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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Motivation

Die vorrangige Funktion des vorderen Kreuzbandes (VKB) ist die Stabilisierung des
Kniegelenks, indem es einer vorderen Translation der Tibia gegeniber dem Femur
entgegenwirkt [21, 140, 155]. Daher kann ein insuffizientes VKB zu einer anterioren
Subluxation des Kniegelenks und damit zu einer Instabilitat desselbigen fuhren und
somit die Funktion des betroffenen Kniegelenks erheblich einschranken [21]. Die
zunehmende leistungs- und freizeitsportliche Betatigung der Bevolkerung und der
Anspruch an eine Fortfuhrung dieser bis ins hohe Alter hinaus haben dazu geflhrt,
dass Binnenverletzungen des Knies an Haufigkeit zugenommen haben und es damit
das am haufigsten verletzte Gelenk des menschlichen Kérpers darstellt [60]. In
Deutschland liegen die Zahlen bei ca. 20.000 Verletzungen des VKB pro Jahr bis
knapp eine Verletzung je 1000 Einwohner [125, 138], wahrend sie im
angloamerikanischen Raum zwischen 80.000 und 94.000 liegen [55, 93]. Aktuell wird
davon ausgegangen, dass in ungefahr 75 % der Falle ein operativer Eingriff an der
verletzten Bandstruktur vorgenommen wird. Dabei besteht aufgrund der
eingeschrankten Heilungspotenz des VKB und der unbefriedigenden Ergebnisse der
primaren Bandnaht [39] die Indikation fur den Einsatz eines Transplantats.

In diesem Zusammenhang sind die Verwendung von Transplantaten allogenen
Ursprungs und damit die Nachfrage nach ihnen deutlich angestiegen. Wie oben
bereits erwahnt, erfolgt in den Industrielandern jedes Jahr derzeit in ca. 1 Fall pro
1000 Einwohner eine Rekonstruktion des VKB [130]. In knapp einen Drittel dieser
Falle, kommen im angloamerikanischen Raum Allografts zum Einsatz, wobei diese
zunehmend als primarer Ersatz bei jungen Patienten bzw. Leistungssportlern
Verwendung finden und nicht allein bei Revisionseingriffen und komplexem
Kniebinnenverletzungen [141]. Zum Vergleich werden in Deutschland in nur ca. 1%

der Falle allogene Transplantate verwendet. Aufgrund der rechtlichen Auflagen, die
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u.a. einen kommerziellen Vertrieb von humanen Spendersehnen verbietet, sowie die
potentielle Gefahr der Ubertragung von bakteriellen und viralen Erregern wie z.B.
Hepatitis und HIV durch das eingesetzte Allograft [29, 37, 74, 87, 161] wird die
Verfugbarkeit und damit der Einsatz von allogenen Sehnen deutlich eingeschrankt.
Durch ein suffizientes Sterilisationsverfahren, welches das Infektionsrisiko minimiert
oder vielleicht sogar eliminiert, konnte das Problem der Verflugbarkeit gel6st werden
und der Einsatz von Allografts als gleichwertige Alternative zum autologen

Bandersatz werden lassen.

Die bisher eingesetzten Sterilisationsverfahren fihren jedoch zu Beeintrachtigungen
beziglich der biomechanischen und biologischen Eigenschaften des Transplantats
oder bieten keinen ausreichenden Schutz gegeniber bakteriellen und viralen
Erregern [29, 37, 74, 87].

Das Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren hat sich als Methode zur
Sterilisation kndcherner Allografts bewahrt. Negative Auswirkungen auf die
biomechanischen und biologischen Eigenschaften ergaben sich nicht [108, 109]. Seit
den 80er Jahren existiert trotz fehlender in-vitro bzw. in-vivo- Studien eine Zulassung
fur die Sterilisation von Achilles- und Patellarsehnen.

Um dies nachzuholen, wurde in unserem Hause eine in-vitro- Analyse durchgefihrt,
in der nachgewiesen werden konnte, dass die Peressigsaure keinen negativen
Auswirkungen auf die mechanischen Eigenschaften der hier verwendeten humanen
Patellarsehnen zeigt [121]. Auf diesen Ergebnissen baut die von uns durchgefuhrte
experimentelle Studie auf. So sollen die Untersuchungen des Einflusses des
Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahrens auf die ossare Integration des
Allografts einem in-vivo- Modell Uberpriifen, ob dieses Verfahren einen Einsatz bei
der Sterilisation von allogenen Transplantaten fur den VKB- Ersatz beim Menschen

erlaubt.
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1.2 Anatomie, biologische Struktur und Funktion des

vorderen Kreuzbandes

Das vordere Kreuzband ist eine Bandstruktur des Kniegelenks, welche intraartikul&r
verlaufend Femur und Tibia miteinander verbindet (s. Abb. 1.1). Das VKB entspringt
femoral an der Innenseite des lateralen Condylus und zieht schréag durch die Fossa
intercondylaris zur Area intercondylaris, wo es in deren mittleren Anteil inseriert [104].
Dadurch, dass es in seinem gesamten Verlauf zusammen mit dem hinteren
Kreuzband (HKB) durch eine Gelenkschleimhautfalte umhullt wird und damit keinen

direkten Kontakt zur Synovia hat, liegt es genau genommen extrasynovial [5, 33, 46].

Femur

Lateraler
Condylus ‘ Medialer
\-’\ Condylus
\orderes '. Hinteres
Kreuzband Kreuzband

Aultenmeniskus Innenmeniskus

Laterales e

Kollateralband

Mediales
Kollateralband

Fibula

Tibia

Abb. 1.1: Anatomische Darstellung des menschlichen Kniegelenks

Das zwischen 31 (+/- 3) mm und 36 (+/- 6) mm lange [82] und in seinem mittleren
Anteil 44 mm?2 (bei M&nnern) und 36,1 mm? (bei Frauen) im langsovalen Querschnitt
messende VKB [4] besteht hauptséchlich aus Typ- |- Kollagenfibrillen, die von Typ-
lll- Kollagenfasern [105] zu Bindeln zusammengefasst werden. Dabei kann man
funktionell zwischen einem anteromedialen und einem posterolateralen Bindel
unterscheiden, wobei diese aber kein histomorphologisches Korrelat aufweisen [33,
97]. So ermdglicht die individuelle Regelung der Spannungszustande dieser
Funktionseinheiten bei Bewegung des Gelenks [5], dass eine Bandstabilisierung

Uber den gesamten Bewegungsumfang gewéabhrleistet ist [91, 97].

3
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Die Sicherung der Tibia bei der Verschiebung nach vorne ist die Hauptfunktion des
VKB [21, 140, 155], wobei dies bei einer Beugung zwischen 20° und 30° am
effektivsten erfolgt [89]. So lasst sich aus dieser Stellung heraus die Tibia bei einem
insuffizienten VKB um ca. 5 bis 10 mm weiter nach vorn bringen als bei einem
intakten VKB [140], was beim Patienten das subjektive Gefuhl der Instabilitat
hervorrufen kann. Des Weiteren limitiert es sekundar die Innenrotation des
Unterschenkels bei gebeugtem Knie [56], indem es sich um das HKB wickelt. Dabei
limitiert das VKB die anteriore tibiale Translation vor allem unter Einwirkung von
Rotationskraften [32]. Dabei gewinnt die Wiederherstellung dieser Funktion bei der
VKB- Rekonstruktion zunehmend an Bedeutung, da eine diesbezigliche Insuffizienz
zu einer vermehrten anterolateralen Rotationsinstabilitat fuhrt [159] und es damit
verbunden Hinweise auf die beschleunigte Entwicklung einer Arthrose im Kniegelenk
gibt [72]. Ferner wurden Eigenschaften des VKBs beschreiben, welche fir die
Kinematik des Kniegelenks grof3e mechanische Bedeutung hat [63]. So enthélt es an
den Insertionsstellen an Femur und Tibia, sowie im subsynovialen Bindegewebe
zahlreiche Propiorezeptoren [44, 57, 63], wie Vater- Pacini- und Ruffini- Kérperchen,
sowie freie Nervenendigungen, die Informationen tber die Stellung des Kniegelenks
liefern und somit fir eine gewisse Stabilisierung sorgen [63], indem sie die Aktivitat

der stabilisierenden Muskulatur der ischiokruralen Gruppe regulieren [9, 63].

1.3 Knocherne Insertion

Die Kraftibertragung Uber das vordere Kreuzband erfolgt Uber relativ kleine
Insertionsflachen an Femur und Tibia. So entspringt es femoral in einer Mulde
dorsokranial an der medialen Wange des Ilateralen Condylus von einer
halbkreisformigen Flache mit einem Langsdurchmesser von ca. 18 mm und einem
Querdurchmesser von ca. 7 mm [33, 46, 77] und inseriert in der Area intercondylaris
anterior tibiae, wo es einen eher ovalen, etwas kraftigeren Bandansatz mit einer

GrofRe von 17 mm zu 11 mm von Langs- zu Querdurchmesser bildet [5, 33, 46].
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Histologisch gleichen sich beide Insertionsflachen des VKB durch den typischen
Vierzonenaufbau (s. Abb. 1.2). Dabei durchlaufen die parallel ausgerichteten
Kollagenfasern der freien Bandstruktur (Zone 1) die Zone 2 und die Zone 3, die
durch eine Schicht aus unverkalktem bzw. verkalktem Faserknorpel reprasentiert
werden, um letztendlich scherengitterartig unmittelbar am lamellaren Knochen der 4.
Zone zu inserieren [5, 10, 11, 25, 27, 33, 34, 65, 80, 83, 124, 127]. Dabei passt sich
letztere den unregelmafiigen Strukturen des Kalkknorpels an, wodurch es zu einer
Art Verzahnung dieser beiden Zonen kommt [124]. Das Gesamtbild entspricht dem
charakteristischen Aufbau einer direkten Bandinsertion, da die freie Bandstruktur
Uber ihre Kollagenfasern ohne Zwischenschaltung einer bindegewebigen Schicht
unmittelbar am anliegenden Knochen ansetzt, die man vor allem dort vorfindet, wo
das Verhaltnis von ubertragener Kraft zu Insertionsflache relativ grol3 ist [34, 124].
Neben den Bandansatzstellen des VKB und des HKB, ist diese Form der Knochen-
Sehnen- Verbindung beispielhaft an der Tuberositas tibiae oder am Tuberculum
majus humeri anzutreffen, wo Patellar- bzw. Supraspinatussehne inserieren. [5, 10,
11, 27, 33, 65, 80, 83, 124, 127].

Die komplexe Strukturierung der direkten Bandinsertion ist fahig, den wahrend einer
Bewegung des Kniegelenks entstehenden Zug-, Scher- und Schubkraften
standzuhalten [11, 83, 124]. Dabei fungiert der Vierzonenaufbau, durch dessen
graduelle Versteifung Zug- und Scherkréafte schrittweise abgeschwacht und damit
schlief3lich neutralisiert werden, als ein ddmpfendes Federungssystem [5, 10, 11, 33,
83, 124]. So werden die von den Kollagenfasern geleiteten Krafte Uber die
Knorpelzellen in der Form umgelenkt, dass das gesamte Insertionsareal als
Angriffsflache dient [10, 83]. Zusatzlich wirkt die Verzahnung des Kalkknorpels und
des lamellaren Knochens den Schubkraften entgegen [124].

Neben der direkten Bandinsertion existiert auch eine indirekte (s. Abb. 1.3). Sie
kommen beispielhaft dort vor, wo Muskeln flachenhaft am Periost ansetzen, also wo
in eine Richtung wirkende Zugkrafte auf eine relativ grol3e Flache eines Knochens
Ubertragen werden (z.B. Musculus deltoideus an der Tuberositas deltoideae humeri)
[11]. Dabei inserieren die Kollagenfasern in bindegewebigen Fasern einer fibrosen
Zwischenschicht, welche wiederum Uber eine Vielzahl so genannter Sharpeyscher
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Fasern in den Knochen einstrahlen. Diese nach ihrem Erstbeschreiber bezeichneten

Fasern stellen somit eine indirekte, mittelbare Verknipfung zur knéchernen Struktur
dar [128].

Abb. 1.3: Histologie eines direkten Bandansatzes, Abb. 1.2: Polimerisationsmikroskopisches Bild
hinteres Kreuzband eines Schafes aus der 6-  eines indirekten Bandansatzes, VKB- Rekon-
Wochengruppe; Kollagenfasern (1), unverkalkter  struktion, Schaf; Lamellenknochen (1), Sharpey-
Faserknorpel (2), Kalkfaserknorpel (3), Fasern (2), Kollagenfasern (3)

Lamellenknochen (4), MG

1.4 Allgemeine Aspekte des vorderen Kreuzbandersatzes

Die zunehmende leistungs- und freizeitsportliche Betatigung der Bevolkerung und
der Anspruch an eine Fortfuhrung dieser bis ins hohe Alter hinaus haben dazu
gefluhrt, dass Binnenverletzungen des Knies an Haufigkeit zugenommen haben und
es damit das am h&aufigsten verletzte Gelenk des menschlichen Korpers darstellt [60].
In Deutschland schwanken die Zahlen zwischen ca. 20.000 Verletzungen des VKB
pro Jahr bis knapp eine Verletzung je 1000 Einwohner [125, 138], wahrend sie im
angloamerikanischen Raum zwischen 80.000 und 94.000 liegen [55, 93]. Aktuell wird
davon ausgegangen, dass in ungefahr 75 % der Félle ein operativer Eingriff an der

verletzten Bandstruktur vorgenommen wird.
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Dabei stehen nicht nur verschiedene Verankerungstechniken, sondern auch diverse
Transplantate zur Verfigung. Neben den friher am haufigsten verwendeten
Patellarsehnen kommen vor allem zunehmend die Hamstringsehnen (der am Pes
anserinus ansetzende Teil der ischiokruralen Muskulatur: Semitendinosus- und
Gracilissehnen) sowie in einigen Fallen das zentrale Drittel der Quadrizepssehnen
zum Einsatz [31, 151]. Da klinische Studien gezeigt haben, dass die
unterschiedlichen Autografts, abhangig von den verschiedenen Fixationstechniken,
keine signifikanten Unterschiede bezuglich des postoperativen Verlaufs und der
dauerhaften Transplantatstabilitat aufweisen [6, 38, 58, 61, 99, 118, 139, 146],
gewinnt der Aspekt der Entnahmemorbiditdt zunehmend an Bedeutung.

So kann es bei der Verwendung von autologen Patellarsehnen zu frihen oder spéaten
Patellafrakturen oder Sehnenrupturen kommen [13, 17, 92]. Weitaus schwerer
wiegen aber die viel haufiger vorkommenden und schwer zu behandelnden
Probleme des femoropatellaren Schmerzsyndroms, wie das Patellaspitzensyndrom,
patellofemorale Krepitation, die Patellatendinitis und die infrapatellare Kontraktur [1,
75, 101, 117], wobei die Angaben zur Haufigkeit (4- 40 %) und Ausmald der
Beschwerden weit auseinander gehen [8, 28, 76, 115]. Zusatzlich kann eine
Reduktion der Kraft des Streckapparats tUber Jahre persistieren [116], wobei das
Defizit mit entsprechender Rehabilitation beeinflusst werden kann [130, 131].
Zusammenfassend ist zu sagen, dass einerseits das Auftreten von Problemen je
nach Invasivitat der Entnahme gering gehalten werden kann [76], aber andererseits
sich die Behandlung dieser schwierig gestaltet.

Die Inzidenz und Intensitat der Komplikationen nach der Entnahme der
Hamstringsehnen sind geringer. So treten aber auch patellofemorale Schmerzen [28,
40] und solche an der Entnahmestelle auf, wobei letztere aber nur von kurzer Dauer
sind [158]. Eine temporare Reduktion der Beugekraft durch eine Schwachung der
ischiokruralen Muskulatur wurde ebenfalls beobachtet, besteht einigen Studien
zufolge aber nur fir drei bis vier Monate fort [40, 84]. Bei einer kombinierten
Entnahme von Semitendinosus- und Gracilissehne kann es hingegen zu einem
langerfristig andauernden Defizit bezlglich der Innenrotation des Unterschenkels
kommen [144].
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Aufgrund des nicht weit verbreiteten Einsatzes der Quadrizepssehne, steht nur eine
eingeschrankte Anzahl von Daten Uber die Entnahmemorbiditdt zur Verfigung.
Jedoch  wurden auch hier zum Teil erhebliche Schmerzen, eine
Funktionseinschrankung [26] und auch eine Reduktion der Kraft des Quadrizeps
beschrieben [22].

Aufgrund dieser aufgefihrten Problematik der Entnahmemorbiditat, hat der Einsatz
von Allografts fur den primaren Ersatz des VKB zunehmend an Bedeutung

gewonnen.

