben bei 60°C 40 min unter

ständigem Schütteln im Eppendorf®Thermomixer44 inkubiert.

2.5.2 Proteinspaltung mittels Bromzyan

Die folgende Zugabe von kristallinem Bromzyan45 wurde unter strenger Beachtung der Arbeits-

schutzverordung durchgeführt, was das Tragen einer Atemvollmaske 46 beinhaltete. Die Konzen-

tration betrug 50 mg Bromzyan pro ml Lösung (also pro ml zugegebener Ameisensäure). Zur

38Lancaster Synthesis, Eastgate, White Lund, Morecambe, England
39Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, PAA Laboratories GmbH, A-4061 Pasching, Austria
40Bio-Rad Laboratories 2000 Alfred Nobel Dr Hercules, CA, USA
41Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
42Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
43Sartorius AG, Göttingen, Deutschland
44Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
45Sigma-Aldrich, Switzerland
463S-Basis Plus Vollmaske, MSA AUER GmbH, Berlin, Deutschland
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Bromzyanspaltung wurden die Proben daraufhin für 20 Stunden im Eppendorfmixer deponiert.

Gestoppt wurde die Spaltung anschließend durch die 20 minütige Zentrifugation bei 10000 g. Un-

ter einem Abzugsschrank wurden 0,25 ml des Überstandes abpipettiert und bei -20°C gelagert.

Darauf folgte die zweite Bromzyanspaltung, welche dem oben beschrieben Ablauf entsprechend

durchgeführt wurde.

Zur Trocknung der Proben wurden diese dann, nachdem sie auf -80°C abgekühlt worden waren,

über Nacht im Lyophilisator47 untergebracht.

2.5.3 Gelelektrophorese

Es folgte die Gelelektrophorese, um die Proteinfragmente aufzutrennen. Bei den verwendeten Ge-

len handelte es sich um 4-20 %-ige Tris-Glycin Gele48, als Probenpuffer diente SDS (63 mM Tris

HCL49 pH 6,8, 10 % Glycerol50, 2 % SDS, 250 ml Aqua dest.). Das Probenmaterial wurde in einem

Verhältnis von 4 mg Probenmaterial pro 60 µl Puffer gelöst. Durch Zugabe von 1 µl 10N NaOH

erfolgte zunächst die Neutralisation, anschließend die Reduktion mit Hilfe von 50 mM DTT (10 %

des Probevolumens). Zur Denaturierung der Proteine wurden die Proben 8 min bei 95°C im Ep-

pendorf Thermomixer inkubiert und daraufhin 5 min bei 10000 g in der Eppendorfzentrifuge zen-

trifugiert. Zuletzt wurden die Proben dann noch einmal mit SDS verdünnt, diesmal im Verhältnis

1:160. Um die Lauffront auf dem Gel sichtbar zu machen, wurde jeweils 1 µl gesättigte Brom-

phenolblaulösung hinzugegeben.

Auf die Tris-Glycin Gele wurden je 15 µl verschiedener Proben, 1 µl eines Multicolormarkers51

und 15 µl der Standards für Kollagen I52und III53 aufgetragen. Die Laufkammern des Novex-

Systems54 wurden standardmäßig mit Lämmli (25 mM Tris HCL, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS)

als Laufpuffer gefüllt. Die Gelelektrophorese erfolgte zunächst eine Stunde lang bei 10 mA/Gel,

anschließend bei 30 mA/Gel bis die Bromphenolblaufront das Ende des Gels erreichte.

47Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode am Harz, Deutschland
48Novex®, Invitrogen, Carlsbad, USA
49Sigma-Aldrich, Switzerland
50Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
51MultiMark®, Multi-Colored Standard, Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
52Collagen from bovine achilles tendon,Type I, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Purified bovine collagen type I, Chemicon International, Inc., Ca
53Collagen from calf skin, Type III, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

Purified bovine collagen type III, Chemicon International, Inc., Ca
54X Cell Sure Lock™, Novex, San Diego, USA

35



2.5.4 Silberfärbung

Zur Anfärbung der Proteinbanden wurde die sogenannte Färbung nach Klose angewendet, welche

eine Modifikation der Heukeshovenfärbung (1988) darstellt. Die Gele wurden in eine ausreichend

große Glasschale gelegt, die auf einem Rütteltisch platziert wurde. Hierdurch war ein gleichmäßi-

ger Kontakt der gesamten Geloberfläche mit dem jeweiligen Färbemedium gewährleistet. Diese

wurden nun nach dem Protokoll aus Abb. 2.6 in die Glasschale gegeben, wobei die Lösungen zwi-

schen den einzelnen Arbeitsschritten vorsichtig abgesaugt werden mussten. Anschließend folgte

die Trocknung der Gele über 2 bis 2,5 h bei 80°C im Geltrockner.

Arbeitsschritt Zeit Reagenzien

Fixierung mind. 2 h 500 ml Ethanol55, 100 ml Essigsäure56, 400 ml Aqua dest.

Inkubation 2 h 4 g Natriumacetat57, 200 mg Natriumthiosulfat57

300 ml Ethanol, 20 ml Glutaraldehyd56, Aqua dest. ad 1 l

Wässerung 2 x 20 min 1 l Aqua dest.

Färbung 30 min 1 g Silbernitrat56, 270 µl Formalin56, Aqua dest. ad 1 l

Wässerung einige sec 1 l Aqua dest.

Spülung 1 min 25 g Natriumcarbonat56, Aqua dest. ad 1 l

Entwicklung 5-20 min 25 g Natriumcarbonat, 270 µl Formalin, 0,5 g Natriumhy-

drogencarbonat, 0,02 g Thimerosal (Natriumethylmercu-

rithiosalicylat)58, Aqua dest. ad 1 l

Stop mind. 20 min 18,5 g Titriplex III (Dinatriumsalz der Ethylendiamin-

tetraessigsäure (Na-EDTA))56, Aqua dest. ad 1 l

Wässerung 3 x 20 min 1 l Aqua dest.

Abb. 2.6: Protokoll der Silberfärbung nach Klose, Standardvorschrift

55Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland
56Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
57Sigma-Aldrich, Switzerland
58Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
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2.6 Auswertung der Daten

2.6.1 Zellen (deskriptiv und quantitativ)

Zur deskriptiven Auswertung der angefertigten Präparate wurden die Längsschnitte in verschie-

denen Vergrößerungen (1.6, 2.5, 5, 10, 20, 40, 100) unter dem Lichtmikroskop59 betrachtet. Über

eine Kamera60 konnten die Bilder digitalisiert und dann mit Hilfe eines Bildanalysesystems61 aus-

gewertet werden.

Alle Transplantate der zwei Versuchsgruppen wurden untersucht, wobei von jedem einzelnen

Transplantat mehrere Längsschnitte betrachtet wurden. Da sich mit Hilfe der HE-Färbung Zellen

besonders gut darstellen lassen, diente sie der Beurteilung der Zell- und Kernmorphologie, deren

Größe und auch der Verteilung der Zellen im Transplantat. Unterschieden wurden runde, ovoi-

de und spindelförmige Zellen, und ob sich diese zentral, peripher oder gleichmäßig im gesamten

Präparat befanden.

Anschließend erfolgte die quantitative Auswertung. Die angewendete Methodik entsprach der

der Vergleichsgruppe. Zunächst wurde mit Hilfe einer geringen Vergrößerung (1.6, 2.5, 5) ein

Überblick über die einzelnen HE-gefärbten Längsschnitte gewonnen. Anschließend erfolgte in

20-facher Vergrößerung die zufällige Auswahl von 10 Gesichtsfeldern. In diesen Gesichtsfeldern

wurden alle Zellen per Mausklick markiert und vom Bildanalysesystem gezählt, sowie die durch-

schnittliche Zellzahl pro mm2 Fläche berechnet.

2.6.2 Myofibroblasten (deskriptiv)

Die Auswertung der immunhistologisch angefärbten Schnitte sollte ursprünglich sowohl deskriptiv

als auch quantitativ erfolgen. Dies sollte nach demselben Verfahren durchgeführt werden, das auch

die Vergleichsgruppe zur Auswertung verwendet hatte. In zehn zufällig ausgewählten Gesichtsfel-

dern von Längsschnitten wurden die ASMA-positiven Zellen, die eindeutig als Myofibroblasten

identifiziert werden konnten, gezählt. Mit Hilfe des Bildanalysesystems ließ sich daraus berech-

nen, wieviele Zellen pro mm2 Fläche im Durchschnitt in einem Präparat zu finden waren.

59DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland
60Sony Color Video Camera, Modell DXC-950P, Sony Corporation, Japan
61KS 400 3.0, Carl Zeiss AG, Göttingen, Deutschland
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Bei der Betrachtung der Präparate fiel jedoch auf, dass die Verteilung der ASMA-positiven Zellen

extrem inhomogen war. Neben großen, völlig avitalen Bereichen, in denen gar keine Zellen ge-

sehen werden konnten, gab es Bereiche, in denen die Myofibroblasten dicht aneinandergedrängt

lagen. Eine quantitative Auswertung in zehn zufällig gewählten Gesichtsfeldern erschien uns daher

zu sehr von der Wahl der Gesichtsfelder abzuhängen. Außerdem hätte diese Art der Auswertung

das tatsächliche Bild der Myofibroblastenverteilung in keiner Weise wiedergegeben. Zur Beratung

der Problematik zogen wir sowohl Mitglieder aus der Gruppe der Vorläuferstudie, als auch weitere

Personen, die in unserem Hause an Myofibroblasten geforscht hatten, hinzu. Gemeinsam wurde

die Entscheidung getroffen, die Auswertung rein deskriptiv vorzunehmen.

Wichtig war hierbei, dass die Myofibroblasten klar als solche identifiziert wurden. α-smooth-

muscle Aktin wird auch von Perizyten und Gefässmuskelzellen exprimiert, so dass auch diese

Zellen positive Signale zeigten. Zur Differenzierung wurden deshalb in erster Linie die charakte-

ristische morphologische Gestalt der Myofibroblasten, aber auch ihre Lage im Gewebe herange-

zogen. Zellen in direkter Umgebung von Gefäßen wurden nicht berücksichtigt.

2.6.3 Kollagencrimp (deskriptiv und quantitativ)

Die deskriptive Auswertung des Crimps erfolgte ebenfalls mit Hilfe des in Abschn. 2.6.1 beschrie-

benen Bildanalysesystems. HE-gefärbte Längsschnitte wurden im Polarisationsmikroskop in ver-

schiedenen Vergrößerungen betrachtet. Durch das Polarisationsmikroskop entsteht ein dreidimen-

sional erscheinendes Bild, so dass sich die wellenförmige Struktur des Kollagens besonders gut

erkennen und beschreiben lässt. Von Interesse waren dabei die Homogenität des Crimps innerhalb

eines Schnittes, die Frequenz der Wellen und die Strukturierung des Gewebes durch bindegewebige

Septen. Außerdem diente die Masson-Goldner-Färbung der Analyse der Anordnung von Kollagen

und Septen.

