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1 Einleitung

1.1 Stellenwert der Kreuzbandverletzungen

Die Ruptur des vorderen Kreuzbandes (VKB) ist die hdufigste Bandverletzung des menschlichen
Kniegelenkes mit einer geschdtzten Inzidenz in den Industriestaaten von 1:1000 bis 1:3500
Einwohner pro Jahr [108, 148]. Eine Kreuzbandinsuffizienz fiihrt in dem {liberwiegenden Anteil
der Patienten zu einer chronisch funktionellen Knieinstabilitdt und konsekutiv zu beschleunigten
degenerativen Verdnderungen von weiteren Kniebinnenstrukturen im Rahmen einer Friiharthrose
[57, 62, 81, 84, 170]. Im Gegensatz zu anderen Bandstrukturen des Knies wie z.B. den
Kollateralbdandern [74] zeigt das rupturierte VKB eine allenfalls geringe Heilungsrate [89] und
wird daher bei Insuffizienz gemél aktueller Leitlinien primér operativ versorgt [44].

In den USA, dem Land mit der weltweit grof3ten Anzahl an Kreuzbandoperationen, belduft sich
diese auf mehr als 300.000 Eingriffe jihrlich [178]. In Deutschland ist die
Kreuzbandersatzplastik mit ca. 14.000 Operationen pro Jahr die am héufigsten durchgefiihrte
bandplastische Operation am Bewegungsapparat und hat dementsprechend eine nicht
unerhebliche volkswirtschaftliche Bedeutung bekommen [191]. Das autologe, freie
Patellarsehnendrittel mit zwei Knochenblocken gilt auf Grund seiner schnellen, ossdren
Verankerung noch in den meisten Kliniken als sog. ,,Golden Standard®. Allerdings konnten sich
die autologen Sehnen des Pes anserinus (engl. hamstring), insbesondere die Semitendinosus- und
Gracilissehne, als Transplantatalternative im letzten Jahrzehnt auf Grund der geringeren
Entnahmemorbiditét und verbesserter Fixationstechniken verstiarkt durchsetzen.

Es konnte jedoch eindeutig belegt werden, dass die Entnahme autologen Gewebes mit einer
Morbiditdt im Sinne u.a. der Schwichung des Streck- (Patellarsehne) bzw. Beugeapparates
(Hamstringsehnen) verbunden ist, die noch bis zu einem Jahr postoperativ nachweisbar ist [137,
146]. Eine Alternative stellen allogene Kreuzbandtransplantate verstorbener Organspender mit
den Vorteilen der fehlenden Transplantatentnahmemorbiditét, der Instandhaltung des Streck- und
Beugeapparates des  Kniegelenkes und einer somit geringeren  postoperativen
Bewegungseinschrinkung, der beliebigen Dimensionierung des Transplantates und einer
Verkiirzung der Operationszeit dar [92]. Allerdings steht diesen Vorteilen der grof3e Nachteil des
potentiellen Infektionsrisikos gegeniiber. Um diesem zu entgegnen, wurden verschiedene
Sterilisationsverfahren entwickelt. Jedoch existiert bis dato kein Sterilisationsverfahren, welches
einen kompletten Schutz vor Kontamination und Infektion bei Erhaltung der initialen

biomechanischen Eigenschaften und ohne Beeintrichtigung der Biologie des Transplantates



liefert. Ein weiterer Nachteil besteht in der geringen Transplantatverfiigbarkeit. In Europa
ibersteigt heutzutage die Nachfrage nach Allografts bei Revisionseingriffen und multiplen

Bandverletzungen bei weitem das Angebot [105].

1.2 Modus der Kreuzbandverletzungen

Das héufigste Verletzungsmuster ist das sogenannte Valgus-Rotations-Trauma. Dabei kann das
Trauma entweder durch direkte/externe Krafteinleitung, z.B. als Schlag auf das Kniegelenk oder
den Unterschenkel, oder haufiger durch indirekte/interne Krafteinwirkung, wie sie vor allem bei
abrupten Bremsbewegungen mit Drehung des Oberkorpers iiber das fixierte Bein auftreten,
erfolgen.

Beim sehr hiufig auftretenden Flexions-Valgus-Auflenrotationstrauma kommt es zuerst zu einem
ZerreiBBen des medialen Kapselbandapparates. Wirkt die Kraft weiter fort, reifit auch das VKB.
Héufig kombiniert ist dieser Unfallmechanismus mit einer medialen Meniskusldsion und wird
dann nach O'Donoghue als "unhappy triade" bezeichnet [115].

Eine mogliche Ursache fiir eine isolierte vordere Kreuzbandverletzung ist die Hyperextension im
Kniegelenk mit ausgeprégter, plotzlicher Innenrotation des Unterschenkels und gleichzeitiger
Bremsung der Vorwértsbewegung oder die direkte dorsale Krafteinwirkung auf die Tibia bei
fixiertem Ful} im Sinne einer anterioren Tibiatranslation [87, 90].