1.5 Knochen- Band- Einheilung

Eine solide knocherne Integration korreliert mit einer dauerhaften
Transplantatstabilitat und ist damit eine Grundvoraussetzung fir ein erfolgreiches
Ergebnis einer VKB- Rekonstruktion [99, 114, 148]. Idealerweise sollte dabei wieder
eine aquivalente Struktur des Bandansatzes vergleichbar mit der nativen
Insertionsanatomie des intakten VKB erzielt werden. Dies entspricht einer direkten
Bandinsertion mit dem charakteristischen Vierzonenaufbau, der den am Knie
wirkenden Kréaften optimal entgegenwirkt [5, 10, 11, 25, 27, 33, 34, 65, 80, 83, 124,
127].

Verschiedene Studien beschreiben bei der Einheilung von Weichteiltransplantaten
(z.B. Hamstrings oder die in dieser Studie eingesetzte Sehne des Musculus digitorum
superficialis) eine fibrose Zwischenschicht, die sich in der frihen Phase entwickelt
und durch Sharpey- ahnliche Fasern gekennzeichnet ist [12, 53, 85, 114, 142].
Somit kommt es zunachst zu der Entwicklung einer indirekten Bandinsertion, die
durch die parallele Krafteinwirkung im Knochentunnel bedingt ist und in der
mechanischen Belastbarkeit herabgesetzt ist [129]. So wird postuliert, dass es
maoglicherweise einen direkten Einfluss des Verankerungsniveaus auf den
Zeitpunkt der Wiederherstellung der direkten Knochen-Band- Insertion auf
Gelenkebene gibt, so dass es bei der extraartikularen Fixation zu einer verzbégerten

Entwicklung einer direkten Bandinsertion kommen kann [53, 114, 142, 148].
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1.6 Allografts als Ersatz des vorderen Kreuzbandes

Die oben erwahnten unterschiedlichen Sehnen, die bei der Rekonstruktion des VKB
zum Einsatz kommen, kann man aus unterschiedlichen Quellen gewinnen. Dabei
unterscheidet man Transplantate autologen Ursprungs von allogenen. Dabei
Uberwiegt die Zahl verwendeter Autografts bei weitem. So waren es 2001 im
europdischen Raum rund 99%, wahrend ihr Anteil in den USA ca. 95% betrug.
Daraus ergibt sich, dass in Europa nur in 1%, im amerikanischen Raum aber in 5%
der Falle auf allogenes Gewebe zurtickgegriffen wird [31]. Die geographische
Diskrepanz in den Zahlen hat sich aktuellen Untersuchungen zufolge noch verstarkt.
Wahrend die Verwendung von Allografts z.B. in Deutschland nahezu konstant
geblieben ist, ist deren Anteil im angloamerikanischen Raum auf 30% gestiegen
[141]. Das ist durch die in Europa geringe Anzahl von Gewebebanken an den
jeweiligen Operationszentren, sowie deren fehlende Existenz auf kommerzieller
Ebene zu erklaren (so ist in Deutschland der Vertrieb von ,Organteilen” gesetzlich
verboten).

Ein weiterer ausschlaggebender Faktor fur den aktuell nur sehr eingeschrankt
moglichen Zugang zu allogenen Spendersehnen in Europa sind die rechtlichen
Rahmenbedingungen. Der nationale Gesetzgeber in Deutschland sowie die
europdische Richtlinie fir den Umgang mit humanen Spendersehnen setzt entweder
die Sterilisation voraus oder aber, dass die das Gewebe entnehmende Person
identisch mit der implantierenden Person ist. Dies ist jedoch dem normal
praktizierenden Operateur in der Regel nicht moéglich. Da es in Europa keine
autorisierten Einrichtungen, wie z.B. die kommerziellen Gewebeeinrichtungen in den
USA, gibt, die sowohl logistisch als auch rechtlich fiir die addquate Gewinnung und

Prozessierung von Gewebe verantwortlich sind, besteht nur eine sehr

eingeschréankte Verwendung von Spendergewebe in Europa.

Der Einsatz synthetischer Bandersatzmaterialien, wie Gore- Tex, Kohlefasern,
Dacron und dem Leeds-Keio Band, ist heutzutage nur sehr speziellen Einzelfallen

vorbehalten, da Studien eine hohe friihzeitige Versagerquote aufgezeigt haben [30,
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45, 47, 88, 100, 112]. Die Abriebpartikel dieser Bénder fiihrten teilweise zu
erheblichen synovialen Fremdkorperreaktion mit daraus resultierenden Rupturen [23,
36, 71, 79].

In der historischen Entwicklung wurden die Allograft zunachst nur bei
Rekonstruktionen komplexer Knieinstabilitaten und bei Revisionseingriffen eingesetzt
[96], da hier im Sinne eines Kompromisses die eventuellen Nachteile bei der
Entscheidung fir den Einsatz vernachlassigt wurden [145]. Denn es wird davon
ausgegangen, dass der Prozess des Remodelings verzogert ablauft und
maoglicherweise daraus eine etwas hohere Rerupturrate resultiert. So konnten
tierexperimentelle Studien nachweisen, dass Allografts vergleichbar mit autologen
Transplantaten eine biologische Integration zeigen, die jedoch zeitlich verzdgert
ablauft [69, 122], und keine uberschiel3ende Fremdkdrperreaktion verursachen [67,
95]. Weiterhin bringt deren Einsatz auch einige Vorteile mit sich. So verkirzt es nicht
nur die Operationsdauer, sondern auch die Rehabilitationszeit [7] da die Invasivitat
des Eingriffs reduziert wird bzw. der Beuge- und Streckapparat unverletzt bleibt. Dies
beinhaltet zudem ein besseres kosmetisches Ergebnis. Ein weiteres Plus ist, dass
die Spendersehne fast beliebig dimensioniert werden kann.  Auf3erdem tritt das
ansonsten bedeutende und oben beschriebene Problem der
Transplantatentnahmemorbiditat in den Hintergrund (s. 1.4). Dies ist neben den
guten bis sehr guten Erfahrungen bei Revisionseingriffen der entscheidende Faktor,
weswegen der Einsatz von Allografts zunehmend auch fur den primaren Ersatz des
VKB interessant erscheint, zumal die Berichte Uber klinische Ergebnisse dieser
Verwendung vielversprechend und vergleichbar mit dem Einsatz von autologen
Transplantaten sind [7, 102, 107, 132].

Dabei muss man festhalten, dass man zwischen den ,verschiedenen® Allografts
differenzieren muss und das ,typische® Allograft nicht existiert. Prinzipiell
unterscheidet man nicht sterilisierte  (,fresh- frozen®, kryopreserviert,
gefriergetrocknet) von sterilisierten allogenen Transplantaten. Dabei stellt zurzeit die
Verwendung der ,fresh-frozen“- Praparate den sogenannten Goldstandard auf der
Ebene der Allografts dar, da sie in Anbetracht der aktuellen Studienlage im Vergleich
zu den autologen Transplantaten die geringsten Nachteile aufweisen [122].

10
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Da zurzeit keine suffiziente Sterilisationsmethode fir die Behandlung von
Sehnentransplantaten existiert, werden vornehmlich ,fresh frozen“, also unbehandelt
tiefgefrorene (-80° C), oder kryopreserviert Allografts verwendet. Dies birgt die
Gefahr, dass eventuell bestandene Infektionskrankheiten des Spenders auf den
Empfanger bertragen werden kénnen, was unter anderem auch auf das Uberleben
des Tiefkuhlprozesses von HI- Viren zutrifft. Ende der 80er Jahre beziffern Studien
das Risiko einer Ubertragung der Immunschwéchekrankheit bei Knochenallografts
mit ca. 1: 600.000 [8, 19]. Die im Rahmen des ublichen Screenings bei
Multiorganentnahmen durchgefihrten Untersuchungen auf infektiose
Viruserkrankungen konnten dieses zwar weiter reduzieren, dennoch besteht
weiterhin ein nicht unerhebliches Risiko beispielsweise fir eine Infektion durch HIV,
HTLV, HBV oder HCV [161]. Die im Jahre 2002 eingefihrte veranderte
Gesetzgebung fur Gewebebanken in Deutschland, die einen direkten negativen
Virusnachweis im Gewebe selbst fordert (z.B. mittels PCR), fuhrt zwar zu mehr
Sicherheit, bedingt aber andererseits einen hohen logistischen und 6konomischen
Aufwand und damit eine drastische Verschlechterung der Versorgungssituation mit
Allografts. Hinzu kommt, dass bei der Verwendung von unbehandelten
Transplantaten ein vermehrtes Auftreten von Komplikationen im Sinne von
bakteriellen Infektionen mit zum Teil fatalen Folgen beobachtet wurden [29, 37, 74,
87].

Dies alles verdeutlicht die Notwendigkeit eines suffizienten Sterilisationsverfahrens,
um die Verfugbarkeit von Allografts zu verbessern bzw. sicherzustellen und ein
hdchstmdgliches Mal3 an Sicherheit bei deren Verwendung zu gewéhrleisten. Das
Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren kénnte in diesem Rahmen zu

erheblichen Fortschritten fuhren, was die Bedeutung dieser Studie hervorhebt.

11
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1.7 Sterilisationsverfahren

Neben der reinen Konservierung von allogenen Sehnen- und Bandtransplantaten
durch Tiefkihlung oder Gefriertrocknung existieren diverse Verfahren, die eine
Kontamination des Allografts selbst oder eine Infektion durch das zu
transplantierende Gewebe verhindern sollen. Dabei bieten antiseptische oder
antibiotische Losungen aufgrund ihrer mangelnden Penetrationsfahigkeit nur einen
Schutz gegen oberflachliche Verunreinigungen. Deswegen nehmen die Sterilisation
mit y- Strahlen und die chemische Behandlung mit Ethylenoxid eine herausragende
Bedeutung ein, wobei von letzterer aufgrund ihrer karzinogenen und mutagenen
Eigenschaften schon frih Abstand genommen wurde [20], zumal zusatzlich weitere
Entzindungs- und Immunreaktionen beobachtet wurden [68, 113, 134]. Neben der
Problematik der bei der y- Strahlung in der Literatur empfohlenen verschiedenen
Bestrahlungsdosen, die von 15 bis 40 kGy reichen [18, 119], ist die Entstehung von
toxischen Radikalen [98] und die negative Beeinflussung biomechanischer
Eigenschaften [18, 41, 42] relevant.

Aufgrund dessen ergibt sich zwangslaufig die Notwendigkeit, ein alternatives
Sterilisationsverfahren  zu  finden, um den Einsatz von allogenen
Kreuzbandtransplantaten sicher zu gestalten und die Vorgaben des
Transplantationsgesetzes umzusetzen. Durch die Gewebebank des Instituts fur
Transfusionsmedizin an der Charité ist das so genannte Peressigsaure- Ethanol-
Unterdruck- Verfahren zur Sterilisation von allogenem Knochengewebe entwickelt
worden, dass einen adaquaten antiviralen und antibakteriellen Schutz erzielt [109]. In
diesem Bereich wird es bereits seit Uber zwanzig Jahren erfolgreich eingesetzt [108].
Des Weiteren konnte in darauf folgenden mikrobiologischen Studien eine Eignung
dieses Verfahrens fur die Behandlung von Sehnengewebe gezeigt werden [86, 121,
137]. Jedoch existieren bis dato keine Studien, die dessen Effekte auf die
Biomechanik, das Transplantatremodeling und die Knochen- Band- Einheilung nach
VKB- Rekonstruktion mit einem Allograft in einem in- vivo- Modell beschreiben. Dies
ist aber zwingende Voraussetzung, um einen sicheren Einsatz beim Menschen zu

gewahrleisten.

12



EINLEITUNG

1.8 Fragestellung und Ziel der Studie

In dieser Studie soll die Knochen- Band- Einheilung eines freien, mit dem
Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren behandelten Sehnentransplantates
des Musculus digitorum superficialis als vordere Kreuzbandplastik im Schafsmodell
wéhrend der frihen Einheilungsphase untersucht werden.

Dabei wurde die identische Verankerungstechnik, femoral per Fixationsbutton und
tibial mittels Knochenbriicke, wie in einer vorangegangenen Studie gewahlt, in der
der Kreuzbandersatz mit nicht-sterilisierter allogener und autologer Sehne verglichen
wurden [123]. Diese Daten wurden als Kontrollgruppen zu der Studiengruppe dieser
Untersuchung herangezogen. So war es erstmals mdoglich, den Einfluss des
Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahrens auf die biologischen Ein- und
Umbauvorgdnge eines Allografts als VKB- Ersatz in einem in- vivo- Modell zu

untersuchen und zu beurteilen.
Somit war es Ziel dieser Studie folgende Fragestellung zu beantworten:
Welchen Einfluss hat die Sterilisation eines freien Sehnentransplantats mit dem

Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren auf die Knochen- Band- Einheilung

nach einer VKB- Rekonstruktion?
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Fur diese Studie wurden 18 ausgewachsene Schafe weiblichen Geschlechts im Alter
zwischen zwei und drei Jahren der Rasse Merino ausgewahlt, bei denen am
Kniegelenk des linken Hinterlaufs ein offener Ersatz des vorderen Kreuzbandes
vorgenommen wurde. Es wurden 2 Standzeiten bzw. Gruppen von 6 und 12
Wochen festgelegt. Dies entspricht also einer Gruppengrof3e von 9 Versuchstieren
pro Gruppe und Standzeit. Als Transplantat diente ein mit Peressigsaure- Ethanol-
Unterdruck- Verfahren behandeltes Allograft des Musculus digitorum superficialis,
welcher der Achillessehne entspricht (s. Abb. 2.1).

Abb. 2.1: Links: mediale Ansicht eines Schafknies. Uber der oberen Pinzette liegt die Sehne des M. gracilis
auf, darunter befindet sich der M. semimembranosus und Uber der unteren Pinzette stellt sich die Sehne
des M. semitendinosus dar. Rechts: plantare Ansicht auf die Sehne des M. gastrocnemius (liber der oberen
Pinzette) und die Sehne des M. flexor digitalis superficialis (unter der unteren Pinzette) [64]

14
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Da diese Sehne leicht zu gewinnen und die Enthahme von den Tieren gut toleriert
wird, wurde sie gegentber der Semintendinosussehne bevorzugt, da letztere eher
als eine faszienéahnliche Struktur erscheint [148, 152].

Das Transplantat wurde femoral per Fixationsbutton und tibial mittels Knochenbriicke
auf HOhe des Gelenkspalts fixiert. Postoperativ wurden nach standardisierten
Protokollen in- vivo- Fluoreszenzmarkierungen vorgenommen. Nach der Explantation
erfolgte die biomechanische Testung der VKB- Rekonstruktion. AbschlieRend wurden

die hier vorgestellten histologischen Untersuchungen vorgenommen.

Durch diesen Versuchsaufbau war es mdglich, den Verlauf der Knochen- Sehnen-
Heilung auf biomechanischer und histologischer Ebene zeitgleich zu untersuchen.
Zusatzlich wurden Untersuchungen zum intraartikuldren Transplantatremodeling und
zur Rollenverteilung der Wachstumsfaktoren durchgefuhrt. Die Studie wurde von
dem Landesamt fur Arbeitsschutz, Gesundheitsschutz und technische Sicherheit
(Genehmigungsnummer: G0029/04) am 11.03.2004 genehmigt. Jedes Versuchstier
wurde vor dem operativen Eingriff hinsichtlich seiner korperlichen Tauglichkeit
untersucht und war wahrend des gesamten Versuchszeitraumes in tierarztlicher und
- pflegerischer Behandlung der tierexperimentellen Abteilung der Charité, Campus
Virchow- Klinikum. Alle operativen Eingriffe wurden von demselben Operateur

vorgenommen.

2.2 Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren

Nach Entnahme der Allografts werden diese bei -18°C zwischenkonserviert. Die
Transplantate werden dann zuné&chst von allen Blutrickstanden mittels sterilen, 37°C
warmen Wassers befreit, indem sie unter hohen Druck fir 30 Minuten gespult
werden. AnschlieRend erfolgt die Entfettung der Praparate. Dabei werden diese in
einer Losung aus konzentriertem Chloroform (99,4%) und Methanol (99,8%) im
Verhdaltnis 2 zu 1 verbracht, in der sie unter konstanten Schuttelbewegungen
(Schittelvorrichtung THYS 2, MLW, Leipzig) fur zwei Stunden verweilen. Das
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Gemisch wird hierbei alle 30 Minuten erneuert. Um das anhaftende Chloroform
vollstandig zu entfernen, werden die Gewebe mit Methanol in einem Ultraschallbad
(Sonorex RK 510 H, Bandelin Electronic, Berlin) fur 15 Minuten behandelt. Diese
Prozedur wird achtmal wiederholt. Unter zweimaliger grundlicher Spilung mit
deionisiertem Wasser werden die Transplantate vom Methanol befreit. Der
eigentliche Vorgang der Sterilisation wird ebenfalls unter konstanten
Schittelbewegungen  (Schuattelvorrichtung  THYS 2, MLW, Leipzig) bei
Raumtemperatur bei einem Unterdruck von 200 mbar durchgefiihrt. Dabei werden
nun die fettfreien Préparate fur 2 Stunden mit einer 1%igen Sterilisationslésung
bedeckt, welche aus 2%iger Peressigsdure (Kesla-Chemie, Wolfen, s. Abb. 2.2),
96%igem Ethanol (Merck, Darmstadt), Aqua ad injectabile (Ampuwa; Fresenius, Bad
Homburg) in einem Mischungsverhaltnis von 2 zu 1 zu 1 besteht.