Die quantitative Auswertung des Kollagencrimps wurde in denselben 10 Gesichtsfeldern durch-

geführt, die zur Auswertung der Gesamtzellzahl ausgewählt worden waren. Die HE- oder α-sma-

gefärbten Schnitte wurden im Polarisationsmikroskop betrachtet, um einen dreidimensionalen Ein-

druck von der Kollagentertiärstruktur zu erhalten. Anhand einer kalibrierten Skala wurde die Kol-

lagenfibrillenfrequenz dann in den 10 Gesichtsfeldern gemessen. Daraus errechnete das Compu-

terprogramm die mittlere Wellenlänge des Kollagencrimps in µm.
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2.6.4 Kollagentypisierung

Die Auswertung der Kollagenspaltprodukte erfolgte mittels eines Densitometers62. Nach der Fär-

bung wurden die Gele eingescannt, wodurch die Dichte der einzelnen Banden ermittelt und in

elektronische Daten umgewandelt wurde. Mit Hilfe der Analysesoftware Quantity One®63 konn-

ten diese dann graphisch dargestellt und ausgewertet werden.

Für die Kollagentypen I und III sind aus der Literatur spezifische Markerpeptide bekannt. Es sind

Peptide, die bei der Spaltung des jeweiligen Kollagens mit Bromzyan in größerer Menge entstehen.

Außerdem stellen sie aufgrund ihrer unterschiedlichen Molekulargewichte verschiedene Banden

auf den Gelen dar, so dass sie eindeutig identifiziert werden können. Dabei handelt es sich um α1(I)

CB7 + CB8 (24+25 kDa) für Kollagen I und α1(III) CB3 (7 kDa) für Kollagen III [5, 8, 33, 45, 133].

Zur Identifizierung wurde auf jedem Gel ein Multicolormarker mitgeführt, der Peptide bekannter

Molekulargewichte enthielt. Er diente somit als Skala in der Einheit kDa. Desweiteren wurden

Standards von reinem Kollagen I und III mitgeführt, um eine Quantifizierung zu ermöglichen.

0.00       0.10      0.20      0.30

Optische Dichte
Multicol  A    B    C

α1(I) CB7+CB8
(24+25 kDa)

α1(III) CB3
(7 kDa)

Abb. 2.7: Densitometrische Auswertung der Kollagenspaltprodukte. Die Dichte der Markerpeptid-Banden

einer Probe (hier Probe C) werden gemessen und graphisch dargestellt. Die Fläche unter dem

Graphen wird errechnet. Grenzen sind die unteren Umkehrpunkte vor und nach dem Peak.

62GS-710 Calibrated Imaging Densitometer, Bio-Rad, CA, USA
63Quantity One®, Quantitation Software Version 4.2, Bio-Rad, CA, USA
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Die Dichte der Banden, die sich aus den Markerpeptiden zusammensetzten, wurde mittels der

Analysesoftware errechnet. In der graphischen Darstellung der Bandenmuster wurden die unteren

Umkehrpunkte vor und hinter dem jeweiligen Gipfel festgelegt und anschließend die Fläche unter

dem Graphen integriert (s. Abb. 2.7). Anhand der Standards sollte die optische Dichte der Marker-

peptide bei einer bekannten Menge an reinem Kollagen I bzw. III errechnet werden. Im Rahmen

der angewendeten Methode konnte allerdings kein reproduzierbarer Standard etabliert werden. Ei-

ne Quantifizierung der Proben war somit nicht möglich.

2.6.5 Statistik

Die Durchführung eines Kolmogorov-Smirnov-Tests zeigte, dass bei den ermittelten Daten keine

Normalverteilung vorlag. Außerdem war eine sehr hohe Schiefe der Werte festzustellen. Deshalb

wurden die Ergebnisse mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Rangsummen-Tests, einem nicht parame-

trischen Test, statistisch ausgewertet.
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3 Ergebnisse

Bei allen 18 Schafen verliefen die Operation sowie die postoperative Phase komplikationslos. Die

Wundheilung verlief unauffällig und nach durchschnittlich 2 Wochen war eine Vollbelastung der

operierten Gelenke zu beobachten. Somit musste kein Tier aus der Studie ausgeschlossen werden.

Um die Ergebnisse der PES-sterilisierten Transplantate unserer Arbeitsgruppe einordnen und ver-

gleichend darstellen zu können, werden in diesem Teil der Arbeit nun auch Ergebnisse der in

Abschn. 2.1 beschriebenen Vorläuferstudie als Vergleichswerte herangezogen. Diese Arbeitsgrup-

pe hatte mit identischer Methodik autologe und nicht-sterilisierte, allogene VKB-Transplantate

vergleichend untersucht.

Bei den angegebenen Werten handelt es sich um Mediane, das Signifikanzniveau betrug p < 0,05.

3.1 Zellen

Zeitpunkt 0

Deskriptiv

Zum Zeitpunkt Null wurden native Kreuzbänder, native Flexorsehnen und PES-sterilisierte Fle-

xorsehnen analysiert. Bei allen drei Typen waren die Zellen regelmäßig über das ganze Präparat

verteilt und longitudinal zwischen den Kollagenfasern ausgerichtet. Das gesamte Gewebe wurde

gleichmäßig von bindegewebigen Septen durchzogen, in denen Gefäße verliefen. Die Zellkerne des

nativen Kreuzbandes stellten sich stabförmig bis ovoid dar, während die der Flexorsehnen ein lang

gezogenes, spindelförmiges Erscheinungsbild zeigten. Eine ovoide Morphologie ist dabei Hinweis

auf eine metabolische Aktivität der Zelle, spindelförmige Zellen sind dagegen inaktiv. Während

die Synovialmembran in der nativen und PES-sterilisierten Flexorsehne 3-5 lagig war, zeigte sie

sich im nativen Kreuzband 4-8 lagig, in einzelnen Synovialzotten waren bis zu 20 Zelllagen zu

sehen.
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a b

c

Abb. 3.1: Native Flexorsehne (a), natives VKB (b), HE 20x, aus [41] und PES-sterilisierte Flexorsehne (c):

Die Zellen sind gleichmäßig im Gewebe verteilt. Die Zellkerne der nativen und PES-sterilisierten

Flexorsehne sind spindelförmig und flach, die des nativen VKBs stabförmig bis ovoid.

Quantitativ

Die Gesamtzellzahl der PES-sterilisierten Flexorsehne betrug zum Zeitpunkt Null 247,5 / mm2

(Min: 210,6 / mm2, Max: 252,8 / mm2) und befand sich damit auf dem gleichen Niveau wie die

der nativen Flexorsehne mit 268,4 / mm2 (Min: 102,5 / mm2, Max: 395,3 / mm2). Bei beiden war

die Zellzahl signifikant niedriger (p=0,000) als im nativen Kreuzband, wo sie bei 581,1 / mm2 lag.

6 Wochen

Deskriptiv

Nach einer Standzeit von 6 Wochen war in den PES-sterilisierten Transplantaten, ähnlich wie bei

den autologen und nicht-sterilisierten, allogenen, eine sehr inhomogene Zellverteilung zu beobach-

ten. Peripher zeigten sich teils hyperzelluläre aber auch avitale Bereiche, in denen keinerlei Zellen

zu sehen waren. Zentral waren meist große komplett avitale Bereiche (avaskulär und azellulär), die
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von fingerförmig einwachsenden Zellsträngen durchzogen wurden. Dieses zell- und gefäßreiche

Granulationsgewebe wuchs von peripher nach zentral ein. Im Vergleich zu den nicht-sterilisierten

Allografts waren die avitalen Bereiche in den PES-Transplantaten deutlich ausgeprägter bzw. aus-

gedehnter. Zwei der PES- Präparate waren, abgesehen von der Synovialschicht, sogar beinahe völ-

lig zelllos. Die Zellkerne der Fibroblasten zeigten überwiegend eine spindelförmige Morphologie,

was auch bei den nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten der Fall war.

a b

c d

Abb. 3.2: Zellen: Autograft (a), nicht-sterilisiertes Allograft (b) aus [41] und PES-sterilisiertes Allograft (c

+ d) nach 6 Wochen, HE, 5x: Im autologen und nicht-sterilisierten Transplantat ist die Hyperzel-

lularität in der Peripherie deutlich sichtbar (a + b). Die PES-sterilisierten Transplantate zeigten

vereinzelt ein ähnliches Bild (d), große Areale waren jedoch völlig azellulär (d)

Die Synovialmembran stellte sich bei den PES-sterilisierten Transplantaten sehr zell- und kapillar-

reich dar. Meist war sie 3-10 lagig, bei den nicht-sterilisierten, allogenen war sie überwiegend 4-8

lagig, teilweise waren aber in beiden Gruppen auch bis zu 20 Lagen zu beobachten.
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Quantitativ

Bezüglich der Gesamtzellzahl hatte die Vorläuferstudie ergeben, dass sie im nicht-sterilisierten,

allogenen Transplantat mit 137,6 / mm2 (Min: 23,4 / mm2, Max: 250,7 / mm2) signifikant gerin-

ger (p=0,015) als im autologen Gewebe mit 217,7 / mm2 (Min: 153,8 / mm2, Max: 350,4 / mm2)

war. Im PES-sterilisierten Transplatat lag sie bei 92,0 / mm2 (Min: 11,4 / mm2, Max: 573,6 / mm2)

und war somit niedriger als im autologen (Tendenz), und auch geringfügig niedriger als im nicht-

sterilisierten, allogenen Transplantat (PES vs. ALLO p=0.481, PES vs. AUTO p=0.059).

12 Wochen

Deskriptiv

Nach 12 Wochen war in den PES-Präparaten insgesamt schon eine deutlich homogenere Zellvertei-

lung zu erkennen. Die Hyperzellularität in der Peripherie hatte etwas zugenommen, außerdem wa-

ren nun auch zentral größere zellreiche Gebiete zu sehen. Der Anteil an avitalen Bereichen im Zen-

trum hatte im Vergleich zur 6-Wochen-Gruppe abgenommen, bezogen auf die nicht-sterilisierten,

allogenen 12-Wochen-Transplantate war er allerdings noch deutlich höher. Im autologen Gewe-

be waren die Gefäße und Zellen zu diesem Zeitpunkt bereits wieder über das ganze Transplantat

verteilt. Die Zellkerne in den PES-Transplantaten zeigten vereinzelt eine ovoide Form, zu großen

Teilen waren sie jedoch nach wie vor von spindelförmiger Gestalt, während sowohl in den Au-

tografts als auch in den nicht-sterilisierten Allografts eine Entwicklung hin zu ovoider Gestalt

festzustellen war. Insgesamt etwas weniger stark ausgeprägt als nach 6 Wochen stellte sich die

Synovialmembran dar. Sie bestand aus etwa 3-8 Zelllagen, die der allogenen Transplantate aus

5-8.

Quantitativ

Bei der Betrachtung der Gesamtzellzahl fiel auf, dass die der PES-Transplantate im Vergleich

zur Zahl nach 6 Wochen zwar leicht, aber nicht signifikant (p=0,258) zugenommen hatte. Mit

169,0 / mm2 (Min: 16,2 / mm2, Max: 653,3 / mm2) war sie nicht nur signifikant niedriger (p=0,023)

als die der autologen (446,2 / mm2, Min: 241,2 / mm2, Max: 978,2 / mm2), sondern auch signifi-

kant geringer (p=0,040) als die der nicht-sterilisierten, allogenen (555,4 / mm2, Min: 154,2 / mm2,

Max: 1756,1 / mm2) Transplantate. Der Unterschied zwischen autologen und nicht-sterilisierten,

allogenen Transplantaten war hingegen nicht mehr signifikant (p=0,563).
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a b

c

Abb. 3.3: PES-sterilisiertes VKB nach 6 Wochen (a+b) und 12 Wochen (c), HE, 5x: Nach 6 Wochen zeigten

sich in vielen Präparaten große azelluläre Bereiche (a), teilweise war die Wiederbesiedlung mit

Zellen von der Peripherie ausgehend zu beobachten (b). Von 6 auf 12 Wochen nahm die Zellzahl

in einigen Bereichen sichtbar zu (c), stieg insgesamt aber nicht signifikant an.