Knieverletzungen gehdren zu den haufigsten Sportverletzungen, wobei bestimmte Sportarten als
besonders verletzungsintensiv fiir das VKB einzustufen sind. Die Klassifizierung der
sportspezifischen Kniebelastung nach dem Innsbruck Knee-Sports Rating Scale [56] erfolgt in
high-risk-pivoting Sport (FuBball, Handball, Basketball, Squash, Tennis, Ski alpin), low-risk-
pivoting Sport (Skilanglauf, Bergwandern, Joggen, Klettern, Volleyball, Aerobic) und no-risk-
pivoting Sport (Radfahren, Schwimmen).

1.3 Therapieoptionen

Der aktuelle Stand der Diagnostik und Behandlung der VKB-Ruptur spiegelt sich in der Sl1-
Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaft
wieder (AWMF) [44]. Konservative Therapie oder vordere Kreuzband-Plastik mit autologem
(korpereigenem) oder allogenem (homologem) Gewebe stellen dabei die gesamte Bandbreite an
Therapiemoglichkeiten bei VKB-Ruptur bzw. -Insuffizienz dar.

Die Indikation zur Operation ist abhingig vom Status der Knieinstabilitdt, dem Alter des
Patienten, dem angestrebten Aktivitdtsniveau und der Art der Verletzung (komplette oder

inkomplette Ruptur, isolierte oder kombinierte Verletzung). Allen Patienten mit ausgeprigter



Knieinstabilitdt und hoherem korperlichem Anspruchsniveau muss dringend zu einem Ersatz des
vorderen Kreuzbandes geraten werden [44]. Eine komplette Ruptur des VKB resultiert bei der
iiberwiegenden Mehrzahl der Patienten in einer objektiv messbaren translatorischen und
rotatorischen Knieinstabilitdit [9, 18, 20]. Die Folge ist eine erhohte Inzidenz von
Meniskusldsionen und degenerativen, arthrotischen Gelenkverdnderungen [52, 62, 81, 84].
Besonders bei hdufig auftretenden Kombinationsverletzungen mit Beteiligung der Menisken
oder weiterer Bandstrukturen ist das Auftreten von einer posttraumatischen Friiharthrose
signifikant erhoht [32, 52, 86, 186]. Allerdings konnte die Verminderung degenerativer
Verdnderungen durch eine Kreuzbandplastik in Langzeitstudien bislang nicht eindeutig
nachgewiesen werden [15, 62, 170]. Jedoch wurde im Vergleich zur konservativen Versorgung
eine signifikant hohere langfristige Kniestabilitdt bei zeitlich verzogertem Auftreten einer
Arthrose beobachtet [20, 33].

Die Indikation fiir eine konservative Therapie besteht, wenn klinische und instrumentelle Tests
(Lachman, Pivot-Shift, KT-1000/2000) keine erhebliche mechanische Instabilitit des Knies
aufweisen, der Patient keine funktionelle Instabilitit bei alltdglicher Belastung verspiirt und von
korperlichen Belastungen absehen werden kann, die die Stabilitidt des Kniegelenkes gefdhrden
konnten. Hierbei versucht man, durch entsprechendes Kraft- und Koordinationstraining der
Beinmuskulatur das Kniegelenk wieder zu stabilisieren. Allerdings muss flir diesen
Therapieansatz selbst bei guter funktionell-muskuldrer Stabilitdt eingerdumt werden, dass die
Arthrokinematik verdndert ist und starkere Belastungen fiir die erhaltenen Strukturen (Menisken,
Knorpel) mit einer konsekutiv erhdhten Inzidenz an degenerativen Verdnderungen die Folge sind
[20, 33]. Haufig ist eine operative Rekonstruktion des Kreuzbandes auf lingere Sicht
erforderlich [174].

Auf Grund verbesserter Rekonstruktionstechniken und der ungiinstigen Langzeitprognose ist die
konservative Therapie somit in den letzten Jahren immer mehr in den Hintergrund getreten [43,

71, 84, 106, 160].

1.4 Uberblick iiber das operative Vorgehen

Der Ersatz des VKB mit freien Sehnentransplantaten ist die am héaufigsten durchgefiihrte
bandplastische Operation am Bewegungsapparat [191].

Die heute bestehenden Rekonstruktionstechniken sind Konsequenz einer Entwicklung der letzten
100 Jahre. Gegen die damalige Auffassung, die konservative Therapie als Methode der Wahl bei

Kreuzbandverletzungen zu akzeptieren, setzte M. Robson am Leeds General Infirmary im Jahre



1895 den Startpunkt der Kreuzbandchirurgie, indem er eine akute Kreuzbandruptur eines
Bergarbeiters mittels Catgut im Sinne einer Priméirnaht versorgte und das erfolgreiche Ergebnis
8 Jahre spiter veroffentlichte [ 140]. Die primare Bandnaht wurde vor allem im Falle einer akuten
Ruptur bis in die Mitte der 70er Jahre empfohlen, bis Studien die enttduschenden
Langzeitergebnisse mit einer Versagerrate von bis zu 50% aufdeckten [48, 51, 117].