]

HC — C — ©

OH

Abb. 2.2: Chemische Formel der Peressigsaure

Abschlielend wird das Transplantat mit Sorensen- Puffer gespult, um einen
Rickstand von PES von unter 1 ppm zu erreichen. Aufgrund der Spulung und des
schnellen Zerfalls der PES in Essigsadure und Wasserstoffperoxid nach Kontakt mit
Fremdoberflachen, ist sie bereits nach 60 Minuten nach Sterilisation nicht mehr im
Gewebe nachweisbar. Dies konnte anhand des Reflectoquant- Peressigsaure- Test
gezeigt werden, der von der Gewebebank der Charité routinemaf3ig bei jedem
sterilisierten Transplantat durchgefihrt wird. Bei diesem Test reagiert die
Peressigsaure mit einem aromatischen Amin zu einem blauen Farbstoff, dessen
Konzentration gemessen wird und damit der Ruckstand der Peressigsaure im
Gewebe bestimmt werden kann. Nach Trocknung und Verpackung unter sterilen
Bedingungen wird das Transplantat bis zur Verwendung bei -18°C aufbewabhrt.

Diese Methode, welches von der Gewebebank des Instituts fur Transfusionsmedizin
an der Charité fur die Sterilisation von allogenem Knochengewebe entwickelt worden
ist, bietet einen adaquaten Schutz gegen Viren, Bakterien und Pilze, ohne die
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mechanischen Eigenschaften der Transplantate zu beeinflussen [109]. Die Eignung
dieses Verfahrens zur Behandlung von Sehnengewebe konnte in mikrobiologischen
Studien nachgewiesen werden [137]. So ergab dann auch eine in- vitro- Testung von
Patellarsehnentransplantaten, die mit dem Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck-
Verfahren behandelt wurden, keine negativen Auswirkungen auf deren

biomechanischen Eigenschaften [121].

2.3 Auswahl des Tiermodels und der Standzeiten

Das Schaf ist ein in der traumatologischen und orthopadischen Forschung bewahrtes
Versuchstier und wurde unter anderem deswegen auch fur diese Studie
herangezogen [2, 3, 14-16, 50-52, 64, 110, 111, 126, 148, 149]. Die Anatomie des
Kniegelenks entspricht weitestgehend der des Menschen und die sich zudem
ergebene realistische Belastungssituation bietet ideale Voraussetzungen fiur die
experimentelle Kreuzbandchirurgie. Daraus ergibt sich auch eine hohe Anzahl von
histologischen und biomechanischen Daten anderer Arbeitsgruppen zum Ersatz des
vorderen Kreuzbandes, der den Vergleich dieser Studie mit anderen erst ermoglicht
[64].

Die Versuchstiere, deren durchschnittliches Gewicht 72 kg betrug, wurden von einem
lizenzierten Schafszichter bezogen, wobei strikt darauf geachtet wurde, dass die
Schafe ausgewachsen waren, welches im Mittel im Alter von 2 bis 3 Jahren der Fall
ist. So konnte vermieden werden, beim Anlegen der Bohrkanéle zur
Transplantatverankerung mogliche noch aktive Wachstumsfugen zu beschadigen.
Denn die daraus resultierenden Wachstumsstorungen héatten die Daten und
Ergebnisse dieser Studie in unkalkulierbarer Weise beeinflussen kdnnen.

Eine GruppengroBRe von n = 9 hat sich aufgrund von Erfahrungswerten aus
vorangegangenen Studien beziglich der statistischen Relevanz der Untersuchungen

bewéhrt. Die Wahl der Standzeiten beruht ebenfalls auf diesen Studien der jingeren
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Vergangenheit. Daher ist ndmlich bekannt, dass nach ca. 6 Wochen ein Maximum
der Umbaugange und nach 8 bis 12 Wochen die Ausbildung einer neuen Knochen-
Band- Insertion zu beobachten sind [147, 148].

2.4 Tierhaltung

Wahrend des Versuchszeitraumes wurden die Schafe grof3tenteils auf einem
AulRengeléande der Charité in einem Stall gehalten, wo sie freie Auslaufmdglichkeit
hatten. Lediglich fur den operativen Eingriff wurden sie per Tiertransporter in die
tierexperimentelle Einrichtung der Charité auf dem Campus Virchow- Klinikum
verlegt, wo ein Stall von knapp 15 m? GroRRe zur Verfigung stand. Zur Beurteilung
des unmittelbar postoperativen Verlaufs wurden die Tiere dort fur 14 Tage intensiv
beobachtet und taglich klinisch untersucht, bevor sie letztendlich wieder zur
Aul3enstelle zurlcktransportiert wurden. Somit war die Moglichkeit der freien
Bewegung der Schafe bei voller Belastung zu jedem Zeitpunkt dieser Studie
gegeben.

2.5 Operatives Vorgehen

Nachdem das Tier von der restlichen Gruppe isoliert und aus dem Stall gebracht
war, wurde die Narkose mit der intraventsen Gabe von Thiopental (Trapanal®, Byk
Gulden GmbH, 78467 Konstanz) und Fentanylhydrogencitrat (Fentanyl Curamed®,
Curamed Pharma GmbH, 76202 Karlsruhe) eingeleitet und nach erfolgreicher
Intubation mit einem Inhalationsgemisch aus Isofluran (Forene®, Abott GmbH, 65011
Wiesbaden), Stickoxydul und Sauerstoff aufrechterhalten. Das intraoperative
Narkosemonitoring erfolgte nach Standardbedingungen. Zur perioperativen
antibiotischen Prophylaxe wurde intravends einmalig Amoxicillin-Clavulansaure 2,2 g
(Augmentan®, Smith Kline Beecham Pharma GmbH, 80804 Miinchen) verabreicht.
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Die Operationen verliefen nach den standardisierten Methoden des sterilen
Vorgehens. So wurde nach Abwaschen und sterilem Abdecken des Hinterlaufs der
linken Seite zunachst die Sehne des Musculus digitorum superficialis gewonnen.
Dabei wurde der longitudinale Hautschnitt kurz oberhalb der Achillessehne gesetzt.
Nach anschlielender Blutstilung wurde sich durch die bindegewebigen
Verschiebeschichten prapariert, bis die Sehne des Musculus digitorum longus
freigelegt wurde, die die Achillessehne mantelférmig umhullt. Deswegen musste
diese dinne Flexorensehne der Ladnge nach durchtrennt werden, um im Folgenden
das eigentliche Transplantat mittels zwei Overhold- Zangen zu mobilisieren und auf
einer Lange von 7,5 cm zur Halfte scharf herauszutrennen. Die Wunde wurde dann
schichtweise mit Vicryl® 3/0 und Ethilon 1l® 3/0 wieder verschlossen. Das
entnommene Transplantat wurde verpackt und an die Gewebebank der Charité zur
Behandlung mit dem Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren versandt.

Abb. 2.3: Allograft

Anschlielend wurde mittels anteromedialen Hautschnitt und Durchtrennung des
Retinaculum patellae das linke Kniegelenk er6ffnet. So konnte dann die Patella nach
lateral luxiert und der Hoffasche Fettkérper scharf durchtrennt werden. In Folge
wurde die Plica synovialis und das vordere Kreuzband entfernt, wobei die vom
verbliebenen Bindegewebe bedeckten Insertionsstellen freigelegt wurden. Dabei
wurden das Ligamentum transversum genus und das hintere Kreuzband komplett

erhalten.

Orientierend an den Insertionsstellen des nativen Kreuzbandes wurde in 90° Flexion

mittels Bohrer zunachst der tibiale Tunnel von innen nach aul3en angelegt, wobei die

19



MATERIAL UND METHODEN

Lange bzw. der Durchmesser je nach TransplantatgroRe zwischen 20 bis 35 mm
bzw. 6 bis 9 mm lag. AnschlieRend wurde mit dem femoralen Tunnel analog
verfahren, wobei die Bohrung in maximaler Beugung des Kniegelenks vorgenommen
wurde. Nun wurde ein weiteres, bereits mit dem Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck-
Verfahren behandelte und inzwischen aufgetaute Allograft an beiden Enden mit einer
1,5- fachen Kirchheim- Kessler Sehnennaht versehen, um die ein Haltefaden aus
Vicryl CT® 1/0 geschlungen wurde (s. Abb. 2.3). Uber letzteres wurde das
Transplantat dann unter Zuhilfenahme eines Osendrahtes in die jeweiligen
Bohrkanéle eingezogen. Femoral wurde die Sehne per Fixationsbutton extrakortikal,
tibial mittels Knochenbricke fixiert (s. Abb. 2.4).

Anschlielend wurde das Knie mehrere Male durchbewegt, um ein eventuelles
Transplantat- Impingement frihzeitig zu erkennen. Danach wurden der eroffnete
Hoffasche Fettkérper und das durchtrennte Retinaculum patellae adaptiert und die

Wunde verschlossen.

Abschliel3end wurde noch ein steriler Wundverband angelegt und das operierte
Tier in den Stall der Einrichtung zurtickgebracht. Eine Analgesie wurde mittels eines
Fentanyl- Pflasters durchgefuhrt, welches bis zum dritten postoperativen Tag
belassen wurde. Ein Verbandswechsel erfolgte jeden zweiten Tag bis die Wunden
trocken und geschlossen waren, wobei die Faden bis zum 10. bis 14. postoperativen

Tag belassen wurden.

Abb. 2.4: Darstellung der extraartikularen Transplantatfixierung [148]
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2.6 Polychrome Sequenzmarkierung

Um uber den zeitlichen Ablauf und die Lokalisation des Knochenumbaus Aussagen
treffen zu kénnen, wurde den Versuchstieren zu definierten Studienzeitpunkten so
genannte Fluorchrome appliziert. Diesen Prozess nennt man polychrome
Sequenzmarkierung. Dabei macht man sich die Eigenschaft fluoreszierenden
Substanzen zunutze, sich an die Mineralsalze biologisch aktiven Knochens zu

binden.

Als Fluorchrome wurden Calcein- Griin, Xylenol- Orange (beide Sigma Aldrich
GmbH, 82024 Taufkirchen) und Tetracyclin (Supramycin® pro infusione, Grunenthal
GmbH, 52220 Stolberg). Hergestellt wurden die Injektionsldsungen nach einer
Empfehlung des AO- Forschungsinstituts Davos (s. Tab. 2.1).

Substanz Ldsung Konzentration
Calcein- Grin 1 gin 100 ml Aqua dest. 10 mg/ ml
Xylenol- Orange 9 g in 100 ml Aqua dest. 90 mg/ ml
Tetracyclin 2,59 in 100 ml Aqua ad 25 mg/ ml
Injectabile

Tab. 2.1: Empfehlung des AO- Forschungsinstituts Davos zur Herstellung von Injektionslésungen zur
polychromen Sequenzmarkierung

Die Ldsungen von Calcein- Griun und Xylenol- Orange, welche zuvor mittels
Sterilfiltration sterilisiert wurden, konnten problemlos subkutan appliziert werden,
wahrend Tetracyclin intravends verabreicht werden musste. Die injizierte Menge
richtete sich nach dem jeweiligen Gewicht des Versuchstieres, welches unmittelbar
zuvor ermittelt wurde. Dabei galten fir die verwendeten Substanzen folgende
Vorgaben: Calcein- Grin 10 mg/ kg KG, Xylenol- Orange 90 mg/ kg KG und
Tetracyclin 25 mg/ kg KG.
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Die beiden Versuchsgruppen wurden zu jeweils unterschiedlichen Zeitpunkten
markiert, so dass eine kontinuierliche Fluoreszenzmarkierung und damit eine
Beurteilung des knéchernen Umbaus Uber den gesamten Versuchszeitraum madglich

waren (s. Tab. 2.2).

Gruppe Calcein- Grin Xylenol- Orange Tetracyclin

6- Wochengruppe 1. Woche 3. Woche 5. Woche
postoperativ postoperativ postoperativ

12- Wochengruppe 7.Woche 9. Woche 11. Woche
postoperativ postoperativ postoperativ

Tab. 2.2: Zeitplan der polychromen Sequenzmarkierung

2.7 Biomechanische Testung

Die Euthanasie der Tiere erfolgte unter einer Narkose mit Thiopental und
Pancuroniumbromid 0,2 mg/ kg KG mit einer Uberdosis von Kaliumchlorid
(Kaliumchlorid 7,45% Braun®, Braun Melsungen AG, 34212 Melsungen). Der linke
Hinterlauf wurde explantiert und in Kompressen eingeschlagen, die mit
physiologischer Kochsalzlosung getrankt waren, und anschlieRend zur
biomechanischen Testung gebracht, wo zunachst das Kniegelenk bis auf den
Kapselbandapparat freiprapariert wurde. In Folge wurde es dann in neutraler
Rotation und 90° Beugung in die Testmaschine (Zwick 1455, Zwick GmbH, Ulm)
eingespannt. Dann wurden jeweils drei vordere und drei hintere Schubladentests
absolviert, wobei die Belastung 50 N und der Versatz 1 mm/s betrug. Dieser Vorgang
wurde dann am isolierten vorderen Kreuzbandersatz wiederholt, nachdem samtliche
Binnenstrukturen des Kniegelenks entfernt worden waren. Schlussendlich wurde ein
Versagenstest bei neutraler Rotation und 60° Flexion des Gelenks mit einer
Versatzgeschwindigkeit von ebenfalls 1 mm/s durchgefiihrt, um den Kraftwert zu
ermitteln, der zum Versagen der Rekonstruktion fuhrte. Die daraus resultierenden

Ergebnisse sind Bestandteil der Dissertation von Johannes Gonnermann.
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2.8 Anfertigung der histologischen Praparate

Im Anschluss an die biomechanischen Untersuchungen wurden die restlichen
Weichteile von Femur und Tibia entfernt und anschlieRend fir die nachsten vier
Wochen in eine gepufferte Fixierlosung gelegt (s. Tab. 2.3).

Die fixierten Gelenkkopfe wurden in das EXAKT®- Trennschleifsystem Makro
(EXAKT- Apparatebau GmbH, Norderstedt) eingespannt und entsprechend justiert,
so dass eine Sageebene getroffen wurde, bei der Bohrkanal in vollem Ausmal3
sichtbar wurde. Dabei orientierte man sich an den intraartikularen Austrittsstellen des
verbliebenen Transplantats und an der extrakortikalen Verankerung des distalen
Femur bzw. der Knochenbriicke an der proximalen Tibia und korrigierte die

Einstellung, wenn es notig war.

Substanz Menge

Formaldehyd 36% 124 mi

Methylalkohol 100% 540 ml

Barbital- Natrium Puffer pH 7,4/ 0,1 molar 130 ml
Glukose 69

Tab. 2.3: Zusammensetzung der Fixierlésung

Sobald der Bohrkanal in voller LAnge zu erkennen war, wurden 3 bis 4 mm dicke
Knochenscheiben aus den Gelenkkodpfen herausgesagt und in einer aufsteigenden
Alkoholreihe entwassert (s. Tab. 2.4).

Ethylalkoholgehalt Dauer
70% 3 Tage
80% 3 Tage
96% 2x 3 Tage
100% 3x 3 Tage

Tab. 2.4: Entwasserungsschema der Knochenscheiben
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Anschlielend wurden diese unentkalkt mit Technovit® (Heraeus Kulzer GmbH,
61273 Wehrheim) infiltriert. Dies ist ein Kunststoffpolymer aus Polymethylmetacrylat.
Nach Auswaschen in Xylol wurden sie fir 3 Stunden in eine Prainfiltrationslésung
aus 200 ml entstabilisierter Technovit 9100 Basislésung und 1 g ,Harter 1“ eingelegt.
Danach wurden die Knochenscheiben zweimal hintereinander fiir jeweils 7 Tage in
250 ml Technovit Infiltrationslésung gelegt. Die Infiltrationslésung wurde aus
entstabilisierter Basislosung und 20 g Pulver 2 und 1 g ,Harter 1* hergestellt, wobei
zuerst das Pulver vollstdndig in der Basislosung gelost werden musste. Die
Prainfiltration erfolgte bei Raumtemperatur, die Infiltration im Kuhlschrank bei einer

Temperatur von 4° C.