Zusammenfassender Vergleich

Der Vergleich der PES-sterilisierten mit nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten zeigte fol-

gende Auffälligkeiten: Die PES-sterilisierten Präparate wiesen schon nach einer Standzeit von

6 Wochen deutlich größere azelluläre und avaskuläre Bereiche auf. Diese waren in den nicht-

sterilisierten, allogenen Präparaten nach 12 Wochen von peripher einwachsenden Zellen wieder

recht ausgiebig besiedelt worden, während die PES-Präparate noch immer größtenteils avital er-

schienen. Die Hyperzellularität in der Peripherie, die bei den nicht-sterilisierten Allografts nach 6

Wochen gesehen wurde, war bei den PES-sterilisierten nicht so stark ausgeprägt. Nach 12 Wochen

nahm sie zwar deutlich zu, blieb aber auch hier unter dem Niveau der allogenen Gruppe. Be-

züglich der Kernmorphologie fiel auf, dass bei den nicht-sterilisierten Allografts im Rahmen des

Remodelings nach 12 Wochen eine erkennbare Annäherung an die Gestalt des nativen VKBs statt-

gefunden hatte. Nach 52 Wochen zeigten sie eine identische Gestalt. Die Kernmorphologie in den
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Abb. 3.4: Während sich die Zellzahl von Autograft und nicht-sterilisiertem Allograft nach 12 Wochen der

des nativen Kreuzbandes annähern, ist beim PES-sterilisierten Allograft keine signifikante Verän-

derung von 6 zu 12 Wochen zu erkennen

PES-sterilisierten Präparaten wies dagegen nach 12 Wochen nur bei einzelnen Zellen eine ovoi-

de Form auf, die Annäherung an die Gestalt des nativen VKBs schien langsamer abzulaufen. Die

Synovialmembran zeigte sich deutlich reaktiv verbreitert, auffälliger, als es bei den Präparaten der

nicht-sterilisierten, allogenen Gruppe zu sehen war. Außerdem waren vereinzelt Entzündungszel-

len zu finden, was auf eine leichte chronisch granulierende Entzündung hinwies. In den Schnitten

der nicht-sterilisierten, allogenen Transplantate ist dies nicht der Fall gewesen.

Die Gesamtzellzahl der PES-sterilisierten Allografts war nach 6 Wochen ähnlich niedrig wie die

der nicht-sterilisierten Allografts. Beide waren signifikant niedriger als die der nativen Flexorseh-

ne und des nativen vorderen Kreuzbandes und auch niedriger als die der autologen Transplantate.

Nach 12 Wochen war die Zellzahl in den nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten deutlich

angestiegen. Sie war nun signifikant höher als die der nativen Flexorsehne und sogar höher also

die des nativen VKBs und der autologen Transplantate (wenn auch nicht signifikant). Die Gesamt-

zellzahl der PES-sterilisierten Transplantate stieg dagegen nur gering an. Sie blieb deutlich unter

dem Niveau des nativen Kreuzbandes und war somit signifikant niedriger als die der autologen und

auch nicht-sterilisierten, allogenen Gruppe.
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Insgesamt waren also durchaus die gleichen Entwicklungstendenzen von 6 zu 12 Wochen zu be-

obachten, es zeigte sich jedoch, dass das frühe Remodeling bei PES-sterilisierten Transplantaten

verzögert ablief.

3.2 Myofibroblasten

Zeitpunkt 0

Bei den immunhistologisch gefärbten Präparaten war zu erkennen, dass die Myofibroblasten in

der nativen Flexorsehne relativ gleichmäßig über die gesamte Fläche verteilt waren, die Zellker-

ne waren schmal und spindelförmig. Im nativen VKB gab es dagegen ausgedehnte Bereiche, in

a b

c

Abb. 3.5: Myofibroblasten zum Zeitpunkt 0, α-sma Färbung: natives VKB (a), native Flexorsehne (b), 20x,

aus [41]. PES-sterilisierte Flexorsehne (c) 5x. Im nativen VKB und der nativen Flexorsehne sind

zahlreiche, rot angefärbte Myofibroblasten zu erkennen. In der PES-sterilisierten Flexorsehne

ließen sich keine Myofibroblasten anfärben. Das deutlich rote Signal der glatten Muskelzellen

der Gefäße zeigt, dass die Färbung selbst funktionierte.
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denen sich keine Myofibroblasten befanden, dabei gab es bei den einzelnen Schnitten große Unter-

schiede. Die Zellkerne zeigten eine stab- bis ovoidförmige Gestalt. Zum Zeitpunkt Null waren in 8

von 9 PES-sterilisierten Sehnen auch nach mehrfacher Wiederholunug und leichter Modifikation

der Färbung gar keine Myofibroblasten angefärbt worden. In einer Sehne konnte eine minimale

Anzahl in einem kleinen Bereich in der Peripherie identifiziert werden. Da aber die als positiv-

Kontrolle herangezogenen Gefäße und auch Myofibroblasten in einem Kontroll-Schnitt einer na-

tiven Flexorsehne deutlich angefärbt worden waren, muss davon ausgegangen werden, dass die

PES-sterililsierten Flexorsehne keine Myofibroblasten enthielten (s. Abb. 3.5).

6 Wochen

Nach 6 Wochen ergab sich bei den PES-sterilisierten Transplantaten folgendes Bild: Insgesamt war

die Verteilung vollkommen inhomogen. Peripher waren stellenweise einzeln liegende Myofibro-

blasten zu finden, zentral stellten sich vereinzelt aus ASMA-positiven Zellen bestehende, fingerför-

mige Zellstränge dar. Die Myofibroblasten wuchsen also ausgehend von Synovia und Zellstraßen

in das sonst azelluläre, avitale Gewebe ein. Ihre Zellkerne waren wie die der Fibrozyten von spin-

delförmiger Morphologie. Auch in den Präparaten der autologen und nicht-sterilisierten, allogenen

Transplantate war dies zu sehen, allerdings in einem völlig anderen Ausmaß (s. Abb. 3.6). Das Ge-

webe erschien zwar insgesamt auch noch recht inhomogen, eine Neubesiedlung des Transplantates

durch Myofibroblasten fand aber in vielen Bereichen statt. Ein Großteil der Peripherie war bereits

myofibroblastenreich. In den PES-sterilisierten Transplantaten waren insgesamt deutlich weniger

Myofibroblasten zu finden. Es befanden sich nur wenige, recht kleine, myofibroblastenreiche Stel-

len zwischen vielen großen, azellulären Arealen. In zwei Präparaten konnten außerdem praktisch

keine Myofibroblasten identifiziert werden.

12 Wochen

In der 12. Woche des Einheilungsprozesses ergab sich bei den PES-sterilisierten Transplantaten

weitestgehend das gleiche Bild wie nach 6 Wochen. Die Verteilung der Myofibroblasten hatte sich

nicht offensichtlich verändert. Sie war noch immer stark inhomogen. Nur die Morphologie der

Zellkerne ließ Unterschiede erkennen. Sie waren nun ovoid bis spindelförmig, was eine Annähe-

rung an die Gestalt der Zellen im nativen VKB darstellte. Die Zellkerne der nicht-sterilisierten, al-

logenen Transplantate hatten eine identische Morphologie. Anders als im PES-sterilisierten Trans-
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a b

c d

Abb. 3.6: Myofibroblasten nach 6 Wochen in Autograft (a), nicht-sterilisiertem Allograft (b) und PES-

sterilisiertem Allograft (c+d), α-sma Färbung, 20x (d 10x): Bei allen drei Gruppen sind finger-

förmig einwachsende Myofibroblasten zu erkennen, allerdings zeigten sich im PES-sterilisierten

Allograft zumeist sehr große Bereiche, in denen gar keine Myofibroblasten zu finden waren (d).

(a + b aus [41])

plantat war aber eine homogenere Verteilung der Myofibroblasten zu erkennen. Es waren wesent-

lich weniger myofibroblastenarme Bereiche im Zentrum der Schnitte zu erkennen gewesen. Vor

allem in der quantitativen Auswertung konnte eine deutliche Entwicklung von 6 auf 12 Wochen

festgestellt werden, die Zahl der Myofibroblasten war signifikant (p < 0,05) angestiegen.

Die PES-sterilisierten Transplantate unterschieden sich nach 6 und 12 Wochen hingegen nicht oder

höchstens minimal voneinander. Auch nach 12 Wochen waren große Bereiche der Transplantate

völlig avital und enthielten nur vereinzelt Myofibroblasten. Es war keine eindeutige Entwicklung

zu erkennen, so dass auch anhand der Myofibroblasten ein verzögerter Einheilungsprozess festge-

stellt wurde.
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c d

e

Abb. 3.7: Myofibroblasten nach 12 Wochen in Autograft (a) 10x, nicht-sterilisiertem Allograft (b) 20x und

PES-sterilisiertem Allograft (c + d) 20x, (e) 10x, α-sma Färbung: Nach 12 Wochen sind in den

PES-sterilisierten Transplantaten vermehrt fingerförmig einwachsende Myofibroblasten zu erken-

nen (c + d). Im Vergleich zu den autologen und nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten sind

insgesamt aber deutlich weniger Myofibroblasten zu sehen, große Bereiche sind noch immer myo-

fibroblastenfrei (e). (a + b aus [41])
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Die stark inhomogene Myofibroblastenverteilung bei den PES-sterilisierten Transplantaten nach 6

und auch 12 Wochen war der Grund, weshalb wir diesen Parameter nicht quantitativ auswerteten.

Die Auswahl von 10 Gesichtsfeldern zur Zellzählung hätte zu einer Verfälschung der Werte führen

können, außerdem wäre das reale Bild der ungleichen Verteilung der Myofibroblasten nicht ent-

sprechend wiedergegeben worden. Gemeinsam mit weiteren Mitarbeitern des Institutes und Dok-

toranden unserer Vorläuferstudie, die eine quantitative Analyse vorgenommen hatten, entschieden

wir, dass eine rein deskriptive Analyse besser geeignet sei, den Sachverhalt darzustellen.

3.3 Kollagencrimp

Zeitpunkt 0

Deskriptiv

Die Anordnung des Kollagens im Gewebe des nativen Kreuzbandes, der nativen Flexorsehne und

der PES-sterilisierten Flexorsehne war streng longitudinal. Dabei wurden die Kollagenfaserbün-

del im gesamten Präparat von bindegewebigen Septen durchzogen, welche parallel zueinander

verliefen. Insgesamt schienen sich etwas mehr Septen in den Schnitten des VKBs zu befinden,

die Gliederung wirkte dadurch ausgeprägter. Die gleiche regelmäßig longitudinale Orientierung

zeigte somit auch der Kollagen-Crimp, dessen Struktur im VKB etwas markanter erschien. Der

Crimp der PES-sterilisierten Flexorsehne unterschied sich kaum von dem der nativen Flexorsehne.

Einzige Auffälligkeit war eine stärkere Auffächerung zwischen den Kollagenfaserbündeln bei den

PES-steriliserten Sehnen, wobei es sich aber höchstwahrscheinlich um Schnittartefakte handelte.

Sie waren deutlich härter und somit schwerer zu schneiden gewesen, als die nativen Sehnen.

Quantitativ

Im intakten VKB stellte sich die Wellenlänge mit 46,3 µm (Min: 27,1 µm, Max135,2 µm) signi-

fikant kürzer (p=0,005) als in der nativen (138,0 µm, Min: 88,3 µm, Max: 268,8 µm) und PES-

sterilisierten Flexorsehne (142,4 µm, Min: 127,8 µm, Max: 147,3 µm) dar (p=0,001). Die Wel-

lenłänge dieser beiden war annähernd identisch.
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a b

c

Abb. 3.8: Polarisationsmikroskopisches Bild des Kollagencrimps zum Zeitpunkt 0, 5x: natives VKB (a),

native Flexorsehne (b) und PES-sterilisierte Flexorsehne (c) zeigen die gleiche geordnete Struktur

des Crimps (a+b aus [41])

6 Wochen

Deskriptiv

Nach einer Standzeit von 6 Wochen fiel in den PES-sterilisierten Transplantaten eine etwas in-

homogenere Kollagenanordnung als in den nativen Flexorsehnen auf. Die Ausrichtung der Kol-

lagenfasern war nun nicht mehr streng longitudinal, einzelne Fasern wichen davon ab. Auch die

Septierung war weniger regelmäßig. Die Crimpstruktur war ungeordneter als im nativen Gewebe,

es zeigten sich aber auch große Bereiche mit homogener Crimpstruktur. Diese Bereiche stellten

sich in den histologischen und immunhistologischen Färbungen stark avital dar, so dass davon

auszugehen ist, dass es sich um den ursprünglichen Crimp des Transplantates handelte. Trotz der

Azellularität war die Tertiärstruktur des straffen kollagenen Bindegewebes gut erhalten und nur in

geringem Maße von neu gebildetem Crimp ersetzt worden. Im Vergleich zu den autologen Trans-

plantaten stellten sich die PES-sterilisierten Allografts insgesamt etwas inhomogener dar, vergli-

chen mit den nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten war aufgrund des geringen Anteils an
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neu gebildetem Crimp ein homogeneres Bild zu sehen. Trotzdem schwankte die Crimpfrequenz

innerhalb der einzelnen Schnitte teilweise stark.

a b

c

Abb. 3.9: Kollagencrimp nach 6 Wochen, 20x (a+b) bzw. 5x (c): Autograft (a) und nicht-sterilisiertes Al-

lograft (b) zeigen eine stark ungeordnete Struktur. Die Crimpstruktur des PES-sterilisierten Al-

lografts (c) wirkt dagegen sehr gleichmäßig. Vermutlich handelt es sich dabei um den erhaltenen

Crimp des Transplantates, Umbauprozesse scheinen kaum stattgefunden zu haben (a+b aus [41]).

Quantitativ

Hinsichtlich der Wellenlänge ergab sich nach 6 Wochen kein signifikanter Unterschied (p=0,798)

zwischen Autograft (148,7 µm, Min:135,1 µm, Max: 407,5 µm) und nicht-sterilisiertem Allograft

(188,7 µm, Min: 78,8 µm, Max: 243,8 µm). Die Wellenlänge im PES-sterilisierten Transplantat

betrug 279,8 µm (Min:197,5 µm, Max: 506,3 µm) und war von 0 nach 6 Wochen signifikant an-

gestiegen (p = 0,000). Zu diesem Zeitpunkt war sie signifikant höher als bei nicht-sterilisiertem,

allogenen und bei autologem Gewebe (PES vs. ALLO p = 0,006, PES vs. AUTO p = 0,036).
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12 Wochen

Deskriptiv

In der 12-Wochen-Gruppe der PES-sterilisierten Transplantate fielen kaum Unterschiede zu den 6-

Wochen-Präparaten auf. Verglichen mit den nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten wirkten

sie noch immer homogener. In den zellreichen Gebieten war nun aber auch eine Veränderung der

Crimpstruktur zu sehen. Der Crimp zeigte sich inhomogener und vereinzelt waren von peripher

fortschreitende Strukturänderungen, wie bei autologen und allogenen Transplantaten schon nach 6

Wochen, festzustellen. Dabei handelte es sich um neu gebildete Crimpformationen, die im Rahmen

des Remodelings von freien Sehnentransplantaten typischerweise zu sehen sind.

a b

Abb. 3.10: Kollagencrimp nach 12 Wochen, 5x: nicht-sterilisiertes Allograft (a) und PES-sterilisiertes Allo-

graft (b). Das PES-sterilisierte Transplantat zeigt im Vergleich zu 6 Wochen eine etwas ungeord-

netere Struktur, neben Arealen mit gut erhaltenem Crimp des ursprünglichen Transplantates. Es

scheint eine langsame Entwicklung stattzufinden. Im nicht-sterilisierten Allograft hat die Neu-

bildung des Crimps zu einer stärkeren Ordnung als nach 6 Wochen geführt (a aus [41]).

Quantitativ

Zu diesem Zeitpunkt war die Wellenlänge im autologen Gewebe mit 175,0 µm (Min: 18,5 µm,

Max: 348,7 µm) signifikant höher (p = 0,023) als im nicht-sterilisierten, allogenen (119,9 µm, Min:

81,9 µm, Max: 155,2 µm). Die Wellenlänge in den PES-sterilisierten Transplantaten war von 6

nach 12 Wochen auf 340,4 µm (Min: 277,3 µm, Max: 470,8 µm) noch leicht angestiegen und war

wiederum signifikant höher als im nicht-sterilisierten, allogenen und im autologen Transplantat

(PES vs. ALLO p = 0,000, PES vs. AUTO p = 0,003). Die Crimpfrequenz variierte hier innerhalb
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der Schnitte nicht mehr so stark, wie es noch nach 6 Wochen der Fall gewesen ist.

In der Vergleichsgruppe war deutlich geworden, dass sich die Wellenlänge des Crimp in autologen

und in nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten im Laufe der Zeit der Länge des VKBs lang-

sam annäherte, nachdem sie initial deutlich gestiegen war. Bei dem PES-sterilisierten Gewebe war

diese Entwicklung in der frühen Phase des Remodeling noch nicht zu erkennen. Die Wellenlänge

nahm von 6 zu 12 Wochen sogar noch zu, wenn auch nicht signifikant (p = 0,258).

0
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400

500 VKB nativ
Flexorsehne
Autograft
Allograft
PES Allograft

0 Wochen 6 Wochen 12 Wochen

Crimp [µm]

Abb. 3.11: Die Crimplänge zeigte bei Autograft, nicht-sterilisiertem Allograft und PES-sterilisiertem Allo-

graft keine signifikante Entwicklung von 6 zu 12 Wochen. Auffällig ist aber, dass die Wellenlänge

der PES-sterilisierten Allografts von 0 auf 6 Wochen signifikant ansteigt und sowohl nach 6 als

auch nach 12 Wochen signifikant höher ist, als die der beiden anderen Transplantate
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3.4 Kollagentypisierung

Zur Auswertung der Kollagenverteilung war eine semiquantitative Analyse vorgesehen. Diese

konnte leider nicht durchgeführt werden, da die Etablierung der Standards für Kollagen I und

III nicht gelang. Die Auswertung erfolgte deshalb nicht-quantitativ. Die gesuchten Markerbanden

wurden anhand der bekannten relativen Laufweite der Markerpeptide für Kollagen I (24+25 kDA)

und III (7 kDa) identifiziert. Der auf jedem einzelnen Gel mitgeführte Multicolormarker diente

der Skalierung in kDA, so dass die angefärbten Banden unterschiedlicher Molekulargewichte klar

zugeordnet werden konnten. Durch die Messung der optischen Dichte war eine Beurteilung der

mengenmäßigen Veränderung der Kollagentypen von 0 auf 6 Wochen und von 6 auf 12 Wochen

möglich.

Kollagen I

Zum Zeitpunkt Null betrug die optische Dichte (OD) der Bande des Markerpeptids 0,110 (Min:

0,10, Max: 0,12). Nach 6 Wochen wurde eine OD von 0,070 (Min: 0,03, Max: 0,98) ermittelt, was

keine signifikante Veränderung darstellte (p=0,909). Gleiches zeigte sich auch nach 12 Wochen.

Die OD betrug hier 0,123 (Min: 0,01, Max: 1,65) und war somit minimal angestiegen, hatte sich

aber nicht signifikant verändert (p=0,931). Der Vergleich der OD nach 0 und 12 Wochen ergab

ebenfalls keine signifikante Veränderung (p=0,906).

Kollagen III

Ein im Prinzip identisches Bild ergaben die Messungen der OD für Kollagen III. Sie lag zum

Zeitpunkt Null bei 0,079 (Min: 0,07, Max: 0,09), nach 6 Wochen betrug sie 0,089 (Min: 0,02, Max:

0,27) und nach 12 Wochen 0,053 (Min: 0,01, Max: 0,47). Auch hier war also keine signifikante

Veränderung von 0 auf 6 Wochen (p=0,909), von 6 auf 12 Wochen (p=0,931) und von 0 auf 12

Wochen (p=0,582) festzustellen.

Zusammenfassend bedeutet dies, dass sich sowohl der Gehalt an Kollagen I als auch der Gehalt an

Kollagen III im Laufe der 12 Wochen nicht signifikant veränderte. Eine direkte Vergleichsgruppe

existierte leider nicht. Die Kollagenanalyse autologer und nicht-sterilisierter, allogener Transplan-

tate hätte im Rahmen der Vorläuferstudie durchgeführt werden sollen, konnte aber bisher nicht

fertiggestellt werden.
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Abb. 3.12: Sowohl bei Kollagen I als auch Kollagen III wurden keine signifikanten Veränderungen der OD

von 0 auf 6, von 6 auf 12 und von 0 auf 12 Wochen festgestellt. Dargestellt ist die optische

Dichte der Markerpeptide von Kollagen I und III, welche mit der Gesamtmenge des jeweiligen

Kollagentyps korreliert. Eine quantitative Auswertung der Kollagentypen war nicht möglich.
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4 Diskussion

Während in der Vergangenheit nur eine geringe Anzahl von Allografts zur primären VKB-Rekon-

struktion eingesetzt wurde, ist die Nachfrage in den letzten Jahren deutlich gestiegen. Gerade bei

Sportlern, jungen Menschen und bei komplexen Knieverletzungen sind Allografts aufgrund der

fehlenden Entnahmemorbidität hervorragende Alternativen. Allerdings besteht nach wie vor das

Problem, dass bisher kein ideales Sterilisationsverfahren für die Spendertransplantate existiert.