Fur die Kunststoffeinbettung wurde ein Polymerisationsgemisch gefertigt, welches
innerhalb von 24 Stunden auspolymerisierte. Das Polymerisationsgemisch bestand
zu 9 Volumenanteilen aus Stammlésung A und einem Volumenanteil Stammlésung
B. Zur Herstellung der Stammlosung A wurden 80 g Pulver 2 in entstabilisierter
Basislosung vollstandig gelost. Danach wurden 3 g ,Harter 1“ hinzugefigt. Die
Losungsmenge ergab am Ende 500 ml. Zur Herstellung der Stammlésung B wurden
44 ml entstabilisierte Basislosung mit 4 ml ,Harter 2“ und 2 ml ,Regler 5* vermischt.
Die Knochenscheiben wurden mit der Schnittseite nach unten in Kunststoffformen
gelegt und in dem Polymerisationsgemisch eingebettet. Dann wurden Sie luftdicht
verschlossen und zum Aushéarten bis auf 0-6° C gekihlt. Nach dem Ausharten
wurden die Kunststoffblocke aus den Formen geldst und beschriftet.

Auf eine saureentkalkte Knochenhistologie wurde bewusst verzichtet, um ein
Herauslosen der gebundenen Fluorchrome zu verhindern und eine Beurteilung der

Mineralisationsvorgange zu ermoglichen.

Die in dem Polymethylacrylat eingebetteten Schnittpraparate wurden ins Leica® SM
2500 Hartschnittmikrotom (Leica GmbH, 61400 Bensheim) eingespannt und
Seriendunnschnitte von 6 pm Dicke hergestellt. Diese wurden auf einen
Glasobjekttrager gebracht, mit Streckflissigkeit aus 30 ml Butoxyethyl- Acetat und 70
ml 70%igem Alkohol betraufelt. Anschliel3end wurden sie mit Kisolfolie bedeckt, mit
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einem Pinsel behutsam geglattet und dann unter dem Druck einer Schnittpresse bei
37°C im Brutschrank tber 24 Stunden getrocknet.

Um die diversen Gewebestrukturen gesondert hervorzuheben, wurden die Schnitte
nach drei unterschiedlichen Methoden gefarbt. Die Masson-Goldner-Farbung (MG)
ist eine Ubersichtsfarbung und dient dem Nachweis von kollagenem Bindegewebe.
Die Zellkerne farben sich braunlich-schwarz an, das Zytoplasma ziegelrot,
Bindegewebe grun, Erythrozyten orangegelb und Osteoid rot. Mineralisiertes
Knochengewebe stellt sich leuchtend grin dar, unverkalktes Knochengewebe
hellgrun.

Die kombinierte Safranin- O- von- Kossa- Farbung (SOvK) dient der Abgrenzung von
mineralisiertem Knochen und Knorpelgewebe gegeniiber nichtmineralisiertem
Knochen. Mineralisiertes Gewebe stellt sich in dieser Farbung schwarz dar, wéhrend
sich die nichtmineralisierten Bereiche leuchtend rot darstellen.

Die Alcianblau- Farbung (AC) dient der Darstellung saurer Mukopolysaccharide und
der Darstellung der Kalkknorpelgrenze. Die Mukopolysaccharide stellen sich lila dar
und die sauren Mukopolysaccharide leuchtend blau. Die Zellkerne werden rot
angefarbt, Knochen lila und Kalkknorpel leuchtend blau.

Von den Kunststoffblocken, die zum Schliff vorgesehen waren, wurde nach der von
Donath beschriebenen Methode Knochendinnschliffe hergestellt [35]. Zun&chst
wurden die auspolymerisierten Praparate mit der nicht zu untersuchenden
Oberflache mit Technovit® 4000 auf einen Kunststoffobjekttrager mit einer EXAKT-
Vakuum- Klebevorrichtung (EXAKT, Apparatebau GmbH, Norderstedt) aufgeblockt.
In der Vakuumvorrichtung eines EXAKT- Mikro- Schleifsystems wurde anschliel3end
die zu untersuchende Seite des Préparats eingespannt und mit einem 4000er
Schleifpapier planparallel freigelegt, um daraufhin den transparenten Technovit®
7100 Prazisionskleber aufzutragen. Dann wurde ein weiterer Objekttrager
aufgebracht und der Kleber blasenfrei unter der EXAKT- Vakuum-Klebevorrichtung

photopolymerisiert. Das lichtdurchlassige sich auf dem Objekttrager befindliche

25



MATERIAL UND METHODEN

Praparat wurde nach Aushartung des erhaltenen ,Sandwichs® mit dem EXAKT-
Trennschleifsystem Makro abgetrennt, um anschlieBend erneut in das EXAKT-
Mikroschleifsystem eingespannt zu werden. Dort wurde es unter Mikrometerkontrolle
mittels 1000- 4000er Schleifpapier und abschlieRendem Polieren auf eine Starke von
80 bis 100 pm gebracht. Diese Dunnschliffpraparate wurden ungefarbt

fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

2.9 Histologische Auswertung

Fur die histologische Auswertung wurden die Methoden der konventionellen
Durchlichtmikroskopie, der Polarisations- und Fluoreszenzmikroskopie verwendet.
Daflr wurde stets auf ein Leica DMRB Mikroskop (Leica Mikroskopie und Systeme
GmbH, 35530 Wetzlar) =zurtckgegriffen. Wahrend bei der herkémmlichen
Durchlichtmikroskopie Objektive mit 1,6-, 2,5-, 5-, 10-, 20- und 40- facher
Vergrolierung zum Einsatz kamen, wurden bei der Polarisationsmikroskopie nur mit
maximal 20- facher VergrolBerung gearbeitet, da durch die zwei zuséatzlich
dazwischengeschalteten Polarisationsfilter mehr Licht absorbiert wurde. Zur
Dokumentation der histologischen Befunde kamen ein Leitz Orthomat E System Wild
und ein digitales Bildanalysesystem zur Anwendung.

Die unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften der verschiedenen
Gewebearten machen den Einsatz von Farbstoffen moglich, die bei simultaner und
sukzedaner Anwendung eine Differenzierung dieser Gewebearten erlauben. Dadurch
lassen sich bei der Durchlichtmikroskopie Aussagen uber die feingewebliche

Zusammensetzung von Schnittpraparaten treffen.

Dabei lasst die modifizierte Masson- Goldner- Trichrom- Farbung, die als
Ubersichtsfarbung fungierte, eine Beurteilung bindegewebiger und knocherner
Strukturen zu. Die Safranin-O- von- Kossa- Farbung diente der Bewertung von

mineralisierten, die Alcianblau- Farbung von knorpeligen Strukturen. In Ubersichts-
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vergroRerungen wurde zunachst durch einen Quervergleich der drei
Praparatfarbungen Aussagen uber den feingeweblichen Aufbau getroffen und eine
gewebliche Zuordnung der Strukturen vorgenommen. Dabei wurden sowohl das
Ausmal3 als auch die Lokalisation bewertet, um sie anschlieRend in hdheren
Auflésungen auf zellularer Ebene zu beurteilen. Zusammenfassend war es moglich,
anhand dieser Analyse den Stand des Einheilungsprozesses nach sechs bzw. zwolf

Wochen zu bestimmen.

Die Polarisationsmikroskopie ist eine Methode, um Uuber die Ordnung von
Molekulverbanden zu urteilen. Eine in den Lichtgang eingebrachte Folie, auch
Polarisator genannt, zerlegt das von einer Lichtquelle ausgesendete diffuse, in allen
Achsen schwingende Licht in einen auf3erordentlichen, d.h. nur in einer definierten
Achse schwingenden, und einen ordentlichen, d.h. sich in allen Ubrigen
Schwingungsebenen bewegenden, Strahl. Dabei wird letzterer durch Reflexion
ausgeldscht, so dass nur der aul3erordentliche Strahl durch den Polarisator tritt. Trifft
dieser nun auf gleichsinnig ausgerichtete Molekulverb&nde, durch welche er
gleichsinnig gedreht wird, kann durch eine weitere zwischengeschaltete Folie, dem
Analysator, verstarkt nur dieser, in einer definierten Drehachse schwingende
Lichtstrahl hindurch gelassen werden. Dadurch leuchten wiederum genau diese
Strukturen im Gesichtsfeld des Mikroskops heller auf, die gleichsam ausgerichtet
sind.

Der fluoreszenzmikroskopischen Untersuchung diente das Leica DMRB Mikroskop
mit einer Quecksilberhochdrucklampe und Filtern fir die jeweilige selektive
Darstellung der drei verwendeten Fluorchrome. Fur die Befundung und
Dokumentation wurde ein digitales Bildanalysesystem (AxioVision Rel. 4.3)
verwendet. In dieses System wurden dann die 16- fach vergro3erten Einzelbilder
mittels einer Videokamera (Sony 3 CCD Color video camera) eingespeist. Ein an das
digitale Bildsystem gekoppelter, motorisierter XY- Tisch (MCX- 2eco, ITK Dr. Kassen
GmbH, Lahnau) ermoglichte die Erstellung von Ubersichtsaufnahmen, die
automatisch aus Einzelbildern nicht Uberlappend zusammengesetzt wurden. Dabei
konnte durch eine weitere Funktion des Programms der Bildanalyse eine gleichzeiti-
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ge Befundung des Anlagerungsverhaltens aller drei verwendeten fluoreszierenden
Stoffe vorgenommen werden, indem die jeweiligen Einzeldarstellungen verrechnet

und dann optisch Ubereinander gelagert wurden.

Bei der Fluoreszenzmikroskopie macht man sich die Eigenschaft bestimmter
Substanzen zunutze, nach Anregung durch kurzwelliges, energiereiches Licht, in
dem Falle 0,3- 0,04 um, zu fluoreszieren. Werden namlich diese so genannten
Fluorchrome durch dieses ultraviolette, nicht sichtbare Licht angeregt, werden ihre
Molekile kurzzeitig auf ein hoheres Energieniveau angehoben, von welchem sie
dann unter Abgabe von sichtbarem, energiedrmerem und langwelligerem Licht auf ihr
ursprungliches Niveau zurickfallen. Dabei existieren flr die entsprechenden
fluoreszierenden Substanzen spezifische Wellenlangen fiir den entsprechenden
Energietransfer, wobei dann durch bestimmte Filter das charakteristisch farbige Licht
separiert weitergeleitet wird. So sendet Calcein- Grun griine, Xylenol- Orange rote
und Tetracyclin gelbe Fluoreszenzen aus, die sich gut von der
Hintergrundfluoreszenz  korpereigener  Substanzen  abheben. Durch die
Sequenzmarkierung (s. Tab. 2.2) lieRen sich zudem Aussagen uber den zeitlichen

Verlauf des knéchernen Umbaus fur den gesamten Versuchszeitraum treffen.

Aus vorangegangenen Studien ist hinlanglich bekannt, dass die Einheilung eines
freien Sehnentransplantats ein komplexes Geschehen darstellt. Dabei sind der
Knochenumbau und das biologische Verhalten des Transplantats Bestandteile einer
Reihe von parallel verlaufenden und ineinander greifenden Prozessen der Knochen-
Band- Einheilung, die zudem noch einer gegenseitigen Beeinflussung unterliegt.
Deswegen stellt die quantitative Auswertung dieses Prozesses eine grol3e
Schwierigkeit dar. Um dennoch der Vielzahl an relevanten und teilweise schwer
guantifizierbaren Parametern gerecht zu werden, erfolgt die histologische Analyse
der Knochen- Band- Einheilung zum grof3ten Teil rein deskriptiv, wobei die
verfugbaren Untersuchungsprotokolle vorangegangener wissenschatftlicher Arbeiten
als Vorlage bzw. Muster dienten. Zusatzlich muss bemerkt werden, dass die Reifung
der Knochen- Band- Einheilung vor allem durch das Auftreten qualitativ neuer
Merkmale gepragt und die Quantitat nur eine untergeordnete Rolle spielt.
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Um zusétzlich den Vergleich von Ergebnissen verschiedener Studien zu erleichtern,
wurde der wichtigste Faktor dieses Heilungsprozesses, die direkte Bandinsertion,
mittels eines Scores (s. Tab. 2.6) erarbeitet, der im Vorfeld in der Arbeitsgruppe von
Weiler et al. entwickelt wurde [143]. Zusammengenommen fanden einerseits der
Gesamtkomplex, aber andererseits auch die einzelnen Vorgange und Merkmale

ausreichende Beriicksichtigung bei der Auswertung.

Grad Bezeichnung Merkmale

0 keine direkte Bandinsertion keine Anzeichen einer direkten Bandinsertion,
indirekte Bandinsertion

I beginnende direkte vereinzelte, nicht mineralisierte Chondrocyten
Bandinsertion

Il fortgeschrittene direkte Vielzahl von ungeordneten Chondrocyten,
Bandinsertion zum Teil mineralisiert

i ausgepragte direkte Vielzahl von zu Saulen angeordneten
Bandinsertion Chondrocyten, breite Mineralisationsfronten

v reife direkte Bandinsertion typischer Vierzonen- Aufbau:
1. freie Bandstruktur mit parallel ausgerichteten
Kollagenfasern
2. unverkalkter Faserknorpel
3. Kalkfaserknorpel
4. lamellarer Knochen

Tab. 2.6: Score zur semiquantitativen Auswertung der direkten Bandinsertion [143]
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3 Ergebnisse

3.1 Allgemeines

3.1.1 Postoperativer Verlauf und Komplikationen

Insgesamt wurden bei 18 Tieren eine Rekonstruktion des VKB mittels eines mit
Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren behandelten Allograft vorgenommen.
Im kompletten Verlauf dieser Studie traten keine wesentlichen Komplikationen auf, so
dass jeweils die komplette Anzahl der Schafe aus der 6- bzw. 12- Wochengruppe
den biomechanischen und histologischen Untersuchungen zugefiihrt werden
konnten. Die Schafe wurden in den ersten 14 Tagen nach der Operation taglich
beobachtet bzw. untersucht. Alle Schafe Ubten unmittelbar postoperativ eine
Teilbelastung der operierten Extremitat aus und entwickelten innerhalb der ersten 14
Tage ein normales Gangbild. Lediglich ein Tier zeigte innerhalb der ersten zwel
Wochen, ab dem 6. postoperativen Tag ohne ersichtlichen Grund eine kurzzeitige
Verschlechterung des Gangbildes in Form eines Schonhinkens, welches aber nach
drei Tagen wieder vollstdndig verschwand. Danach verlief die weitere Entwicklung

ebenfalls problemlos.

3.1.2 Biomechanische Ergebnisse

Die Ergebnisse der biomechanischen Testungen sind Bestandteil der Dissertation
von Johannes Gonnermann. Im Folgenden soll jedoch durch die kurze Darstellung
ein Vergleich zwischen den Heilungsvorgangen und den Versagenskraften bzw. den
Versagensmodi ermdglicht werden. Auch diese Ergebnisse wurden mit denen der
Kontrollstudie verglichen.

Nach 6 Wochen beobachteten wir ahnliche biomechanische Eigenschaften in den

Schubladentests bei den PES-sterilisierten Transplantaten im Vergleich zu den
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unsterilisierten Allografts und den Autografts. Einzig im vorderen Schubladentest
zeigte sich schon nach 6 Wochen eine signifikant grol3ere Laxizitat und eine
signifikant geringere Steifigkeit der PES-behandelten Flexorensehnen zu den
Autografts. Im 3. Monat des Transplantatremodelings fand sich in der PES-Gruppe
bereits eine signifikant grof3ere Laxizitdt und signifikant geringere Steifigkeit im
kombinierten vorderen und hinteren Schubladentest gegentber dem Autograft. Im
vorderen Schubladentest ergaben sich eine signifikant groRere Laxizitdt und eine
signifikant geringere Steifigkeit gegentber beiden Kontrollgruppen.

Die Steifigkeit der PES-behandelten Allografts war im Versagenstest gegentber den
Kontrollgruppen bereits zu beiden Zeitpunkten signifikant geringer. Eine signifikant
verringerte maximale Versagenskraft war allerdings erst in der 12. postoperativen
Woche zu verzeichnen. Dabei versagten bereits 44,4% (4/9) der PES-Transplantate
beim vorderen Schubladentest unter submaximaler Belastung, so dass ein
Versagenstest gar nicht erst moglich war. Wahrend die Kontrollgruppen nach 12
Wochen einen Anstieg der Versagenskraft zeigten, nahm die maximale
Versagenskraft bei den PES-Allografts im Vergleich zum Zeitpunkt von 6 Wochen
noch weiter ab. Dabei anderte sich ebenfalls der Versagensmodus von einem
primaren Versagen der Verbindungsmaterialien (Knoten/Faden) nach 6 Wochen zu
einem intraligamentéren Reil3en des PES-Transplantates nach 12 Wochen.

Insgesamt schnitt das PES-behandelte Allograft in allen biomechanischen Testungen
im Vergleich zum tiefgefrorenen Allograft und dem Autograft schlechter ab, wobei die
Unterschiede im Verlauf nach 12 Wochen immer deutlicher wurden. Die
Peressigsaure-Ethanol-Unterdruck-Sterilisation von Weichteiltransplantaten resultiert
somit schon nach 12 Wochen in erheblich eingeschrankten biomechanischen

Eigenschaften.