Durch die Sterilisation sollen Bakterien, Viren und Pilze abgetötet werden, so dass eine eventuelle

Krankheitsübertragung (z.B. HIV, Hepatitis B, Hepatitis C) von Spender zu Empfänger ausge-

schlossen werden kann. Alle bisher getesteten Verfahren wiesen jedoch wesentliche Nachteile auf,

wie z.B. eine geminderte mechanische Belastbarkeit, oder eine karzinogene oder mutagene Wir-

kung. Dies führt zu einer limitierten Anwendung von Allografts.

Das Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren ist zur Sterilisation von Knochengewebe schon

seit längerem im Einsatz. Bei Sehnengewebe ist in-vitro kein nachteiliger Einfluss auf die me-

chanischen Eigenschaften beobachtet worden. In-vivo Studien, die auch eine Auswirkung auf den

Einheilungsprozess zeigen könnten, existierten jedoch nicht. Doch gerade nach primärem Ersatz,

der eine frühe, aktive Rehabilitationsphase nach sich zieht, ist es wichtig, ausreichende Kenntnisse

über das frühe Remodelingverhalten der Transplantate zu besitzen, um ein vorzeitiges Versagen

vermeiden und eine langfristige Gelenkstabilität gewährleisten zu können.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, das Remodeling PES-sterilisierter Allografts anhand der

Gesamtzellzahl, der Myofibroblastendichte, der Crimplänge und des Gehaltes an Kollagen I und

III zu untersuchen. Diese Daten sollten auch im Zusammenhang mit den Daten weiterer Unter-

suchungen unserer Studiengruppe zur Revaskularisierung, Biomechanik und Knocheneinheilung

der Transplantate betrachtet werden. Außerdem wurden die Ergebnisse einer zuvor in der Cha-

rité durchgeführten Studie, die das Remodelingverhalten von autologen und nicht-sterilisierten,

allogenen Transplantaten untersucht hatte, zum Vergleich mit herangezogen. Die Ergebnisse soll-

ten zeigen, ob das Sterilisationsverfahren mit PES für freie allogene Sehnentransplantate in der

primären Kreuzbandchirurgie für die klinische Anwendung empfohlen werden kann.
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4.1 Sterilisationverfahren

Die vorliegende Studie ist die erste, die den Einfluss des Sterilisationsverfahrens mit Peressigsäure

auf das Remodeling freier allogener Sehnentransplatate in-vivo untersucht hat. Bisher liegen al-

so keine wirklich vergleichbaren Ergebnisse vor. Zur Sterilisation von Knochengewebe wird das

Verfahren jedoch schon seit den frühen 80er Jahren genutzt. Bei allogenen Knochentransplan-

taten konnte kein negativer Effekt der PES auf strukturelle und biomechanische Eigenschaften

festgestellt werden. Pruss et al. [116] untersuchten dies in-vitro. Auch in der Klinik sind keine

gegenteiligen Erfahrungen gemacht worden. Seit den 80er Jahren ist das Verfahren außerdem zur

Sterilisisation von Patellar- und Achillessehnen zugelassen, obwohl weder in-vitro noch in-vivo

Studien existierten. Im Jahre 2005 verwendeten Scheffler et al. [129] das Verfahren erstmals zur

Sterilisation von Sehnengewebe. In dieser in-vitro Studie zeigte sich kein negativer Einfluss auf

die mechanischen Eigenschaften der untersuchten BPTB-Transplantate.

Im Laufe der Durchführung der hier vorliegenden Studie wurden schon PES-sterilisierte Allografts

zum primären VKB-Ersatz in der Klinik eingesetzt. Ersten mündlichen Berichten der Orthopädi-

schen Klinik Markgröningen und des Klinikums Köln-Merheim zufolge trat hier eine erhebliche

Inzidenz von Versagern auf. Diese Beobachtungen könnten durch die Ergebnisse unserer Studie er-

klärt werden. Im Vergleich zu den Auto- und nicht-sterilisierten Allografts unserer Vorläuferstudie

stellten wir eine deutliche Verzögerung des frühen Remodelings fest. Die verminderten strukturel-

len und biomechanischen Eigenschaften der Transplantate führten offensichtlich zum Versagen.

Es liegt also der Verdacht nahe, dass die PES das Gewebe in nachteiliger Weise beeinflusst. Die

Untersuchungen anderer, auch allogener, transplantierter Gewebe hatten allerdings keinen derar-

tigen Effekt gezeigt. Die Einheilung von Knochengewebe verläuft wie bereits erwähnt völlig un-

auffällig. Wie in Abschn. 1.5.2 beschrieben, werden PES-sterilisierte Transplantate von der Ge-

webebank auf Rückstände der eingesetzten Substanzen untersucht, bevor sie freigegeben werden.

Durch den sogenannten Reflectoquant-Peressigsäure-Test wird gesichert, dass weniger als 1 ppm

PES im Transplantat verbleibt. Der rasche Zerfall in Essigsäure und Wasserstoffperoxid soll da-

für verantwortlich sein. Eventuell wäre es aber möglich, dass eine minimale Restmenge der PES

im Transplantat zurückbleibt und das Remodeling nachteilig beeinflusst. Bei so niedrigen Rest-

konzentrationen von unter 1 ppm erscheint dies jedoch eher unwahrscheinlich. Desweiteren wäre

es denkbar, dass die Abtötung aller lebenden Zellen die Ursache für die Verzögerung des Einhei-

lungsprozesses darstellt. Während im Knochengewebe offensichtlich keine im Transplantat ver-
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bliebenen Zellen für die Einheilung nötig sind, könnte dies im Weichteiltransplantat anders sein.

Auch das spezielle Milieu aufgrund der intraartikulären Lage könnte hier von Bedeutung sein. Al-

lerdings zeigte beispielsweise die Studie von Jackson et al. [72], dass das Remodeling auch bei

azellulären Transplantaten unverzögert abläuft. Somit scheint auch diese Möglichkeit nicht sehr

wahrscheinlich zu sein.

Es bleibt die Vermutung, dass der Sterilisationsprozess mit PES zu ultrastrukturellen Veränderun-

gen des Transplantates führt. Diese könnten entweder eine sofortige Schwächung des Gewebes zur

Folge haben, was allerdings nicht zu den Ergebnissen der erwähnten in-vitro Studie von Scheffler

et al. passen würde. Oder sie stellen eine Art Barriere für die Rezellularisierung und Revaskula-

risierung des Transplantates dar, wodurch es zur Verzögerung des Remodelingprozesses kommen

könnte.

4.2 Sterilisiertes Sehnentransplantat – Zeitpunkt Null

Bei der histologischen Untersuchung der sterilisierten Flexorsehnen zum Zeitpunkt Null fielen zu-

nächst keine Unterschiede zu nativen Flexorsehnen auf. Spindelförmige Fibrozyten waren gleich-

mäßig über die gesamte Sehne verteilt zu sehen. Die Gesamtzellzahl war annähernd gleich (Me-

dian native Flexorsehne: 268,4 / mm2, Median PES-sterilisierte Flexorsehne: 247,5 / mm2). Da die

Sterilisation mit PES dazu führen soll, dass keinerlei Bakterien, Viren und Pilze im Transplan-

tat verbleiben, ist davon auszugehen, dass auch alle ortsständigen Zellen (Fibroblasten, Perizyten,

usw.) abgetötet werden. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei den Zellen im PES-

sterilisierten Transplantat also um avitale Zellen. Die Betrachtung einfacher histologischer Fär-

bungen lässt allerdings keine Differenzierung zwischen vitalen und avitalen Zellen zu.

Auch bei der Betrachtung des Crimps fielen keine Unterschiede zur nativen Flexorsehne auf. Im

PES-sterilisierten Transplantat war der Crimp ebenfalls geordnet, verlief streng longitudinal und

zeigte eine niedrige Wellenlänge (Median native Flexorsehne: 138,0 µm, Median PES-sterilisierte

Flexor-sehne 142,4 µm).

Bei der immunhistologischen Färbung zeigte sich jedoch, dass die sterilisierten Sehnen bis auf we-

nige Ausnahmen keine Myofibroblasten enthielten. Glatte Muskelzellen, die als Positiv-Kontrolle

der Färbung herangezogen wurden, waren dagegen deutlich angefärbt worden. Ein Versagen der

Färbemethode konnte somit ausgeschlossen werden. In nativen Sehnen ist das Vorkommen von
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Myofibroblasten allerdings mehrfach nachgewiesen worden. In unsere Vorläuferstudie fand Dust-

mann [41] bei seinen Untersuchungen eine Myofibroblastenanzahl von 101,4 / mm2 in der Flexor-

sehne des Schafes. Faryniarz et al. [46] wiesen 1996 Myofibroblasten im medialen Kollateralband

des Kaninchens nach, Murray und Spector gelang dies 1999 auch im nativen und rupturierten

humanen VKB [99]. Unsere Ergebnisse zeigten, dass sich zum Zeitpunkt Null gar keine Myofi-

broblasten in den PES-sterilisierten Transplantaten befanden. Sie müssen durch die Sterilisation

so verändert worden sein, dass der zur Anfärbung verwendete Antikörper gegen α-sma nicht mehr

spezifisch binden konnte. Da die Sterilisation eingesetzt wird, um Viren, Bakterien und Pilze ab-

zutöten, ist davon auszugehen, dass auch alle weiteren Zellen, wie die Myofibroblasten, im Trans-

plantat zerstört wurden.

4.3 Remodeling

Der Prozess des Remodelings von Sehnentransplantaten nach VKB-Ersatz wurde schon 1986 von

Amiel et al. [8] beschrieben. Am Kaninchenmodell zeigten sie, dass das Transplantat histologisch

und biochemisch zunehmend die Gestalt des VKBs annahm. Als Grund für diese Umwandlung

vermuteten sie eine Adaptation an die neue Umgebung, also an das synoviale Milieu und die

veränderte Belastungssituation. 1993 untersuchten Bosch und Kasperczyk [22] das Remodeling-

verhalten am Schafsmodell. Sie verwendeten Patellarsehnen als Transplantate, ersetzten aber das

hintere Kreuzband. Dabei stellten sie einen charakteristischen Verlauf fest und teilten den Umbau-

prozess entsprechend der Phasen der Wundheilung in drei Stadien ein: bis zu 2 Wochen dauert

die initiale Phase der partiellen ischämischen Nekrose und Degeneration, daran schließt sich die

Revitalisierungsphase an (bis 16 Wochen) und als dritte Phase folgt die eigentliche Remodeling-

phase (bis 6 Monate). Inzwischen ist dieser Umbauprozess anhand einer Vielzahl von Studien

nachgewiesen worden. Dabei fiel allerdings auf, dass der Ablauf des Remodelings nicht immer

identisch ist. Unterschiedliche Transplantate, Verankerungstechniken, Sterilisationsvefahren und

Studienmodelle nehmen Einfluss auf Dauer, Geschwindigkeit und Langzeitergebnisse.

In unserer Studie wurden die Ergebnisse einer Vorläuferstudie, die autologe Transplantate mit

nicht-sterilisierten Spendersehnen verglichen hatte, als Kontrollgruppe herangezogen. Um eine

bestmögliche Vergleichbarkeit gewährleisten zu können, wählten wir deshalb sowohl ein identi-

sches Tiermodell, als auch identische Methoden der Aufarbeitung, Untersuchung und Auswer-

tung. Somit kann weitgehend ausgeschlossen werden, dass, abgesehen von dem Unterschied der
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PES-Sterilisation, weitere Faktoren die Ergebnisse beeinflusst haben.

Die Resultate der Vorläuferstudie zeigten, dass der bekannte Remodelingprozess sowohl im autolo-

gen, als auch im nicht-sterilisierten, allogenen Transplantat ablief. Dustmann [41] stellte fest, dass

der Umbau zunächst mit einer unregelmäßigen Zell- und Kollagenanordnung einherging. Während

sich die Peripherie extrem hyperzellulär darstellte, waren in zentralen Bereichen hypo- bis azel-

luläre Areale vorherrschend. Dabei wanderten die Zellen fingerförmig entlang der Gefäße in das

Gewebe ein, nach einem Jahr war das Transplantat wieder vollständig besiedelt. Gleichzeitig war

eine stetige Zunahme der longitudinalen Orientierung der Extrazellulärmatrix zu erkennen gewe-

sen. Auch die Gefäßdichte stieg im Verlauf an, die Gefäße verliefen wieder vermehrt longitudinal

in bindegewebigen Septen. Weiler et al. [164] hatten diese Dynamik 2002 in ihrer Studie zum Re-

modelingprozess von autologen VKB-Transplantaten bei identischem Versuchsmodell feststellen

können. Zur Beschreibung der Vorgänge hatten sie ebenfalls Zellzahl, Myofibroblasten, Crimp und

Vaskularisierung untersucht.

Dustmann stellte fest, dass die Zellzahl und die Crimpfrequenz beider Transplantat-Gruppen 6

Wochen nach dem Ersatz des VKBs noch deutlich denen der nativen Flexorsehne glichen. Von

6 auf 12 Wochen stieg die Zellzahl von Auto- und nicht-sterilisiertem Allograft dann deutlich an

und zumindest beim Autograft zeigte sich tendenziell auch eine Verkürzung des Crimps, was eine

Annäherung an die Gestalt des nativen VKBs bedeutete. Die Angleichung an das Erscheinungsbild

war bezüglich der Zellzahl bereits nach 12 Wochen abgeschlossen. Nach 52 Wochen waren dann

auch bei der Myofibroblastenzahl und der Crimpfrequenz in beiden Gruppen keine signifikan-

ten Unterschiede mehr zum nativen VKB festzustellen. Lediglich in der deskriptiven Auswertung

ließen sich noch Unterschiede in Form eines inhomogenen Bildes der Crimpstruktur erkennen.

Dies könnte darauf hinweisen, dass das Remodeling auch nach 52 Wochen noch nicht vollständig

abgeschlossen war.

Es stellte sich allerdings ebenfalls heraus, dass es deutliche Unterschiede zwischen autologen

und nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten gab. In der 6-Wochen-Gruppe wiesen die nicht-

sterilisierten, allogenen Transplantate eine signifikant geringere Gesamtzellzahl auf, gleichzeitig

war die Myofibroblastendichte nur tendenziell niedriger. Nach 12 Wochen glichen sich die Trans-

plantate bezüglich der Gesamtzellzahl einander an, die Myofibroblastenzahl und die Crimplänge

der nicht-sterilisierten Allografts waren jedoch signifikant höher als die der Autografts. Nach 6

Wochen konnte neben der verzögerten Wiederbesiedlung mit Zellen auch eine verzögerte Revas-
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kularisierung festgestellt werden. Die stärksten Abweichungen zeigten sich jedoch bei der deskrip-

tiven Auswertung. Im autologen Gewebe war nach 12 Wochen bereits eine regelmäßigere Zell- und

Gefäßverteilung und Kollagenstruktur sowie eine deutlichere longitudinale Orientierung zu erken-

nen. Das nicht-sterilisierte, allogene Gewebe wirkte dagegen noch recht ungeordnet und inhomo-

gen. Erst nach 52 Wochen glichen sich die beiden untersuchten Gruppen einander an. Dustmann

et al. fanden also heraus, dass der Remodelingprozess im nicht-sterilisierten Allograft langsamer

ablief als im Autograft.

Ähnliche Ergebnisse brachten eine Vielzahl von Tierstudien [29, 41, 60, 74, 81, 101]. Während

diese eine Unterlegenheit der Allografts gegenüber Autografts zeigten, ergaben die klinischen Stu-

dien widersprüchliche Ergebnisse. [10, 113, 136]

Der Vergleich mit den Ergebnissen unserer PES-sterilisierten Transplantate zeigte nun, dass der

Umbauprozess im sterilisierten Gewebe nicht nur deutlich langsamer als im autologen, sondern

auch langsamer als im nicht-sterilisierten, allogenen ablief. Sowohl nach 6 als auch nach 12 Wo-

chen war im PES-sterilisierten Allograft eine wesentlich niedrigere Gesamtzellzahl als in beiden

anderen Gruppen zu beobachten. Die Crimplänge unterschied sich ebenfalls zu beiden Zeitpunkten

auffällig von der der autologen und nicht-sterilisierten Transplantate. Sie war jeweils signifikant

höher als in den beiden Gruppen, außerdem auch höher als im nativen VKB und in der nativen Fle-

xorsehne (s. Abb. 3.11). Die deskriptive Analyse bestätigte die statistischen Ergebnisse und zeigte

die Unterschiede vielleicht sogar am deutlichsten. Nach 6 Wochen waren die PES-sterilisierten

Transplantate zumeist stark azellulär und der Crimp war von inhomogener Struktur. Ein ähnli-

ches Bild war bei den nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten zu sehen gewesen, die Schnitte

wirkten insgesamt aber schon vitaler. 6 Wochen später stellte sich bei den PES-sterilisierten Allo-

grafts kein Unterschied zu der 6-Wochen-Gruppe dar. Die Schnitte sahen zu beiden Zeitpunkten

identisch aus und ließen den Eindruck entstehen, dass keinerlei Entwicklung stattgefunden hatte.

Bei den nicht-sterilisierten, allogenen und natürlich bei den autologen waren deutliche Verände-

rungen zu erkennen gewesen. Die Zellularität hatte zugenommen, der Crimp war von geordneterer

Struktur und es waren vermehrt einwachsende Myofibroblasten festzustellen.

Ob die Entwicklung der PES-sterilisierten Transplantate nach einem längeren Zeitraum auch ein

Angleichen an das histologische Erscheinungsbild des nativen VKBs ergeben hätte, ist durch un-

sere Studie nicht zu klären. Unser Ziel war, die wichtigen, frühen Prozesse der Transplantatein-

heilung zu untersuchen. Gerade die ersten drei Monate sind dabei besonders ausschlaggebend, da

63



eine möglichst frühe Wiederherstellung der vollen Belastbarkeit für den klinischen Erfolg von ent-

scheidender Bedeutung ist. Dabei konnten wir deutlich zeigen, dass das frühe Remodeling gestört

oder zumindest verzögert abläuft.

Diese Problematik ist bereits bei anderen Sterilisationsverfahren, die im Rahmen des allogenen

VKB-Ersatzes getestet wurden, festgestellt worden. Fideler et al. [48] verglichen im Jahre 1995

Allografts, die durch die Bestrahlung mit γ-Strahlen sterilisiert worden waren, mit Autografts. Da-

bei verwendeten sie humane BPTB-Transplantate. Ergebnis ihrer Studie war, dass die Bestrahlung

einen dosisabhängigen Effekt auf die biomechanischen Eigenschaften des Transplantates ausübt.

Schon bei einer Dosis von 2.0 mrad stellten sie Auswirkungen fest, wobei 1.5 - 2.5 mrad als not-

wendig angesehen werden, um eine potente Sterilisation zu gewährleisten. Eine klinische Studie

von Rappé et al. [119] zeigte ebenfalls die Unterlegenheit von bestrahlten Allografts im Vergleich

zu Autografts. In der sterilisierten Gruppe waren 11 von 33 Transplantaten frühe Totalversager, in

der autologen Gruppe nur 1 von 42. Auch histologische Untersuchungen, wie von Gorschewsky et

al. [60] 2002 an humanen Patellarsehnen, führten zu gleichen Resultaten. Ihre Studie umfasste auf-

wändige klinische sowie histologische Untersuchungen. 136 Patienten setzten sie Auto- und 132

Patienten γ-bestrahlte Allografts ein und verglichen diese. Neben einer wesentlich höheren Rerup-

turrate und einer größeren Laxizität im Pivot-Shift-Test und in der KT-1000-Translationsmessung

bei der klinischen Untersuchung der Allografts, beobachteten sie auf histologischer Ebene Hin-

weise auf eine verzögerte Einheilung und einen verlängerten Umbauvorgang. Hyperzellularität

und Hypervaskularität waren im allogenen Gewebe länger und deutlicher vorhanden, außerdem

war das Kollagengerüst nach einem Jahr noch immer nicht regelmäßig longitudinal ausgerichtet.

Der direkte Vergleich des Remodelings von bestrahltem und PES-sterilisiertem Gewebe ist jedoch

schwierig. Es sind zwar eindeutig identische Tendenzen zu erkennen. Welches Verfahren einen

stärkeren negativen Einfluss ausübt, ist aufgrund der unterschiedlichen Studienmodelle und unter-

suchten Parameter jedoch schwer festzustellen.

Zusammenfassend lässt sich also Folgendes sagen. In der Literatur herrscht Einigkeit darüber, dass

nach Ersatz des VKBs durch ein freies Sehnen-Transplantat ein Remodeling stattfindet. Dabei gibt

es hinsichtlich der Zeit und der Prozesse einen ganz charakteristischen Ablauf, der in einer Viel-

zahl von Studien gezeigt werden konnte. Gleichzeitig wurde herausgefunden, dass dieser Ablauf in

verschiedener Weise beeinflusst werden kann. Autologe Transplantate durchlaufen einen schnel-

leren Remodelingprozess als nicht-sterilisierte, allogene Transplantate. Im allogenen, sterilisierten

Transplantat ist das Remodeling besonders stark gestört.
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4.3.1 Myofibroblasten

In der Vorläuferstudie wurde erstmals die Myofibroblastenzahl als Parameter für den Ablauf des

Remodeling-Prozesses zum Vergleich von autologen und allogenen Transplantaten herangezo-

gen. Also wählten auch wir diese Parameter, um eventuelle Unterschiede der Vorgänge bei PES-

sterilisierten Allografts darstellen zu können.

In welcher Weise Myofibroblasten das Remodeling beeinflussen, ist noch nicht vollständig ge-

klärt. In-vitro Studien zeigten, dass sie kontraktile Eigenschaften besitzen und dadurch Einfluss

auf die extrazelluläre Matrix ausüben [93, 154]. Auch bei der Wundheilung [55] und verschiede-

nen Erkrankungen, die mit einer Kontraktion des Gewebes einhergehen, wurden sie nachgewiesen

[2, 25, 54, 69]. Faryniarz et al. fanden im Jahre 1996 Myofibroblasten in gesunden und heilenden

medialen Kollateralbändern des Kaninchens und vermuteten, dass sie eine entscheidende Rolle bei

der Wiederherstellung der in-situ Spannung spielten [46]. Zwei Jaher später gelang Murray und

Spector der Nachweis von Myofibroblasten im nativen und rupturierten humanen VKB. Außer-

dem stellten sie einen Zusammenhang von Crimplänge und Myofibroblastenanzahl fest. In Berei-

chen mit der höchsten Anzahl an Myofibroblasten fanden sie die kürzeste Wellenlänge des Crimps

[98, 99]. Auch Weiler et al. zeigten diesen Zusammenhang, als sie im Jahre 2002 Myofibroblasten

nach VKB-Ersatz im Schafsmodell untersuchten [164].