3.1.3 Revaskularisierung

Die Ergebnisse der Untersuchungen bezuglich der Revaskularisierung sind ebenfalls

Bestandteil der Dissertation von Johannes Gonnermann.
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Im Vergleich zu den Autografts (AUTO) und den unsterilisierten Allografts (ALLO) der
Vorstudie zeigte sich das Transplantatremodeling der PES-behandelten Allografts
jedoch deutlich verlangsamt bzw. gestort. In der deskriptiven Auswertung der
konventionellen HE- und MG-Farbungen der PES-behandelten Allografts fand sich
noch 6 Wochen postoperativ ein weitestgehend avitales, avaskulares und
strukturloses Transplantat. Diese Aussage wurde durch die quantitative Erhebung
der GefalRdichte tUber drei vorher definierte Zonen (subsynovial, intermediar, zentral)
im Querschnitt anhand der anti-v.Willebrandt/ FaktorVIll- Farbung bestétigt. Zum
Zeitpunkt von 6 Wochen war die Gefal3dichte im Vergleich zu den Kontrollgruppen
(AUTO, ALLO) sowohl in der zentralen, intermedidren als auch in der subsynovialen
Zone signifikant geringer. Die signifikante Hypovaskularitat gegentber der nativen
Flexorensehne und dem nativen Kreuzband (Uber den gesamten
Transplantatquerschnitt bekréftigt ebenfalls die Vermutung, dass sich das PES-
Allograft nach 6 Wochen noch in der Degenerationsphase befand. Die
Kontrollgruppen (AUTO, ALLO) waren zu diesem Zeitpunkt im Remodelingprozess
schon weiter fortgeschritten.

Nach 12 Wochen prasentierte sich das PES-behandelte Allograft inhomogen vitaler
als zuvor. Vor allem in der subsynovialen Zone gab es lokal vitale, hyperzellulare und
hypervaskularisierte Regionen neben avitalen Bereichen. Die Vaskularitat und
Zellularitat nahm zur Transplantatmitte allerdings stetig ab. Das Bindegewebe wirkte
noch weitestgehend ungeordnet und strukturlos. Die quantitative Bestimmung der
Gefaldichte ergab einen Anstieg in allen 3 Zonen von 6 nach 12 Wochen. Im
Vergleich zu der AUTO- und der ALLO-Gruppe war der Geféal3gehalt aber weiterhin in
allen Regionen signifikant vermindert und wies lediglich in den peripheren Zonen
gegenuber dem nativen VKB eine Hypervaskularitat auf. Es zeigt sich also, dass
beim PES-behandelten Allograft ebenfalls eine Revaskularisierung im Rahmen des
Remodelings stattgefunden haben muss. Diese verlauft jedoch selbst noch 12
Wochen nach Implantation im Vergleich zum unsterilisierten Allograft und erst recht
zum Autograft deutlich verlangsamt ab. Das Peressigsaure-Unterdruck-Verfahren
scheint demnach die ,Ligamentisierung“ von allogenen Sehnentransplantaten zu

storen.
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3.1.4 Remodeling

Die Ergebnisse der Untersuchungen bezlglich des Remodelings sind Bestandteil der
Dissertation von Julia Kamp. Im Folgenden soll jedoch durch die kurze Darstellung
ein Vergleich zwischen den Heilungsvorgangen und den Remodelingprozessen
ermoglicht werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass der fruihe Remodelingprozess der PES-sterilisierten
Transplantate deutlich verzogert ablief. Nach 6 Wochen war eine niedrigere
Gesamtzellzahl als bei autologen und allogenen, nicht-sterilisierten Transplantaten
festzustellen, nach 12 Wochen war dieser Unterschied dann signifikant. Von 6 zu 12
Wochen war nur ein minimaler Anstieg der Zellzahl im PES-sterilisierten Transplantat
zu sehen gewesen.

Bei der Crimplange ergaben sich nach 6 und nach 12 Wochen signifikante
Unterschiede zu beiden Gruppen. In der Vergleichsgruppe war deutlich geworden,
dass sich die Wellenlange des Crimp in autologen und in allogenen, nicht-
sterilisierten Transplantaten im Laufe der Zeit der Lange des VKB langsam
annaherte, nachdem sie initial deutlich gestiegen war. Bei dem PES-sterilisierten
Gewebe war diese Entwicklung in der fruihen Phase des Remodeling noch nicht zu
erkennen. Die Wellenlange nahm von 6 zu 12 Wochen sogar noch zu, wenn auch
nicht signifikant (p = 0,258)

Auch die Betrachtung der Myofibroblasten zeigte wenig Dynamik im Remodeling. Es
waren deutlich weniger einsprieBende Myofibroblasten als in autologen und
allogenen, nicht-sterilisierten Transplantaten zu sehen.

Der Gehalt an Kollagen | und Ill anderte sich Uber den gesamten beobachteten
Zeitraum nicht signifikant. Aus der Literatur ist bekannt, dass innerhalb der ersten
Wochen der Gehalt an Kollagen Ill zunimmt, wahrend der an Kollagen | abnimmit.
Alle Parameter zeigen also eine deutliche Verzogerung oder Storung des
Remodelingprozesses.

33



ERGEBNISSE

3.1.5 Makroskopische Befunde

Das native vordere Kreuzband zeigte sich zum Zeitpunkt Null von einer gut
vaskularisierten synovialen Hille umgeben, wahrend die PES-sterilisierte
Flexorensehne von einem dunnen Peritendineum mit &ahnlicher Gefal3verteilung
Uberzogen war.

In der frihen Remodelingphase nach 6 Wochen wies das Kniegelenk geringe
Entztindungszeichen wie serdsen Gelenkerguss und Gefaldinjektionen der Synovialis
auf. Bei zwei explantierten Kniegelenken war der Gelenkerguss im Rahmen eines
Hamarthros leicht blutig tingiert. Das Transplantat war von einer reichlich
vaskularisierten und hypertrophen Synovialschicht umhdillt.

Wahrend der intermedidren Remodelingphase ergab die makroskopische Inspektion
der explantierten Gelenke der 12 Wochentiere schwerere Entziindungszeichen. Bei
zwei Drittel der operierten Kniegelenke zeigten sich z.T. schwer ausgepragte

sekundare Arthrofibrosen am tibialen Knochentunneleingang (s. Abb. 3.1).

Abb. 3.1: Links: Makroskopische Ansicht der Arthrofibrose nach 12 Wochen; der Pfeil deutet auf den
Bereich des tibialen Tunneleingangs; Rechts: Mikroskopisches Bild der Arthrofibrose nach 12 Wochen

Zur Verifizierung dieser Diagnose wurden histologische Schnitte dieser
Veranderungen angefertigt und einem Pathologen zur Beurteilung vorgelegt, der dies
dann bestatigte. Andere Charakteristika waren ausgepragte serdse in einigen Féallen

leicht blutige Gelenkergisse und eine ausgepréagte Gefalinjektion in der Synovia des
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Transplantats, welches selbst teilweise aufgefasert und weiterhin von einer

hypertrophen Synovialschicht umhdllt war.

3.2 Histologische Ergebnisse

Bei den folgenden Ergebnissen werden die verschiedenen Entwicklungen bezuglich
der Knochen- Sehnen- Heilung sowie des Knochenumbaus bestimmten Regionen
des femoralen bzw. tibialen Knochentunnels zugewiesen. In den unten abgebildeten
Knochenschnitten werden die einzelnen Bereiche des Tunneleingangs, der- mitte
und des —bodens farblich hervorgehoben (s. Abb. 3.2).

Entsprechend der biomechanischen Belastungssituation unterscheidet man eine
Druckseite, die femoral der anterioren und tibial der posterioren Ebene entspricht,
von einer Zugseite. Letztere befindet sich femoral auf der posterioren und tibial auf
der anterioren Seite.

antarior

postarior

Abb. 3.2: Knochenschnitte (links Femur, rechts Tibia) mit Darstellung der Ebenen des Tunneleingangs (rot),
der Tunnelmitte (blau) sowie des Tunnelbodens (griin)
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3.2.1 Ergebnisse der 6- Wochengruppe
3.2.1.1 Knochen- Band- Einheilung

Femur:

In 2 Praparaten waren keine Anzeichen der direkten Bandinsertion zu erkennen. In 2
weiteren zeigte sich eine Entwicklung einer neuen direkten Bandinsertion |. Grades,
die sich jeweils an der posterioren Seite des Knochenkanals auf Hohe des
Tunneleingangs befand. Eine fortgeschrittene Entwicklung einer direkten
Bandinsertion (Grad II) zeigte sich in 5 Fallen, wobei dies sich ebenfalls grofdtenteils
auf die posteriore Seite (3/5) und den Tunneleingang (3/5) beschrankte. Bei zweien
war diese am Tunnelboden bzw. —ausgang vorzufinden (s. Abb. 3.8). In einem
Praparat zeigten sich am Eingang und der Mitte der dorsalen Seite des
Knochenkanals eine Vielzahl von zu Saulen angeordneten chondroiden Zellen und
breite Mineralisationsfronten, was einer neu entwickelten direkten Bandinsertion des
Reifegrad Il entsprach (s. Abb. 3.3- 3.5).

Vor allem am Tunnelboden war eine schwache bis mittel ausgepragte
bindegewebige Zwischenschicht zu sehen, die von vereinzelten Sharpey- ahnlichen
Fasern durchsetzt war, die in den anliegenden Knochen einstrahlten.

Tibia:

Bei der Auswertung der histologischen Schnitte der Tibia zeigte sich bezuglich der
Knochen- Band- Heilung ein &hnliches Bild wie bei denen des Femurs. So liel3en sich
bei 2 Praparaten ebenfalls keine Zeichen der direkten Bandinsertion auffinden und
bei 2 weiteren eine zeigte sich beginnende Entwicklung (Grad I). Dabei wiesen diese
vereinzelte chondroide Zellen jeweils auf der anterioren Seite auf, das eine Mal am
Eingang, das andere Mal in der Mitte und am Boden des Knochentunnels. In 4 Féllen
hatte sich eine Vielzahl von Knorpelzellen entwickelt, die zum Teil mineralisiert waren
(Grad IlI) und die sich vorwiegend am Eingang und der Mitte des Bohrkanals
vorfanden, wobei die jeweilige Verteilung auf die anteriore bzw. posteriore Seite
ausgeglichen war. Ein Praparat zeigte eine ausgepragte Entwicklung einer neuen
direkten Bandinsertion (Grad Ill), die in allen Abschnitten des Tunnels vorzufinden

war, aber an der dorsalen Seite noch etwas starker entwickelt war (s. Abb. 3.7- 3.8).
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Die Ausbildung der bindegewebigen Schicht liel3 ein &hnliches Bild erkennen wie auf
der femoralen Seite. Dabei war sie ebenfalls verstarkt am Tunnelboden zu finden,
wobei dort Abschnitte dieser fibordsen Sharpey- Fasern enthaltende Zwischenschicht
zum Teil direkt an Bereiche angrenzten, die durch Zeichen der direkten
Bandinsertion gepragt waren.

Grad der Bandinsertion Femur Tibia
0 2 2
| 2 2
Il 4 4
" 1 1
v - -

Tab. 3.1: Zusammenfassende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der Knochen- Band-
Einheilung der 6- Wochengruppe

Abb. 3.3: Direkte Bandinsertion Ill. Grades im Abb. 3.4: Korrespondierende Darstellung der zu
Bereich des Tunneleingangs bis —mitte posterior; Séulen angeordneten chondroiden Zellen (Pfeile);
der Pfeil deutet in Richtung der Tunneleingangs- 6 Wochen, Schaf 9-06, Femur, AB x 200

ebene; 6 Wochen, Schaf 9-06, Femur, MG x 200
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. Transplantat

Abb. 3.5: Korrespondierende Darstellung der
breitem Mineralisationsfronten (Pfeile);
6 Wochen, Schaf 9-06, Femur, SOvK x 200

Abb. 3.7: Direkte Bandinsertion Ill. Grades
(weiBer Pfeil) im Bereich des Tunneleingangs
anterior; der schwarze Pfeil deutet in Richtung
der Tunneleingangsebene; 6 Wochen, Schaf 7-
06, Tibia, MG x 100

Transplantatl

Abb. 3.6: Indirekte Bandinsertion  Uber
Sharpeysche Fasern (weiRe Pfeile) neben direkter
Bandinsertion Il. Grades (schwarze Pfeile) am
Tunnelboden; 6 Wochen, Schaf 6-06, Tibia, MG x
200
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Abb. 3.8: Korrespondierende Darstellung der
breiten Mineralisationsfront ( schwarze Pfeile)
neben noch nicht mineralisierten Knorpelsaulen
(weil3e Pfeile); 6 Wochen, Schaf 9-06, Tibia, SOvK x
100
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3.2.1.2 Transplantat

Femur:

Die Transplantate waren bis auf eine Ausnahme nicht beurteilbar, da sie bis auf
einen schmalen Saum im Rahmen der biomechanischen Testungen herausgerissen
waren und nur randstandig teilweise verblieben sind (Degloving). Die eine im
Knochenkanal verbliebene Sehne zeigte im zentralen Anteil grol3e avitale Bereiche
(s. Abb. 3.9). In den Randbezirken war sie durch eine stark aufgelockerte Struktur
und einen nur zum Teil orientierten Faserverlauf gepragt. Aul3erdem liel3en sich dort

neben vereinzelten Fibroblasten und —zyten auch Rundzellinfiltrate erkennen.

Abb. 3.9: Darstellung eines Transplantats mit zentralen avitalen Anteilen
(weiBer Pfeil) mit z.T. vakuoliger Degeneration sowie hyperzellularem
Randbereich (schwarzer Pfeil); 6 Wochen, Schaf 7-06, Femur, MG x50

Tibia:

Hier waren aus demselben Grund wie oben lediglich in 3 Fallen die Transplantate
beurteilbar. Aber auch diese zeigten im zentralen Anteil in der Masson- Goldner-
Farbung grol3e rot gefarbte, zellarme Bereiche, die avitalem Sehnengewebe
entsprachen. In denen an der Knochenwand anliegenden Stiicken prasentierten sich
die verbliebenen Allografts etwas zellreicher, in der Struktur aufgelockert, im
Faserverlauf orientiert. Zusatzlich zu den Rundzellinfiltraten, wies ein Pr&parat
vereinzelt Fremdkorperriesenzellen auf, die sich am Tunnelboden befanden (s. Abb.
3.10).
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3.2.1.3 Knochenumbau

Das Bild des Knochenumbaus war sowohl tibial als auch femoral vor allem durch das
vermehrte Auftreten osteoklastarer Lakunen gekennzeichnet, die besonders am
Tunnelboden stark ausgepragt waren (s. Abb. 3.11). Innerhalb des Knochenkanals
zeigten sich nur schwache Zeichen eines Knochenaufbaus. So lieBen sich aktive
Osteoblasten und Osteoidsaume nur sehr maRig nachweisen, wobei keine
Schwerpunkte bezlglich der Lokalisation zu erkennen waren. Lediglich aul3erhalb
des Bohrtunnels war zum Teil die Knochenvorlaufersubstanz etwas starker

ausgepragt.
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Abb. 3.10: Rundzellinfiltrate am Tunnelboden mit Abb. 3.11: Osteoklasten am Tunnelboden (Pfeile);
vereinzelten Fremdkorperriesenzellen  (Pfeile); 6 Wochen, Schaf 2-06, Femur, MG x 400
6 Wochen, Schaf 7-06, Tibia, MG x 400

3.2.14 Fluoreszenzmikroskopie

In der 6- Wochengruppe zeigte sich mit Ausnahme der femoralen Calcein-
Einlagerung eine kontinuierliche Anreicherung der fluoreszierenden Substanzen

Uber die gesamte Lange des Knochenkanals. Eine zunehmende Starke der
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Fluoreszenz in Richtung des Tunnelbodens liel3 sich andeutungsweise erkennen.
Gesondert hervorzuheben sind die in einzelnen Fallen neu entstandenen inselartigen
Areale von Geflechtknochen, die vor allem im Bereich von Tunnelmitte bis —boden in
den Bohrkanal hineinragten und eine verstarkte Einlagerung der Fluorchrome nach
drei bzw. finf Wochen aufwiesen (s. Abb. 3.14).

Das nach einer Woche verabreichte Calcein- Griin zeigte insgesamt eine schwache
Anreicherung im gesamten Bohrkanal. Wahrend sich diese auf tibialer Seite eher
kontinuierlich darstellte, war das Bild auf femoraler Seite durch eine punktuelle
Anlagerung gepragt (s. Abb. 3.12). Dabei lief3 sich keine klare Praferenz beztiglich
der Lokalisation erkennen.