Die Ergebnisse der Vorläuferstudie bestätigten diesen Zusammenhang jedoch nicht. Nach 12 Wo-

chen beobachtete Dustmann [41] zwar eine erhöhte Myofibroblastendichte, die Crimplänge stellte

sich aber ebenfalls erhöht dar. Unsere Studie zeigt diesbezüglich widersprüchliche Ergebnisse. So-

wohl nach 6 als auch nach 12 Wochen lag zwar bei einer niedrigen Myofibroblastendichte eine

erhöhte Crimplänge vor. Von 6 auf 12 Wochen stieg die Crimplänge allerdings etwas an, wobei

eher eine leichte Erhöhung der Myofibroblastendichte zu beobachten war. Da in unserer Studie

aber keine quantitative Auswertung der Myofibroblasten durchgeführt wurde (s. Abschn. 3.2), ist

es nicht möglich, einen statistischen Zusammenhang aufzuzeigen.

Auch wenn der Zusammenhang von Myofibroblasten und Crimpformierung in der Literatur kon-

trovers diskutiert wird, gehen wir davon aus, dass Myofibroblasten eine wichtige Rolle beim Re-

modelingprozess spielen. Sie scheinen für die in-situ Spannung von Sehnen- und Bandgewebe und

auch für den Spannungswiederaufbau im Rahmen des Remodeling-Prozesses verantwortlich zu

sein. Als biologisch aktive Zellen stellen sie allemal einen Indikator dafür dar. Außerdem konn-

te gezeigten werden, dass sie, abgesehen von den kontraktilen Elementen, auch über die Fähigkeit
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verfügen, sekretorisch aktiv zu werden. Die Myofibroblasten sezernieren die Vorläuferproteine des

Kollagens und beeinflussen durch sezernierte Kollagenasen den Gewebeabbau [35, 137, 138], wo-

durch sie definitiv einen Einfluss auf die Zusammensetzung und die Reißfestigkeit des Gewebes

haben.

Desweiteren beschrieb Dustmann in der Vorläuferstudie den Verlauf der Myofibroblastenanzahl im

Rahmen des Bandremodelings. Nach 6 Wochen war die Zahl bei Autografts und nicht-sterilisierten

Allografts unter das Niveau der nativen Flexorsehne gesunken. Bei nicht-sterilisierten Allografts

fiel die Zahl jedoch signifikant niedriger aus als bei Autografts. Nach 12 Wochen war die Myo-

fibroblastenzahl im Rahmen des Remodelings deutlich angestiegen, auch dort blieb die Zahl bei

nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten signifikant niedriger. Nach 52 Wochen näherten sich

die Zahlen in beiden Gruppen dann einander an und entsprachen in etwa dem Niveau von nativer

Flexorsehne und nativem VKB.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass das PES-sterilisierte Transplantat zum Zeitpunkt 0 völlig

frei von Myofibroblasten war. Nach 6 Wochen waren vereinzelte Gruppen an zentral fingerför-

mig einwachsenden Myofibroblasten zu erkennen, was nur durch eine Neubesiedlung zu erklären

ist. Im Vergleich zu nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten war die Menge zu diesem Zeit-

punkt allerdings deutlich geringer. Nach 12 Wochen ergab sich kein verändertes Bild in den PES-

sterilisierten Transplantaten. Nach wie vor waren nur vereinzelt Myofibroblasten zu sehen. Die-

se Ergebnisse weisen daraufhin, dass zwar ebenfalls eine gewisse Remodelingaktivität bestand.

Insgesamt zeigte sich aber, dass der Prozess im Vergleich zu autologen und nicht-sterilisierten,

allogenen Transplantaten deutlich verzögert ablief.

4.3.2 Kollagenverteilung

Viele Studien haben in der Vergangenheit gezeigt, dass das VKB einen anderen Gehalt an Kollagen

I und III als die Flexorsehne aufweist [5, 8, 120, 166]. Beispielsweise stellten Amiel et al. in der

Achilles- und Patellarsehne des Kaninchens einen Anteil von über 95 % Kollagen I und weniger

als 5 % Kollagen III am Gesamtkollagengehalt fest. Im VKB fanden sie dagegen ca. 90 % Kollagen

I und 10-15 % Kollagen III [5].

Außerdem wurde nachgewiesen, dass sich der Kollagengehalt eines Gewebes im Rahmen verschie-

dener Prozesse verändern kann. Williams et al. fanden 1984 heraus, dass der Gehalt an Kollagen
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III in verletzten Bindegewebsstrukturen bereits nach wenigen Wochen stark ansteigt. Die vermehr-

te Bildung von Kollagen III geht dabei mit einem Abfall des prozentualen Anteils an Kollagen I

einher [169].

Diese Dynamik ist auch im Laufe des Remodelings nach Kreuzband-Ersatz zu beobachten. Ng

et al. wiesen dies an der Ziege nach (autologes BPTB-Transplantat) [100], Bland und Ashhurst

[16] sowie Amiel et al. [8] am Kaninchen (autologes Patellarsehnentransplantat) und auch bei

Untersuchungen am Schaf konnten identische Ergebnisse gezeigt werden (autologe Patellar- bzw.

Flexorsehnentransplantate) [21, 22, 52]. Bosch et al. beschrieben, dass die vermehrte Bildung von

Kollagen III insbesondere während der Revitalisierungsphase des Remodelingprozesses, also ca.

von der 3. bis zur 12. Woche nach der Transplantation, stattfindet [22]. Amiel et al. stellten fest,

dass der Gehalt an Kollagen III in der eingesetzten Patellarsehne ausgehend von < 5 % zunächst

stetig stieg, so dass nach 6 Wochen 15-18 % Kollagen III nachweisbar waren. Nach ca. 30 Wochen

war der Kollagen III-Gehalt wieder leicht gesunken und entsprach mit 11-14 % dem des nativen

VKBs [8].

In unserer Studie konnte ein Anstieg des Kollagen III-Gehaltes nicht festgestellt werden. Der Ge-

halt veränderte sich weder innerhalb der ersten 6, noch von 6 auf 12 Wochen signifikant. Gleiches

gilt für den Gehalt an Kollagen I. Auch hier wurden keine signifikanten Veränderungen beobachtet.

In Anbetracht der Vielzahl an Studien, die diese Prozesse im Rahmen des Remodelings bewiesen

haben, deuten unsere Ergebnisse also auf eine Verzögerung bzw. Störung des Remodelings bei der

Verwendung von PES-sterilisierten Transplantaten hin. Sie fügen sich somit in das Bild ein, das

bei unseren Untersuchungen der Gesamtzellzahl, der Myofibroblasten und des Crimps entstanden

war.

Ein Problem bei der Einordnung der Ergebnisse ist allerdings, dass bisher keine Studien an alloge-

nen Transplantaten durchgeführt wurden. Eigentlich hätte dies im Rahmen unserer Vorläuferstudie

stattfinden sollen. Geplant war, autologe und nicht-sterilisierte, allogene Transplantate im identi-

schen Modell und mit identischen Methoden bezüglich der Veränderungen ihres Kollagengehaltes

zu vergleichen. Da dieser Teil des Projekts nicht abgeschlossen wurde, ist keine direkte Vergleichs-

gruppe vorhanden. Eine Beurteilung im Vergleich zu nicht-sterilisierten Allografts ist somit nicht

möglich.

Es wäre durchaus denkbar, dass auch nicht-sterilisierte, allogene Transplantate erst zu einem späte-

ren Zeitpunkt als nach 12 Wochen eine Erhöhung des Kollagen III-Gehaltes und einen Abfall des
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Kollagen I-Gehaltes aufweisen. Der Vergleich von Autografts mit nicht-sterilisierten Allografts

hatte im Bezug auf andere histologische Parameter einen langsamer ablaufenden Remodelingpro-

zess gezeigt [41]. Um die Frage zu klären, ob das verzögerte Remodeling der PES-sterilisierten

Transplantate allein bzw. hauptsächlich auf die PES zurückzuführen ist, wären Untersuchungen

nicht-sterilisierter Allografts von großer Bedeutung.

4.4 Limitierungen der Studie

Zunächst müssen an dieser Stelle generelle Limitierungen von Tiermodellen genannt werden, wel-

che natürlich auch für unsere Studie gelten. Es ist beispielsweise nicht möglich, die postoperative

Rehabilitationsphase ausreichend zu protokollieren und zu beeinflussen. Die postoperative Be-

lastung kann nicht kontrolliert werden, Schmerzen und Beweglichkeit sind schwer einzuschätzen

und eine Rehabilitation nach vorgegebenem Schema ist nicht realisierbar. Alle Tiere belasteten

die operierten Kniegelenke so früh wie möglich wieder voll, was nach spätestens zwei Wochen

der Fall war. Der frühe Heilungsprozess könnte also auch durch eine zu hohe Gewichtsbelastung

negativ beeinflusst worden sein. Da aber die nicht-sterilisierten Allografts unserer Vorgängerstu-

die anhand des identischen Tiermodells untersucht wurden, kann das verzögerte Remodeling der

PES-sterilisierten Allografts nicht alleine durch die genannten Faktoren erklärt werden.

Da die Transplantate der Vergleichsgruppe ausschließlich aus fresh-frozen Allografts bestanden,

sind die Ergebnisse insbesondere im Vergleich zu diesem Gewebe zu bewerten. Andere Trans-

plantattypen, wie kryopräservierte, gefriergetrocknete oder bestrahlte Sehnen, die durchaus un-

terschiedliche biologische und mechanische Qualitäten aufweisen könnten, wurden im Rahmen

unserer Studie nicht untersucht.

Desweiteren ist es schwierig, Ergebnisse aus Tierstudien direkt auf den Menschen zu übertragen.

Ein Beispiel dafür ist der Vergleich von autologen und allogenen Sehnentransplantaten zum VKB-

Ersatz. Viele klinische und tierexperimentelle Studien haben sich mit dieser Thematik beschäftigt.

Tierexperimentelle Studien zeigten, dass Allografts besonders in der frühen Phase der Einheilung

zumeist unterlegen sind [29, 41, 60, 74, 81, 101]. Histologische und biomechanische Untersuchun-

gen ergaben ein verzögert ablaufendes Remodeling bei allogenen Transplantaten. Die Ergebnisse

der klinischen Studien (beim Menschen) variierten dagegen stark, sie deuten auf keinen klaren

Vor- oder Nachteil von Allografts hin [10, 113, 136, 159].
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Eine weitere Einschränkung entstand durch die Wahl der Standzeiten von 6 und 12 Wochen. Der

Zeitpunkt, zu dem der Remodelingprozess eines Sehnentransplantates als VKB-Ersatz abgeschlos-

sen ist, wird in der Literatur unterschiedlich beschrieben. Die Angaben liegen zwischen 30 Wochen

und einem Jahr [8, 22, 44, 158]. Unsere Studie gibt keinerlei Auskunft über Langzeitergebnisse.

Ob sich das Gewebe des Transplantates letztlich dem eines nativen VKBs angleicht, ist nicht fest-

zustellen. Allerdings wurde bewusst nur das frühe Remodeling untersucht. Wenn gute Ergebnisse

festgestellt worden wären, hätte eine Langzeitstudie angeschlossen werden sollen. Da aber alle

betrachteten Parameter schon zu den frühen Zeitpunkten auf eine deutliche Verzögerung des Hei-

lungsprozesses hinwiesen, wurde keine weitere Studie durchgeführt. Denn gerade für die klinische

Anwendung wäre eine verlangsamte Heilungsphase, die zu einer verspäteten Mobilisierung des

Patienten führen würde, extrem ungünstig.

Zudem ist es nicht möglich gewesen, die Daten der Kollagenanalyse semiquantitativ auszuwer-

ten. Die dazu benötigten Standards konnten trotz hohen Aufwands nicht reproduzierbar etabliert

werden. Es wurden sowohl für Kollagen I als auch für Kollagen III Standards von zwei verschie-

denen Firmen bezogen. Die Aufarbeitung erfolgte unabhängig voneinander durch zwei Personen,

die mit der Methode gut vertraut waren. Dennoch zeigte sich nach Auftrennung der Bromzyan-

Spaltprodukte nicht das erwartete Bild. Die Identifizierung der Markerpeptide für Kollagen I und

III war jedoch auch ohne die Standards möglich. Sie sind in einer Vielzahl von Studien als Mar-

kerpeptide herangezogen worden und werden über ihre Laufweite auf dem Gel detektiert [5, 8, 33,

45, 120, 133]. Ein mitgefürter Multicolormarker mit Peptiden bekannter Laufweite diente dabei

als Skala in kDa.

Die Analyse der Myofibroblastendichte konnte nicht analog der Vorstudien über Auto- und nicht-

sterilisierte Allografts quantitativ erfolgen, da die Verteilung der Zellen in unseren immunhistolo-

gisch angefärbten Schnitten sowohl nach 6 als auch nach 12 Wochen sehr inhomogen war. Dadurch

wäre eine für das Gesamttransplantat gültige Myofibroblastendichte nicht legitim, zumal teilweise

keine Myofibroblasten im Transplantat zu beobachten waren. Dieses konnte in keiner der Seh-

nen der Vorstudie festgestellt werden. Wir fanden wesentlich größere Areale vor, in denen gar

keine Myofibroblasten existierten. Nach gemeinsamer Betrachtung der Schnitte beider Arbeits-

gruppen entschieden wir schließlich, keine quantitative Analyse der PES-sterilisierten Allografts

durchzuführen. Um das reale Bild möglichst genau wiedergzugeben, erschien es uns sinnvoller,

die Auswertung rein deskriptiv vorzunehmen. Somit konnte ein statistischer Vergleich der Myofi-

broblastenzahl nicht durchgeführt werden.
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4.5 Ergebnisse der gesamten Arbeitsgruppe im

Zusammenhang

Um die Eigenschaften und Veränderungen der PES-sterilisierten Transplantate umfassend beurtei-

len zu können, wurden im Rahmen unserer Studie auch andere als die bereits beschriebenen Para-

meter untersucht. Dabei handelte es sich um Revaskularisierung, Biomechanik, Knochen-Sehnen-

Einheilung und die Expression von Wachstumsfaktoren.

Bei der Revaskularisierung zeigten sich deutliche Unterschiede im Vergleich zu nicht-sterilisierten

Allografts und Autografts. Nach 6 Wochen war in allen Zonen der PES-sterilisierten Transplan-

tate eine signifikant geringere Anzahl an Kapillaranschnitten pro mm2 nachzuweisen. Nach 12

Wochen ergaben sich ähnliche Ergebnisse. Auch hier war die Gefäßdichte der PES-sterilisierten

Transplantate in fast allen Regionen signifikant niedriger als die der allogenen, nicht-sterilisierten,

und der autologen Transplantate. Lediglich in der subsynovialen Zone zeigte sich im Vergleich zu

den nicht-sterilisierten Allografts eine nicht signifikante Verringerung.

Die histologischen Ergebnisse könnten gleichzeitig die Beobachtungen der biomechanischen Tes-

tungen erklären. In allen Testungen war das PES-sterilisierte Allograft dem Autograft und dem

nicht-sterilisierten Allograft unterlegen. Besonders deutlich war dies nach 12 Wochen. Zu diesem

Zeitpunkt wurden signifikante Unterschiede in der Versagenskraft, der Laxizität und der Steifigkeit

festgestellt. 44,4 % der PES-sterilisierten Allografts rissen bereits beim vorderen Schubladentest

unter submaximalen Belastungen.

Diese Ergebnisse fügen sich also in das Bild, das bei der histologischen Untersuchung dieser Arbeit

entstanden war, ein. Alle Parameter weisen im Vergleich zu Autografts und nicht-sterilisierten

Allografts auf eine deutliche Verzögerung des Remodelings bei PES-sterilisierten Transplantaten

hin.

Die Untersuchungen der Knochen-Sehnen-Einheilung ergaben interessanterweise jedoch ein an-

deres Bild. Es zeigte sich, dass die ossäre Integration des PES-sterilisierten Allografts in den Kno-

chenkanal gegenüber der des nicht-sterilisierten beschleunigt verläuft. Die PES könnte also einen

osteoinduktiven Effekt bewirken, eine Ursache dafür ist bisher nicht bekannt.
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4.6 Schlussfolgerung

Anhand der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass das Remodeling in PES-sterilisierten,

allogenen Transplantaten beim VKB-Ersatz langsamer abläuft als in nicht-sterilisierten Allografts.

Innerhalb der frühen Phase von 0 bis 12 Wochen ist kaum eine Entwicklung in den PES-Allografts

zu erkennen. Die Gesamtzellzahl und die Crimpfrequenz bleiben auf einem annähernd gleichen

Niveau und die Verteilung der Zellen verändert sich kaum. Auch die Myofibroblasten zeigen zu

diesen Zeitpunkten wenig Dynamik, in beiden Gruppen sind nur vereinzelt strahlförmig einwach-

sende Zellgruppen zu erkennen, welche auf ein beginnendes Remodeling hinweisen. Die Kol-

lagentypisierung zeigte, dass es im Laufe der ersten 12 Wochen nach Transplantatersatz keine

signifikante Veränderung des Gehalts an Kollagen I und III gibt.

Ob das Remodeling nur verzögert abläuft oder auch zu schlechteren Endergebnissen führt, ist nicht

erfasst worden. Allerdings ist dies hinsichtlich der vorliegenden Ergebnisse auch nicht wirklich re-

levant. Gerade die frühe Phase der Einheilung von allogenen Transplantaten ist entscheidend, um

Patienten eine rasche Mobilisierung und Rehabilitierung zu ermöglichen. Die Grundvoraussetzung

dafür ist eine rasch voranschreitende biologische Heilung und die Wiederherstellung der mechani-

schen Funktion. Beides ist beim PES-sterilisierten Transplantat offenbar gestört, was sich auch in

der klinischen Anwendung zu bestätigen scheint. Entsprechend sollte aktuell von einem weiteren

Einsatz des Verfahrens in der Klinik abgesehen werden. In zukünftigen Studien gilt es, ein präzises

Verständnis der zugrundeliegenden Prozesse zu erlangen, um entweder dieses Verfahren komplett

zu verlassen oder entsprechende Modifikationen vornehmen zu können, so dass ein sicherer Ein-

satz zu gewährleisten ist.
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5 Zusammenfassung

Im Verlauf der letzten Jahre ist der Bedarf an allogenen Sehnentransplantaten in der Kreuzband-

chirurgie stark angestiegen. In Deutschland und insbesondere in den USA werden sie immer häufi-

ger auch zum primären Ersatz des vorderen Kreuzbandes genutzt, da sie autologen Transplantaten

gegenüber eine Vielzahl von Vorteilen aufweisen. Problematisch ist jedoch die relativ geringe Ver-

fügbarkeit aufgrund von Infektionsgefahr und komplizierten Transplantationsgesetzen. Anlass der

vorliegenden Arbeit waren die bisher unbefriedigenden Ergebnisse verschiedener Sterilisationsver-

fahren. Durch die Etablierung eines wirksamen und nebenwirkungsarmen Sterilisationsverfahrens

ließe sich die Verfügbarkeit allogener Transplantate deutlich verbessern.

Das in dieser Studie angewendete Peressigsäure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren wird seit Jahren

zur Sterilisation von Knochengewebe erfolgreich eingesetzt. Im Tiermodell untersuchten wir nun

seine Auswirkungen auf das Remodelingverhalten von Sehnentransplantaten, die in der vorderen

Kreuzbandchirurgie eingesetzt werden.

Dazu transplantierten wir 18 Schafen allogene, PES-sterilisierte, freie Sehnen des M. flexor di-

gitalis superficialis. Nach 6 und 12 Wochen Standzeit erfolgte die Entnahme des transplantierten

Gewebes, anschließend wurde es umfangreich histologisch untersucht. Zum Vergleich wurden die

Daten einer vorher durchgeführten Studie mit autologen und nicht-sterilisierten, allogenen Trans-

plantaten herangezogen. Versuchsaufbau und Methoden waren identisch.

Die Ergebnisse zeigen, dass der frühe Remodeling-Prozess der PES-sterilisierten Transplantate

deutlich verzögert ablief. Nach 6 Wochen war eine niedrigere Gesamtzellzahl als bei autologen

und nicht-sterilisierten, allogenen Transplantaten festzustellen, nach 12 Wochen war dieser Unter-

schied dann signifikant. Die Crimplänge stellte sich nach 6 und nach 12 Wochen signifikant höher

als in den beiden anderen Gruppen dar. Eine Verkürzung, die eine Annäherung an die histologische

Morphologie des nativen VKBs bedeutet hätte, war in diesem Zeitraum noch nicht zu beobachten.

Auch die Betrachtung der Myofibroblasten zeigte zu diesen Zeitpunkten im Vergleich eine deut-

lich geringere Dynamik im Remodeling. Nur vereinzelt konnten einwachsende Myofibroblasten

nachgewiesen werden. Der Gehalt an Kollagen I und III änderte sich über den gesamten beobach-

teten Zeitraum nicht signifikant, obwohl im Rahmen des Remodelings ein Anstieg von Kollagen
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III zulasten von Typ I zu erwarten gewesen wäre. Auch hier wurde also ein gestörter oder verzö-

gerter Ablauf des Remodelings festgestellt. Da alle Rahmenbedingungen und äußeren Einflüsse

prinzipiell identisch mit denen der Vergleichsgruppe waren, kommen wir zu dem Schluss, dass die

PES für die Verzögerung verantwortlich war.

Der Einsatz der PES zur Sterilisation von allogenen, freien Sehnentransplantaten zum Ersatz des

VKBs kann dieser Studie zufolge also nicht empfohlen werden. Langzeitstudien könnten klären,

ob nur der zeitliche Verlauf oder auch das Endergebnis des Remodelings durch die PES beeinflusst

wird. Auf jeden Fall bedeutet eine langsamere Einheilung mit anhaltender Instabilität aber, dass

Patienten nach VKB-Ersatz länger geschont werden müssten und erst zu einem späteren Zeitpunkt

volle Belastbarkeit erlangen könnten. Dies widerspräche allerdings den derzeit gängigen Thera-

piekonzepten.
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