Das Xylenol- Orange, welches nach drei Wochen appliziert wurde, wies eine deutlich
starkere Fluoreszenz sowohl im affektierten Lamellenknochen, als auch im
neugebildeten Geflechtknochen auf. Es imponierte durch eine regelméaRigere
Einlagerung, wobei diese aber tendenziell in Richtung Tunnelboden leicht zunahm (s.
Abb. 3.13).

Das nach funf Wochen intravends injizierte Tetracyclin zeichnete sich im Vergleich
zum Xylenol- Orange durch eine leicht abgeschwéachte, aber im Verhaltnis zum
Calcein durch eine vermehrte Anreicherung aus. Zwar zeigte sich ein Schwerpunkt
bei der Verteilung der fluoreszierenden Banden in Hohe des Tunnelbodens, trotzdem
konnte man dennoch eine kontinuierliche Anlagerung im gesamten Bohrkanal mit
zum Teil auch verstarkten Einlagerungen im Bereich des Tunneleingangs erkennen
(s. Abb. 3.15).
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Tunnelboden

Tunnelboden
Tunneleingang

Abb. 3.12: Anlagerung von Calcein- Griin Abb. 3.13: GleichmaRige Anlagerung von Xylenol-

punktuell und Xylenol- Orange Uber gesamten Orange Uber gesamten Knochenkanal; 6 Wochen,
Knochenkanal, tendenziell vermehrt am Schaf 4-06, Femur
Tunnelboden I; 6 Wochen, Schaf 9-06, Femur

Tunnelmitte Tunneleingang

-.-_

Tunnelboden

Abb. 3.14: Anlagerung aller drei Fluorochrome Abb. 3.15: Darstellung aller drei Fluorochrome,

an die neugebildeten Knocheninseln (Pfeile); verstarkte Anlagerung von Tetracyclin in

6 Wochen, Schaf 2-06, Tibia Tunnelmitte und v.a. im Eingangsbereich (Pfeile);
6 Wochen, Schaf 7-06, Tibia
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3.2.2 Ergebnisse der 12- Wochengruppe
3.2.2.1 Knochen- Band- Einheilung

Femur:

Die Reife der direkten Bandinsertion entsprach weitestgehend der der Vorgruppe. So
zeigte 1 Praparat keine Zeichen einer direkten Bandinsertion auf, wahrend 2 weitere
vereinzelte, unverkalkte Knorpelzellen aufwiesen (Grad 1), die sich auf der anterioren
Seite des Tunneleingangs befanden. Ebenfalls in dieser Lokalisation konnten in 3
weiteren Fallen chondroide Zellen nachgewiesen werden, die allenfalls eine
beginnende Mineralisation erkennen liel3en, weshalb eine genaue Zuordnung nicht
moglich war (Grad I-1I). Bei 2 anderen gefarbten Schnitten waren die Kriterien fur
eine fortgeschrittene direkte Bandinsertion (Grad Il) erfullt, waren aber auch auf
Ebene der Vorderseite des Knochenkanaleingangs beschrankt (s. Abb. 3.16). Eine
Vielzahl von zu  Saulen angeordneter Chondrocyten mit  breiten
Mineralisationsfronten (Grad Ill) zeigte sich auf der anterioren Flache nahe des
Tunnelbodens in einem der Préaparate.

Die Entwicklung einer bindegewebigen Schicht, mit Sharpey- &hnlichen Fasern
durchsetzt, zeigte im Verhdltnis zur 6- Wochengruppe beziglich der Quantitat ein
leicht fortgeschrittenes Bild (s. Abb. 3.17). Diese Schicht nahm an Breite in Richtung
des Tunnelbodens zu und wies dort in 3 Fallen einige kreisrunde Aussparungen auf.

Tibia:

Die Knochen- Band- Verbindung erfuhr hier insgesamt gesehen eine weitere
Reifung. So war in drei Fallen eine fortgeschrittene Bandinsertion (Grad II)
festzustellen, die sich vor allem eingangs auf der anterioren Seite des
Knochentunnels manifestierte. Bei einem anderen Praparat liel3 sich an gleicher
Stelle schon ein Ubergang in Grad llI feststellen (Grad II-11l), wobei im Vergleich dazu
auf der posterioren Seite die Verbindung zwischen Knochen und Sehne nicht so weit
entwickelt war (Grad I). Bei 2 weiteren Schnitten lie3en sich an der Vorderseite des
Knochenkanals, nahe der Gelenkflache, breite Zonen von mineralisierten und zu

Séulen angeordneten Chondrocyten erkennen (Grad 1ll), die sich aber auch zum Teil
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bis zur Mitte und zum Boden des Tunnels erstreckten. An der posterioren Seite
waren diese Merkmale noch nicht so stark ausgepragt (Grad II- Ill). In 2 Fallen
wiesen die Knochen- Ligament- Verbindung bereits einen weiteren Fortschritt in der
Stufe ihrer Entwicklung erkennen. So zeigte zumindest 1 Préparat einen geordneten
Vierzonen- Aufbau erkennen, in dem die Kollagenfasern der Bandstruktur
scherengitterartig durch die unverkalkte Faserknorpel- und Kalkfaserknorpelschicht
verliefen (Grad [1V) und direkt am Knochen der posterioren Seite des
Knochenkanaleingangs inserierten (s. Abb. 3.18- 3.19). Im anderen Fall war dies auf
der anterioren Flache zu beobachten, wobei diese Bandinsertion nicht vollends
gereift erschien (Grad IlI-1V). Auf der jeweils gegenuberliegen Seite war diese
Entwicklungsstufe noch nicht erreicht, dennoch waren dort die Zeichen einer
Bandinsertion Il. Grades zu erkennen.

Die Ausbildung der bindegewebigen Schicht erschien gleichmafdig im gesamten
Tunnelbereich etwas vermindert, war aber durch eine gréf3ere Anzahl von Sharpey-
ahnlichen Fasern gekennzeichnet, die schwerpunktmafig Richtung Tunnelboden

verteilt waren und in den anliegenden Knochen einstrahlten.

Grad der Bandinsertion Femur Tibia
0 1 -
| 5t -
I 2 4
1] 1 47
v - 1

Tab. 3.2: Zusammenfassende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der Knochen- Band-
Einheilung der 12- Wochengruppe

" 3 der 5 Praparate befanden sich im Ubergang zur fortgeschrittenen Bandinsertion;

"2 1 der 2 Praparate befand sich im Ubergang zur ausgepragten Bandinsertion;

" 1 der 4 Praparate befanden sich im Ubergang zur reifen Bandinsertion
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Abb. 3.16: Bandinsertion mit z.T. verkalktem
(schwarze Pfeile) neben unverkalktem
Knorpel (weiBe Pfeile) im Bereich des
anterioren Tunneleingangs; 12 Wochen, Schaf
2-12, Femur. AB x 200

Abb.

3.18: Vierzonenaufbau einer reifen
direkten Bandinsertion (Grad 1V) im Bereich
des posterioren Tunneleingangs; Kollagen-
fasern (1), unverkalkter Faserknorpel (2),
Kalkfaserknorpel (3), Lamellenknochen (4);
12 Wachen. Schaf 8-12. Tibia. MG x 200

Abb.  3.17: Indirekte Bandinsertion Uber
Sharpeysche Fasern im Bereich der
posterioren Tunnelmitte; 12 Wochen, Schaf
3-12, Femur, MG x 400

Abb.  3.19: Korrespondierender Bildaus-
schnitt; Kollagenfasern (1), unverkalkter
Faserknorpel (2), Kalkfaserknorpel (3),

Lamellenknochen (4); 12 Wochen, Schaf 8-12,
Tibia. AB x 200
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3.2.2.2 Transplantat

Femur:

Vier transplantierte Sehnen waren im Knochenkanal verblieben und waren damit
einer Beurteilung zugénglich. Sie zeigten allesamt ein fast identisches Bild aus einem
zentralen avitalen Anteil, einer aufgelockerten teilweisen in Zugrichtung orientierten
Faserstruktur und einem verstarkten Auftreten von zellularen Bestandteilen. Sie
bestanden zum einen aus Fibroblasten und —zyten und andererseits aus einer
Ansammlung von Rundzellinfiltraten, aber auch Fremdkorperriesenzellen, die sich

vorwiegend in Nahe des verbliebenen Fadenmaterials gruppierten.

Tibia:

Im tibialen Knochen erschien das Transplantat besser integriert, so dass in 8 Tieren
dies beurteilt werden konnten. Aber auch hier zeigten sich im Zentrum des Ligaments
grof3e Bereiche avitalen Gewebes sowie eine zum Teil vakuolige Degeneration (s.
Abb. 3.20).

Abb. 3.20: Darstellung eines Transplantats mit vakuoliger Degeneration
in zentralen Anteilen: 12 Wochen. Schaf 2-12. Tibia. MG x400

Jedoch wiesen die Randbezirke erhohte Zahlen von Fibroblasten auf, die die der

Fibrozyten Gberwogen. Der Aufbau zeigte sich aufgelockert aber grol3tenteils
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orientierend strukturiert. Zudem lie3en sich in der Nahe des Fadenmaterials einige

Fremdkdrperriesenzellen in den Rundzellinfiltraten erkennen.

3.2.2.3 Knochenumbau

Ein Knochenumbau im Sinne einer Neubildung lief3 sich im gesamten Tunnel in Form
von Osteoidanlagerungen feststellen, wobei die Intensitat mit groRerer Entfernung
zum Eingang des Kanals noch zunahm. Osteoklastare Lakunen zeigten sich dort
ebenfalls gestarkt, jedoch fihrte das vermehrte Auftreten von aktiven Osteoblasten
zu einer Verschiebung des Gleichgewichts zuungunsten der Resorption. Eine
Praferenz fir die anteriore bzw. posteriore Seite liel3 sich nicht erkennen (s. Abb.
3.21).

Abb. 3.21: Darstellung der zum Teil sehr kréftigen Osteoidanlagerungen im
Bereich der Tunnelmitte; 12 Wochen, Schaf 9-12, Femur, MG x200

Bei den tibialen Schnitten lief3 sich eine vermehrte Neubildung von Geflechtknochen
aber auch verstarkt an gelenkflachennahen Bereichen des Kanals erkennen. Diese
Verschiebung des Gleichgewichts beziuglich der Dynamik fihrte zu einer
beginnenden Einengung des Tunneleingangs gegeniber Tunnelmitte und -boden.
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3.2.2.4 Fluoreszenzmikroskopie

Insgesamt zeigte sich zumindest eine gleich bleibende Anreicherung der
Fluorchrome im Bohrkanal, wobei die Fluoreszenz sich in manchen Bereichen sogar
noch verstarkt darstellte. Dabei deutete sich eine Verschiebung der Intensitat
zugunsten des Tunneleingangsbereichs an.

Das nach sieben Wochen applizierte Calcein- Griin zeigte hier eine kontinuierliche
Anreicherung im Verlauf des gesamten Knochenkanals, im Gegensatz zur 6-
Wochengruppe sowohl auf tibialer als auch auf femoraler Seite (s. Abb. 3.22). Dabei
lie sich ein leichter Unterschied in der Einlagerung in Form breiterer,
fluoreszierender Banden im Vergleich zur Vorgruppe erkennen, der sich mit
zunehmender Entfernung vom Tunneleingang noch verstarkte (s. Abb. 3.24).

Eine Einlagerung des nach neun Wochen subkutan injizierten Xylenol- Oranges wies
eine gleich bleibende Intensitat der Fluoreszenz wie die des zuvor verabreichten
Calceins auf. Wiederum zeichnete sich ein zunehmender Einbau dieses Fluorchroms
im Bereich des Tunnelbodens ab, wobei es aber dieses Mal auch im
Eingangsbereich zu einer verstarkten Anreicherung kam.

Das nach elf Wochen applizierte Tetracyclin lielR ebenfalls keine verminderte
Einlagerung erkennen. Die im Vergleich zu den anderen angereicherten Substanzen
ahnlich breiten Banden zeigte eine gleichmallige Verteilung auf der gesamten Lange
des Bohrkanals auf. Zwar war die Fluoreszenz im Tunnelboden weiterhin relativ
intensiv, dennoch deutete sich eine Verlagerung des Schwerpunktes in den Bereich
des Tunneleingangs an (s. Abb. 3.25).
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Tunnelboden

Tunneleingang

Abb. 3.22: Vermehrte Anlagerung des Calcein-
Grin im Bereich des Tunneleingangs; 12
Wochen, Schaf 1-12, Femur

Tunneleingang

Abb.  3.24: Kontinuierliche Anlagerung des
Calcein- Grun im gesamten Knochenkanal; 12
Wochen, Schaf 9-12, Tibia

Tunnelboden

-

Tunnneleingang

Abb. 3.23: GleichméaRige Anlagerung aller drei
Fluorochrome im gesamten Knochenkanal,
bevorzugt aber im Bereich des Tunneleingangs
und — bodens; 12 Wochen, Schaf 1-12, Femur

F
i{ Tunneleingang

+w Tunnelboden
"l_'_'d"q

Abb. 3.25: Verstarkte Anlagerung aller drei
Fluorochrome im Bereich des Tunneleingangs
mit Einengung desselbigen; 12 Wochen, Schaf
8-12, Tibia
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4 Diskussion

4.1 Knochen- Band- Einheilung

Ein solides kndchernes Einheilungsverhalten ist ein elementarer Faktor, der das
Langzeitergebnis einer Rekonstruktion des Kreuzbandes wesentlich beeinflusst
[151]. Dieses wurde fir Weichteiltransplantate in einer Reihe von Arbeiten, sowohl in
tierexperimentellen als auch an extraartikularen Modellen histologisch untersucht,
wobei aber hauptsachlich autologe Transplantate verwendet wurden.

Die ossare Integration von Allografts wurde zwar in einigen wenigen Studien
untersucht, jedoch ist bei der Gegeniberstellung mit der hier vorgelegten Studie
besonders darauf zu achten, dass nur die Arbeiten zum Vergleich herangezogen
werden konnen, die eine extraartikulare Verankerungstechnik verwendet haben und
somit gleiche Voraussetzungen fir die Einheilung des Transplantats bestanden.
Letztendlich existieren nur wenige Untersuchungen, die die Knochen- Band- Heilung
von Allografts ausfiuhrlich histologisch beschreiben. An dieser Stelle sei auf die bei
Kongressen bereits publizierten Beobachtungen einer Vorgruppe, die sich eingehend
mit der ossaren Integration von nicht behandelten allogenen Transplantaten in
Relation zu autologen Grafts beschaftigt haben, hingewiesen [123]. Diese dient fur
die vorliegende Arbeit als Kontrollstudie, weswegen die Ergebnisse im Folgenden
ausfuhrlicher beschrieben werden.

Von Bedeutung ist es sicherlich auch, auf das Einheilungsverhalten mit
Peressigsaure behandelter Knochenspongiosa einzugehen, da dieses bereits in
diversen Studien intensiv untersucht worden ist und damit moglicherweise auch
Erklarungsansatze fur die in der aktuellen Arbeit gemachten Beobachtungen zu
finden sind.

Die Untersuchung der Knochen- Band- Heilung freier Sehnentransplantate anhand
von autologen Material ist einer grol3en Anzahl von Studien untersucht worden [12,
51, 53, 114, 136, 142, 143, 148, 152, 157]. Hierbei soll exemplarisch auf zwei
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Studien eingegangen werden, da die Verwendung von Autografts den Standard flr

die Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes darstellt.

In einer Studie aus dem Jahre 2000 von Goradia et al. wurde das
Einheilungsverhalten von gedoppelten Semitendinosustransplantaten in die
kn6cherne Umgebung nach VKB- Rekonstruktion bis 52 Wochen nach Operation an
einem Schafsmodell untersucht [51]. Dabei wurden die Autografts femoral und tibial
extraartikular jeweils per Fixationsbutton fixiert. Im Unterschied dazu wurde bei der
vorliegenden Arbeit, das Transplantat tibial an einer Knochenbriicke befestigt.
Dennoch ist davon auszugehen, dass es dabei ahnlichen Kraften wahrend der
Einheilung ausgesetzt war. Die biomechanischen und histologischen Ergebnisse
entsprachen weitestgehend den von Grana et al. bzw. Blickenstaff et al. am
Kaninchenmodell gemachten Beobachtungen [12, 53]. Ab der 8. postoperativen
Woche waren Sharpeysche Fasern zu erkennen, die die fibrése Zwischenschicht
durchliefen und am Knochen ansetzten. So konnte hier die Ausbildung einer
gereiften indirekten Knochen- Band- Insertion 24 Wochen postoperativ beschrieben
werden, die bis zum Versuchende keiner weiteren Veranderung unterlag. Zwar
konnte auch bei unserer Studie die Entwicklung einer indirekten Bandinsertion
beobachtet werden, aber es zeigte sich bereits 6 Wochen postoperativ Anzeichen
einer direkten Bandinsertion, die nach 12 Wochen eine weitere Reifung erfuhr. Der
Versagensmodus in den biomechanischen Tests bis zur 12. Woche bestand bei der
Studie von Goradia darin, dass das Transplantat aus dem Bohrtunnel glitt. Mit
zunehmender Reifung der indirekten Knochen- Sehnen- Verbindung anderte sich
dies in der Form, dass die Rekonstruktion ab der 24. postoperativen Woche durch
ein Zerreillen des intraartikularen Transplantatanteils in der biomechanischen
Testung versagte. Diese Anderung des Versagensmodus erfolgte in unserer
Untersuchungen bereits nach 12 Wochen. Jedoch ist hier einschrankend zu sagen,
dass im Vergleich zur bereits weiter oben erwdhnten Vorgéngerstudie die PES-
behandelten Allografts insgesamt in allen biomechanischen Testungen im Verhaltnis
zu den tiefgefrorenen Allografts und den Autografts schlechter abschnitten, wobei die

Unterschiede im Verlauf nach 12 Wochen immer deutlicher wurden.
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Im Gegensatz zu den histologischen Ergebnissen von Goradia konnte eine
Arbeitsgruppe um Weiler et al., die die extraartikulare Verankerungstechnik mit der
anatomischen Fixation mittels Interferenzschraube verglichen, bei erstgenannter
Methode nach 24 Wochen Anzeichen einer direkten Bandinsertion beobachten [152].
Jedoch zeigte sich diese nur bei vier von sechs untersuchten Schafen und
ausschlielich auf der anterioren Seite des tibialen Bohrtunnels, wahrend bei der
vorliegenden Arbeit alle Tiere nach 12 Wochen, tibial und femoral, Anzeichen einer
direkten Bandinsertion aufwiesen, wobei sich auch hier der Reifungsgrad auf der
tibialen Seite fortgeschrittener darstellte.

Eine Arbeitsgruppe um Petersen et al. konnte diese in Tierexperimenten erhobenen
Befunde in ihrer Studie auf den Menschen Uubertragen [103]. So wurden bei
Revisionseingriffen nach Reruptur einer VKB- Rekonstruktion sechs Biopsien von
Hamstringsehnen und acht von Patellarsehnentransplantaten entnommen und
histologisch und immunhistochemisch untersucht. Die VKB- Ersatzplastik mittels der
Hamstringsehnen wurde femoral per Fixationsbutton und tibial mit Hilfe einer Krampe
jeweils extraartikular fixiert. Die Gewebeproben wurden in einem Zeitraum von 6 bis
33 Monaten nach dem Primareingriff entnommen. Dabei war zu jedem Zeitpunkt nur
eine indirekte  Knochen- Band- |Insertion zu beobachten, in der
polarisationsmikroskopisch erkennbare Sharpeysche Fasern eine Verbindung
zwischen Transplantat und Geflechtknochen schufen.

Um die Studienlage Dbezuglich der kntéchernen Einheilung autologer
Sehnentransplantate zusammenzufassen, ist die Entwicklung einer direkten
Bandinsertion bei extraartikularer Fixation eher selten. Erste Anzeichen finden sich

frihestens nach 24 Wochen und dann auch nur in eingeschréanktem Mal3e.

Die Anzahl der Arbeiten, die das kndcherne Einheilungsverhalten von allogenen im
Vergleich zu autologen Transplantaten histologisch untersucht haben, ist begrenzt.

In einer 2006 verdffentlichen Studie vergleicht die Arbeitsgruppe um Zhang et al. das

Einheilungsverhalten von autologen und allogenen freien Sehnentransplantaten
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[160]. So untersuchten sie histologisch 6 und 12 Wochen, sowie 6 Monate nach
Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes die Insertionsareale in den Kniegelenken
von 12 Hunden. Dabei wurden in das rechte und linke Vorderbein eines
Versuchstieres die Sehne des Musculus extensor digitorum transplantiert, wobei die
eine Seite ein Transplantat autologen Ursprungs und die andere eins allogener
Herkunft erhielt. Diese wurden Uber die an den Enden befindlichen Haltefaden an
Ankerschrauben am tibialen bzw. femoralen Tunnelende befestigt. Nach 6 Wochen
postoperativ zeigte sich in beiden Gruppen eine lockere Zwischenschicht zwischen
Transplantat und Knochenwand. Ab der 12. postoperativen Woche organisierten sich
die darin enthaltenen Kollagenfasern in der Autograft- Gruppe und es wurde die
Entwicklung von vier Zonen der direkten Bandinsertion erkennbar mit der Ausbildung
einer diskontinuierlichen Grenzlinie zwischen mineralisierten und unmineralisierten
Faserknorpel. Bei den transplantierten allogenen Sehnen konnte eine solche Reifung
nicht beschrieben werden. Zum Zeitpunkt 6 Monate nach Operation war in der
autologen Gruppe eine reife direkte Bandinsertion zu beobachten. In den
histologischen Préparaten der allogenen Gruppe zeigte sich lediglich eine gewellte,
unregelmanige Grenzlinie, wobei Anatomie und Reife der Insertion insgesamt denen
der autologen  Transplantate  unterlegen  war. Zwar  konnte  zum
Untersuchungszeitpunkt 12 Wochen nach Operation neben der indirekten
Bandinsertion, eine Entwicklung einer vierschichtigen Bandinsertion gesehen
werden, die jedoch einerseits nur sehr schwach ausgebildet war und sich
andererseits nur in der autologen Gruppe fand. Des Weiteren ist es naturlich
schwierig die rein deskriptiven Ergebnisse mit unserer Auswertung anhand des
semiquantitativen Scores zu vergleichen, zumal Zhang et al. keine biomechanischen
Testungen durchgefiihrt haben und so eine Aussage Uuber die Stabilitat der

Neobandinsertion nicht méglich ist.

Eine weitere aktuelle Studie von der Arbeitsgruppe um Soon et al. hat das
Einheilungsverhalten von Weichteiltransplantaten allogenen Ursprungs in einem
Kaninchenmodell untersucht [135]. Dabei wurden die vorderen Kreuzbander der
vorderen Extremitaten einerseits mit einem unbehandelten Allograft und andererseits

mit einem mit mesenchymalen Stammzellen beschichteten Allograft rekonstruiert. Als
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Transplantat dienten allogene Achillessehnen, welche dann femoral und tibial mittels
einer Naht am Periost fixiert wurden. Die Untersuchungszeitpunkte wurden mit 2, 4
und 8 Wochen gewahlt. Die Bandinsertion wurde histologisch und
immunhistochemisch untersucht. Dabei zeigte sich ein Vorteil der beschichteten
Allografts gegenuber der unbehandelten Kontroligruppe sowohl in den
biomechanischen Untersuchungen als auch in der Entwicklung einer Knochen-
Band- Verbindung. Bezug nehmend auf unsere Studie ist besonders zu erwahnen,
dass die Gruppe mit unbeschichteten Transplantaten nach 8 Wochen lediglich ein
gereiftes Narbengewebe aufwies, welches von Sharpey ahnlichen Fasern durchsetzt
war, wahrend zum selben Zeitpunkt um die mit mesenchymalen Stammzellen
behandelten Grafts bereits eine Schicht von mineralisiertem Knorpel zu erkennen
war. Wie oben bereits erwahnt ist der Vergleich einer deskriptiven Auswertung mit
unserer Arbeit schwierig, zumal die frihen Beobachtungszeitpunkte nach 2 und 4
Wochen postoperativ von uns nicht gewahlt wurden. Daher ist das Ergebnis der 8-
Wochengruppe zum Vergleich heranzuziehen, wo Anzeichen einer direkten
Bandinsertion zu beobachten waren, die aber noch nicht in den typischen Vierzonen-
Aufbau zeigten. Dies war in der vorliegenden Arbeit auch bereits 6 Wochen
postoperativ zu erkennen. Eine Aussage Uber das erste Auftreten einer reifen
direkten Bandinsertion konnte von Soon et al. nicht getroffen werden, da kein
langerer Beobachtungszeitraum gewahlt wurde. Angefihrt sei hier noch, dass bei
den Versagenstests, kein signifikanter Unterschied zwischen den behandelten und
den unbehandelten Allografts bestand, welches ein moglicherweise ein Hinweis auf
die Lokalisation und das Ausmald der Bandinsertion gibt, da vorwiegend die im
Bereich des Tunneleingangs die Funktion des nativen Kreuzbandes tbernimmt [51,
106]. Diese Aspekte werden in der Studie von Soon et al. nicht beschrieben.

In der bereits im Einleitungsteil erwéhnte Vorgangerstudie [123] wurde das
Einheilungsverhalten von autologen zu allogenen Weichteiltransplantaten untersucht.
Dieser Vergleich mit der aktuellen Arbeit ist besonders aussagekraftig und soll daher
ausfuhrlich dargestellt werden, da die VKB- Rekonstruktion vom selben Operateur
mit derselben Technik vorgenommen, das gleiche Transplantat verwandt wurde und
die Praparate zudem auf dieselbe Art und Weise aufbereitet wurden. Hinzu kommt,
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dass die Auswertung der histologischen Ergebnisse in enger Abstimmung anhand
desselben semiquantitativen Scores vorgenommen wurde. Dabei wurden die
Gruppen a 7 Schafe uUber einen Zeitraum von 52 Wochen untersucht. Als
Untersuchungszeitpunkte wurden 6, 12 und 52 Wochen gewahlt. Dabei konnten von
den femoralen Praparaten jeweils nur sechs der histologischen Auswertung
zugefihrt werden.

Ahnlich wie bei der vorliegenden Arbeit zeigte sich die Entwicklung einer direkten
Bandinsertion auf der femoralen Seite verzogert und erreichte wahrend des
gesamten Beobachtungszeitraums in beiden Studien nicht das Niveau der tibialen
Entwicklung, was sich vor allem bei den Transplantaten allogenen Ursprungs
markant darstellte. So wiesen nach 6 Wochen sowohl bei den Allo- als auch bei den
Autografts nur 1 von sechs femoralen Praparaten Anzeichen einer direkten
Bandinsertion auf (Grad 1). In den anderen 5 Fallen stellte sich lediglich eine fibrose
Zwischenschicht dar, die im Bereich des Tunneleingangs von wenigen Sharpeyschen
Fasern durchsetzt war. Diese fanden sich in unseren Beobachtungen zwar auch,
jedoch schwerpunktmafig im Bereich des Tunnelbodens. Im Tunneleingang bis —
mitte lie3en sich dahingegen bereits deutliche Anzeichen einer sich entwickelnden
direkten Bandinsertion erkennen (bis hin zu Grad Il1).

Ahnlich stellte sich das Verhaltnis auch auf der tibialen Seite dar. So wiesen nach 6
Wochen die autologen und die unbehandelten allogenen Grafts in vier bzw. funf
Fallen keine Anzeichen einer direkten Bandinsertion auf (Grad 0), in einem bzw. zwei
Praparaten fanden sich vereinzelte, nicht mineralisierte Chondrocyten (Grad I).
Lediglich in zwei der tibialen Knochentunnel der autologen Transplantate lie3en sich
eine Vielzahl von zum Teil mineralisierten Knorpelzellen erkennen (Grad II).

Diese fortgeschrittene Entwicklung einer direkten Bandinsertion bei den PES-
Allografts erbrachte aber bezuglich der biomechanischen Testungen keine
signifikanten Vorteile. Nach 6 Wochen beobachteten wir dhnliche biomechanische
Eigenschaften in den Schubladentests bei den PES-sterilisierten Transplantaten im
Vergleich zu den unsterilisierten Allografts und den Autografts. Es zeigte sich sogar
im vorderen Schubladentest schon nach 6 Wochen eine signifikant groR3ere Laxizitat
und eine signifikant geringere Steifigkeit der PES-behandelten Flexorensehnen zu
den Autogratfts.
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Diese Beobachtungen setzten sich in den biomechanischen Testungen nach 12
Wochen fort. Nach 12 Wochen fand sich in der PES-Gruppe bereits eine signifikant
grolRere Laxizitat und signifikant geringere Steifigkeit im kombinierten vorderen und
hinteren Schubladentest gegentber dem Autograft. Im vorderen Schubladentest
ergab sich eine signifikant grof3ere Laxizitat und eine signifikant geringere Steifigkeit
gegenuber den Transplantaten autologen Ursprungs sowie den unbehandelten
Allografts.

Diese Ergebnisse der biomechanischen Testungen spiegelten nicht die Entwicklung
der direkten Bandinsertion wieder. So war der Reifegrad der PES- Allografts bei den
tibialen Praparaten fortgeschrittener als bei den unbehandelten Allografts und
vergleichbar mit den histologischen Ergebnissen der Autografts nach 12 Wochen.
Jedoch lasst die Anderung des Versagensmodus von einem Herausgleiten des
Transplantats aus dem Bohrkanal nach 6 Wochen hin zu einem intraligamentaren
ReilRen des PES- Allografts nach 12 Wochen eine Aussage Uber die mechanische
Belastbarkeit im Sinne einer maximalen Versagenskraft der Neo- Bandinsertion nicht
zu.

Nach 52 Wochen zeigten sowohl die autologen als auch die allogenen Transplantate
bis auf eine Ausnahme den typischen Vierzonen- Aufbau einer direkten
Bandinsertion (Grad 1V). Dieser Beobachtungszeitraum wurde bei der vorliegenden
Arbeit nicht untersucht.

Grad der 6 Wochen 12 Wochen 52 Wochen
Bandinsertion

Autograft  Allograft Autograft Allograft Autograft Allograft

0 4 5 - - - -
I 1 2 1 1 - -
I 2 - - 5 - -
I - - 6 1 -

Y - - - - 7 6

Tab. 4.1: Zusammenfassende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der tibialen Knochen-Band-
Einheilung der Kontrollstudie der Auto- bzw. Allografts nach 6, 12 und 52 Wochen [123]
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Grad der 6 Wochen 12 Wochen 52 Wochen
Bandinsertion

Autograft  Allograft Autograft Allograft Autograft Allograft

0 5 5 - 1 - 1
I 1 - 2 - 1
I - - 3 2 - 2
I - - 3 1 5 -
\Y - - - - 1 2

Tab. 4.2: Zusammenfassende Darstellung der semiquantitativen Auswertung der femoralen Knochen-Band-
Einheilung der Kontrollstudie der Auto- bzw. Allografts nach 6, 12 und 52 Wochen [123]

Die ossare Integration bei VKB- Rekonstruktionen ist von verschiedenen Faktoren
abhéangig. Besonders relevant ist die Auswahl und Herkunft des Transplantats sowie
die Fixationsmethode im tibialen und femoralen Knochentunnel. Da es nur wenige
Arbeiten gibt, die das kndcherne Einheilungsverhalten von Allografts beschreiben,
wurden  hier ebenfalls Studien zum  Vergleich  herangezogen, die
Weichteiltransplantate autologen Ursprungs verwendeten. Bei allen Arbeiten wurde
das Transplantat extraartikul&r fixiert.

Im Vergleich zu allen anderen Studien weisen unsere histologischen Befunde
Anzeichen einer direkten Bandinsertion zu einem deutlich friheren Zeitpunkt auf
bzw. schritt deren Reifung auch zlgiger voran. Lediglich die Arbeitsgruppe um Soon
et al. konnte in der Gruppe der mit mesenchymalen Stammzellen beschichteten
allogenen Transplantate nach 8 Wochen vereinzelte chondroide Zellen nachweisen
[135]. Die Kontrollstudie zeigte ebenfalls Anzeichen einer direkten Bandinsertion, die
aber zu einem spateren Zeitpunkt auftraten und an Qualitdt und Quantitdt den

unseren gemachten Beobachtungen unterlegen waren.

In dem Vergleich mit den anderen Arbeiten wurde darauf geachtet, dass sich die
Methoden und Voraussetzungen fur die Einheilung mdglichst wenig unterscheiden.
Letztendlich ist der Vergleich mit der Kontrollstudie am aussagekraftigsten, da sie
sich von unserer Arbeit nur in einem Punkt unterscheidet. Denn gegeniber den dort
verwendeten fresh- frozen Allografts sind unsere Transplantate nach der Entnahme
und vor dem erneuten Einsatz als VKB- Ersatz mittels des Peressigsaure- Ethanol-
Unterdruck- Verfahrens behandelt worden. Das bedeutet, dass die Unterschiede in
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der Knochen- Band- Insertion ausschlieRlich oder im Wesentlichen auf das

Sterilisationsverfahren und den dort verwendeten Substanzen zuriickzufiihren sind.

Die mit dem Peressigsaure-Ethanol- Unterdruckverfahren sterilisierten Allografts
wiesen in der vorliegenden Arbeit eine gegeniber den unbehandelten
Transplantaten beschleunigte ossare Integration auf. Wie bereits oben erwahnt wird
dieses Verfahren bereits erfolgreich bei der Sterilisation von Knochenspongiosa
verwendet. In einer Arbeit von Wildemann et al. wurden acht verschiedene
Wachstumsfaktoren in mit PES- behandelten Knochentransplantaten quantifiziert,
wobei drei verschiedene Methoden der Extraktion vorgenommen wurden. Dabei
konnten BMP-2, BMP-4, IGF-l, VEGF, FGFa, TGF-B und PDGF nachgewiesen
werden, wahrend flir FGFb der Nachweis nicht gelang. Bei Verwendung der
Guanidin- Extraktion konnten dabei die grof3te Menge an Proteinen nachgewiesen
werden. Einschrankend muss man hinzuftigen, dass die Menge der nachgewiesenen
Wachstumsfaktoren keinen direkten Schluss auf die Osteoinduktivitat zul&sst,
sondern erst mit der Prifung der Bioaktivitdt moglich ware [154]. Jedoch konnte eine
andere Arbeit eine gute Korrelation zwischen Osteoinduktivitdit und gemessener
Menge an BMP-4 in demineralisierter Knochenmatrix in einem in-vivo- Modell
nachweisen [62]. Hinzu kommen Studien, die das osteoinduktive Potential von
knbchernen Allografts nachweisen konnten. So konnten Hansen et al. gute
Ergebnisse fir die Entstehung von neugebildetem Knochen bei Kraniotomien
aufweisen, die mit PES- behandelter Knochenspongiosa aufgefillt worden waren
[59]. Fasst man diese Beobachtungen zusammen, kann man davon ausgehen, dass
die in PES- behandelten Knochenspongiosa enthaltenen Wachstumsfaktoren ein
osteoinduktives Potential besitzen, welches die ossare Integration fordert.

Dies konnte einen Erklarungsansatz fir die von uns erzielten Ergebnisse beziiglich
der Knochen- Band- Einheilung des PES- behandelten Allograft darstellen, in dem
die aus dem Sehnengewebe freigesetzten Wachstumsfaktoren die Entwicklung einer
direkten Bandinsertion positiv beeinflussen. Denn eine aktuelle
immunhistochemische Untersuchung der Knochen- Band-Einheilung konnte einen
Zusammenhang zwischen der Quantitdt von BMP-2 und BMP-7 und der mit der

ossaren Integration einhergehenden Neubildung knocherner Strukturen im
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Bohrtunnel nachweisen [81]. Des Weiteren untersuchte eine Arbeitsgruppe um
Martinek et al. das Einheilungsverhalten von Weichteiltransplantaten, die mittels
Gentransfer  verandert wurden, nach VKB- Rekonstruktion in einem
Kaninchenmodell. Dabei konnten sie zeigen, dass die BMP-2- Behandlung der
Transplantate die Integration in den Knochentunnel signifikant verbesserten [90].
Diese Ubertragung auf unser Modell ist sicherlich nur hypothetisch und lasst sich
mittels unserer Studie nicht nachweisen, dennoch liefert dieser Vergleich einen
mdoglichen Erklarungsansatz fir das beobachtete Phanomen der beschleunigten
Entwicklung einer direkten Bandinsertion. Weiteren Aufschluss konnte eine Analyse

der Wachstumsfaktoren von PES- behandeltem Sehnengewebe bringen.

Bei der Beantwortung unserer Forschungsfrage, inwieweit das Peressigsaure-
Ethanol- Unterdruck- Verfahren die Knochen- Band Einheilung nach VKB-
Rekonstruktion mit Allografts beeinflusst lasst sich festhalten, dass diese Form der
Sterilisation die Ausbildung einer direkten Bandinsertion positiv beeinflusst. So
konnte hier erstmalig bei der extraartikularen Fixation von Weichteiltransplantaten
eine Uberwiegend reife direkte Bandinsertion bereits nach 12 Wochen nachgewiesen

werden.

4.2 Transplantatremodeling

Ein weiterer wichtiger Punkt neben der Knochen- Band- Einheilung sind die
morphologischen Veranderungen des Transplantats wahrend der Einheilungsphase.
So konnte in histologischen und biomechanischen Untersuchungen gezeigt werden,
dass eine mit dem Remodelingprozess einhergehende partielle Nekrose des
intrakanalikularen Anteil des Transplantats zu einem Verlust der Steifigkeit der
Rekonstruktion und damit letztendlichen zu einem Versagen der VKB-
Rekonstruktion fuhren kann, wie es auch bei anderen Arbeiten mit extraartikularer
Verankerungstechnik  beobachtet werden  konnte [12, 24, 49, 51, 53, 142].
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Nach sechs Wochen waren sdmtliche Transplantate in der vorliegenden Studie bis
auf ein einen schmalen Randsaum wéahrend der biomechanischen Testung aus dem
Knochenkanal herausgeglitten. Dieses Phanomen wird als Degloving bezeichnet.
Bemerkenswert waren die grol3en avitalen Zonen im zentralen Anteil des
Transplantats. Dieser Versagensmodus wurde auch von anderen Autoren in der
frihen Einheilungsphase bei der Verwendung von Autografts beschrieben [12, 24,
51, 142]. In der oben bereits erwahnten Arbeit von Soon et al. wurden die Mehrzahl
(jeweils 72%) der Transplantate sowohl in der behandelten und unbehandelten
Gruppe beim Versagenstest nach 2 und 4 Wochen aus dem Knochenkanal gezogen
[135].

Nach 12 Wochen waren die Allografts in der vorliegenden Arbeit aufgrund des
veranderten Versagensmodus im Sinne einer Ruptur der intraartikularen
Bandstruktur im Bohrtunnel verblieben. Dies zeigte sich auch in der Studie von Soon
et al., in der 6 von 7 bzw. 5 von 7 Transplantaten in den mit mesenchymalen
Stammzellen behandelten bzw. den unbehandelten diesen Versagensmodus nach 8
Wochen aufwiesen, wobei die maximale Versagenskraft im Vergleich zu den 2- und
4- Wochengruppen sich nicht signifikant veranderte. Bei unseren biomechanischen
Testungen verringerte sich jedoch die maximale Versagenskraft nach 12 Wochen.
Sie war signifikant niedriger als nach 6 Wochen und im ebenfalls signifikant niedriger
als die unbehandelten Allografts der Kontrollstudie [122].

In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass die Schwachstelle in der
frihen Einheilungsphase die Verbindung zwischen Transplantat und Knochentunnel
darstellt und damit abh&ngig von der Geschwindigkeit der ossaren Integration ist [51,
106]. Die von uns gemachten Beobachtungen weisen auf eine Schwache des
Transplantats und somit  auf eine  negative Beeinflussung des
Sterilisationsverfahrens auf das Transplantatremodeling hin, obwohl es bei denen im
Vorfeld durchgefuhrten in- vitro- Versuchen keinen Anhalt dafir gab [109]. Die
Untersuchungen des Remodelings, der Revaskularisierung sowie der
Kollagenanalyse (Dissertation Johannes Gonnermann bzw. Julia Kamp) zeigen

signifikant verzogerte Entwicklungen in der Gruppe der PES- Allografts [120].
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4.3 Relevanz der Untersuchungsergebnisse fiur den

klinischen Alltag

Naturlich muss man hierbei im Vorfeld festhalten, dass im Tierexperiment erhobene
Befunde nicht unmittelbar auf den Menschen zu Ubertragen sind. So muss z.B.
davon ausgegangen werden, dass gewisse immunologisch- biologische Reaktionen
sowie der Stoffwechsel eines Tieres von denen des Menschen abweichen und somit
moglicherweise die Heilungsprozesse nach VKB- Rekonstruktion beschleunigt
ablaufen. Das Schaf als Versuchstier stellt in unserer Studie mit einem
Durchschnittsgewicht von 72 kg annahernd gleiche Voraussetzungen wie in der
klinischen Belastungssituation, obwohl die Gewichtlast bei Vierbeinern
naturlicherweise anders verteilt ist.

Des Weiteren unterscheidet sich das hier verfolgte postoperative Management von
dem im klinischen Alltag durchgeflhrten angepassten Rehabilitationsprogramm,
indem die Schafe hierbei das operierte unbegrenzt belasten durften und bereits
innerhalb von zwei Wochen nach anfanglichem Schonhinken ein normales Gangbild
und damit eine Vollbelastung aufwiesen. Ausgehend von dem Aspekt, dass die dabei
auftretenden Krafte als Promoter fur die Entwicklung einer direkten Bandinsertion
fungieren [157], weicht demzufolge die Dynamik der Einheilung des freien
Sehnentransplantats im Tiermodell von der im Menschen ab.

Im Vergleich zu anderen Tierarten (z.B. Hund, Schwein oder Kaninchen) weist das
Schaf beziglich Anatomie, Morphologie sowie den biomechanischen Eigenschaften
des Kniegelenks viele Parallelen zum Menschen auf [2, 64, 111], so dass es sich in
der orthopadischen Forschung gegentber anderen Tiermodellen durchgesetzt hat [2,
3, 14-16, 50-52, 64, 110, 111, 126, 148, 149]. Dabei erwiesen sich der Umgang und
die Haltung der Schafe nach der Operation als vorteilhaft. Bei anderen bei VKB-
Rekonstruktion verwendeten Tiermodellen wie z.B. dem Schwein [156] gestaltet sich
das postoperative Handling schwierig. Bei Studien mit Hunden gibt es Hinweise flr
das vermehrte Auftreten von Knorpeldefekten nach VKB- Rekonstruktion [48]. Des
Weiteren wurde auch in einigen Studien anhand von Kleintiermodellen die
Transplantateinheilung untersucht [43, 54, 78, 85, 133, 153]. Jedoch ist eine Ubertra-
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gung der Ergebnisse auf den Menschen aufgrund der mit der Kafighaltung
verbundenen minimalen postoperativen Belastung schwierig. AuRerdem haben z.B.
die dabei oft eingesetzten Kaninchen eine Neigung zur Automutilisation, wobei es

Wundheilungsstorungen oder gar Tierverlusten kommen kann.

Bei Befestigung des Transplantats aul3erhalb des Gelenks, kann es bedingt durch
die relative Bewegungsfreiheit des Transplantats im Tunnelbereich verbunden mit
einer Aufweitung des Bohrtunnels zu einer Beeintrachtigung der Ausbildung einer
Neoinsertion kommen, welches sich als Verzogerung der Einheilung zeigen kann.
Diese wird als mdgliche Ursache der Beobachtung einer erhéhten Auslockerungsrate
bei extraartikularer Fixation wie sie in klinischen Studien beobachtet wurde [61, 66,
70, 73, 94, 150] angefuhrt. In den etablierten Tiermodellen zur Untersuchung der
Knochen- Band- Heilung hat sich jedoch das Modell der extraartikularen
Verankerung durchgesetzt, da eine gelenknahe Verankerung eine Platzierung des
Verankerungsobjektes am zu beobachtenden Knochen- Band- Interface erfordert
und dieses und die histologische Analyse dadurch deutlich beeintrachtigt ist. Da vor
allem in der Kontrollgruppe der nicht- sterilisierten allogenen Transplantate das
identische Modell verwendet wurde, ist die Mdglichkeit einer Aussage Uber den
Einfluss des PES- Verfahrens auf die Knochen- Band- Heilung nicht eingeschrankt.

Histologische Untersuchungen der Knochen- Sehnen- Einheilung von allogenen
Transplantaten nach Sterilisation mit dem Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck-

Verfahren existieren bisher nicht.

Die suffiziente Knochen- Band- Einheilung ist zwar ein wichtiges, aber nicht das
einzige Kriterium, um den Erfolg des Sterilisationsverfahrens bei Behandlung von
Sehnentransplantaten  zur  Rekonstruktionen des vorderen Kreuzbandes
einzuschatzen. Hinzu kommen andere Teilaspekte, die im Rahmen dieser Studie
ebenfalls mit untersucht wurden. So wurde die Revaskularisierung und das
Transplantatremodeling auf das Gesamtergebnis untersucht, was letztendlich im
Gesamten durch die biomechanischen Untersuchungen objektiviert werden konnte.
Dabei zeigte sich eine deutliche nachteilige Beeintrachtigung des intraartikularen
Umbaus sowie der biomechanischen Eigenschaften.
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Diese negativen Ergebnisse Uberwogen die positiven Beobachtungen der Knochen-
Band- Heilung, so dass aktuell die PES- Sterilisation des gesamten
Weichteiltransplantates als Ersatz des vorderen Kreuzbandes nicht empfohlen

werden kann.

Obwohl der Einsatz der Peressigsaure in diesem vorliegenden Modell der vorderen
Kreuzbandrekonstruktion aufgrund seiner negativen Auswirkungen auf das
intraartikulare Transplantatremodeling und die Revaskularisierung nicht geeignet ist,
lassen die Ergebnisse der Knochen- Band- Heilung mdglicherweise einen Einsatz
des Peressigsaure- Unterdruck- Verfahrens auf anderen Gebieten zu. So kénnten die
Vorteile der beschleunigten Knochen- Band- Heilung als lokal begrenzter Effekt
genutzt werden, z.B. bei der lokalen Applikation der Peressigsaure auf dem Anteil
des Transplantats, der im Bohrkanal liegt. Des Weiteren ware neben der bereits
etablierten Sterilisation von Knochenspongiosa eine Verwendung uberall dort
denkbar, wo eine Knochen- Band- Heilung bei extraartikularer Befestigung notwendig
ist wie z.B. bei operativen Eingriffen der posterolateralen bzw. posteromedialen
Stabilisierung sowie bei der operativen Therapie von Patellarsehenrissen. Dabei
besteht weiterer Forschungsbedarf in der Verifizierung der Hypothese, dass es uber
eine vermehrte Freisetzung von Wachstumsfaktoren analog zu den PES-
behandelten Knochenspongiosa zu einer beschleunigten O0ssaren Integration des
Transplantats kommt.
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5 Zusammenfassung

Die Sterilisation von Allografts fur die Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes ist
eine Grundvoraussetzung, um eine Ubertragung von Infektionskrankheiten zu
verhindern.  Jedoch  existieren zum  gegenwartigen  Zeitpunkt  keine
Sterilisationsmethoden, die einerseits eine diesbeziglich ausreichende Sicherheit
bieten, ohne andererseits die biologischen und biomechanischen Eigenschaften der
behandelten Transplantate zu beeintrachtigen.

Das Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck- Verfahren hat sich bei der Sterilisation von
Knochengewebe im klinischen Alltag bewahrt und hat auch bei der Verwendung fur
Sehnengewebe in einem in vitro- Versuch keine negative Beeinflussung der
biologischen und biomechanischen Eigenschaften gezeigt. Nach unserem
Kenntnisstand ist dies die erste Studie, die die Knochen- Band- Einheilung wéhrend
der frihen Heilungsphase von allogenen Bandtransplantaten als Ersatz des vorderen
Kreuzbandes nach Sterilisation mit dem Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck-
Verfahren in einem in-vivo Modell untersucht hat.

Bei insgesamt 18 Schafen wurde eine Rekonstruktion des vorderen Kreuzbandes mit
einer PES- sterilisierten, allogenen Weichteiltransplantat (Flexorensehne)
vorgenommen und dabei das Transplantat extraartikular fixiert. Als Standzeiten
wurden sechs und zwdlf Wochen gewahlt. Neben den histologischen
Untersuchungen der Knochen- Band- Einheilung wurden auch biomechanische
Testungen  durchgefihrt sowie das  Transplantatremodeling und die
Revaskularisierung untersucht. Die Ergebnisse wurden in Bezug mit einer
vorangegangen Studie gesetzt, die eben diese Aspekte bei Autografts und fresh-
frozen Allografts betrachtet haben.

Verglichen mit den fresh- frozen Allografts aus der Vorgangerstudie wiesen die PES-
Allografts nach 6 und 12 Wochen eine weiter fortgeschrittene Knochen- Band-
Heilung auf, vergleichbar mit den histologischen Ergebnissen der Autografts. Zum
spateren Zeitpunkt war diese Entwicklung auf der tibialen Seite ausgepréagter als auf
der femoralen. Dies lasst eigentlich vermuten, dass die verbesserte Bandinsertion
auch verbesserte mechanische Eigenschaften der gesamten VKB- Rekonstruktion
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beinhaltet. In unseren biomechanischen Testungen wiesen die PES- Allografts
jedoch signifikant schlechtere strukturelle Eigenschaften auf. Diese Beobachtungen
verdeutlichen die Wichtigkeit der Untersuchungen der Knochen- Band- Einheilung
einerseits sowie des intraartikularen Transplantatremodelings andererseits, wobei
sich dieser Prozess bei den PES- behandelten Allografts im Vergleich zu den nicht-
sterilisierten signifikant verzogert zeigte.

Daher kann aktuell die Verwendung des Peressigsaure- Ethanol- Unterdruck-
Verfahrens zur Sterilisation des gesamten Weichteiltransplantates als Ersatz des
vorderen Kreuzbandes nicht empfohlen werden.
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7 Anhang

7.1 Lebenslauf

"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der

elektronischen Version meiner Arbeit nicht verdffentlicht.”
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