Heutzutage gelten die VKB-Rekonstruktionen aus autologem Band- bzw. Sehnengewebe mit
dem Patellarsehnendrittel (mittleres und seltener mediales oder laterales Drittel) [28, 31], mit den
Sehnen des Pes anserinus/Hamstringsehnen (Semitendinosussehne teilweise kombiniert mit
Gracilissehne) [37, 95, 99] und mit dem zentralen Anteil aus der Quardizepssehne [60, 172] als

die am héufigsten verwendeten Techniken [191].

1.5. Transplantatauswahl

1.5.1 Autografts

Uber viele Jahre hat sich der VKB-Ersatz mit dem autologen, mittleren Drittel des Lig. patellae
(8-11 mm Sehnenbreite) unter Mitnahme zweier endstdndiger Knochenblocke aus Tibia und
Patella (bone patellar tendon bone, BPTB) als allgemein akzeptierter "Golden Standard"
bewidhrt. Die immer wieder angefiihrten Vorteile dieses Transplantats sind die gute maximale
ReiBfestigkeit der Sehne, je nach Literatur und getesteter Sehnenbreite etwa zwischen 1700 und
2900 N [41, 114, 173, 195], die Moglichkeit einer primir stabilen Fixierung mit
Interferenzschrauben und die zuverldssige Knochen-Knochen-Einheilung im Bohrkanal [122,
155, 179]. Als nachteilig sind die erhohten Komplikationen im Rahmen der Entnahmemorbiditét
(donor site morbidity) wie Schwéchung des Knie-Streckapparates [143, 146], Verkiirzung der
verbleibenden Patellarsehne mit postoperativem Streckdefizit [79, 110], femoropatellare
Schmerzen und Krepitation [1, 48] sowie Schmerzpersistenz an den Entnahmestellen besonders
beim Hinknien anzumerken [85]. Diese Symptome lassen sich unter dem Begriff ,,vorderer
Knieschmerz“ zusamenfassen. Sehr selten bestehen Risiken einer Patellarfraktur [38] oder
Patellarsehnenruptur [21, 118]. Fiir viele dieser Probleme wird die Verletzung des Hoffa’schen
Fettkorpers mit anschlieBend narbiger Kontraktur und Fibrose verantwortlich gemacht. Bei
reduzierter Mobilitdt der Patellarsehne und Adhédrenz an der Tibiavorderkante kann es bis zum
infrapatelldren Kontraktur-Syndrom mit einer Pradisposition zur Arthrose kommen [79, 120].
Fiir die Technik mit den autologen Hamstringsehnen spricht, dass die iiblicherweise benutzten,
mehrstringigen Sehnentransplantate der Mm. semitendinosus et gracilis iiber eine sehr hohe

initiale Zugfestigkeit von ca. 240-280% des VKB verfiigen [69, 138]. Vorteilhaft ist auBerdem



die geringe Entnahmemorbiditidt und die besseren kosmetischen Ergebnisse auf Grund des
kleineren Hautschnitts von ca. 2,5-3 cm Linge [198]. Es entsteht kein zusétzliches Trauma fiir
den Streckapparat des Kniegelenkes und es kommt nicht zu der von der Patellarsehne berichteten
Entnahmedefekt-Arthropathie [176]. Jedoch wird eine Verminderung der Kraft der
ischiokruralen Muskulatur als wichtiger Agonist des VKB sowie die Storung der Innenrotation
durch die Entnahme der Semitendinosussehne in Kombination mit der Gracilissehne kritisch
diskutiert [181]. Allerdings besitzen die Hamstringsehnen die Fahigkeit zur kompletten
strukturellen Regeneration, wodurch die postoperative Kraft- und Funktionseinschrankung der
Hamstringmuskulatur ungefihr nach 3-4 Monaten wiederkehrt [42, 96, 137, 198]. Durch
moderne Verankerungstechniken wie biodegradierbare Interferenzschrauben [102, 193],
Endopearls [190], und Transfixationssysteme [39] konnte der anfangliche Schwachpunkt dieser
Rekonstruktionstechnik, die im Vergleich zur schnellen, direkten Knochen-Knochen-Einheilung
der BPTB-Transplantate langsamere ossdre Integration der Sehnen-Knochen-Einheilung der
Hamstringsehnen, weitgehend behoben werden [187, 188].

In retrospektiven sowie prospektiv randomisierten Studien wurden keine funktionellen
Unterschiede zwischen beiden Gruppen gefunden, jedoch weniger Beschwerden durch die
geringere Entnahmemorbiditét in der Hamstring-Gruppe [104, 126, 127, 142, 149, 185].

Eine weitere Transplantatalternative ist die Quadrizepssehne. Sie wird erst seit kurzem und
vergleichsweise selten genutzt. Die Quadrizepssehne kann mit einem Knochenblock aus dem
superioren Patellapol entnommen werden. Obwohl die Entnahmemorbiditidt in den wenigen
Studien geringer als bei der Patellarsehne scheint, fiihrt die Explantation ebenfalls zur
Schwichung des Streckapparates und zu schlechteren kosmetischen Ergebnissen im Vergleich

zu den Hamstringsehnen [35, 36, 65, 94].

1.5.2 Allografts

In der Historie wurden Allografts primdr bei Revisionseingriffen und multiplen
Bandverletzungen eingesetzt [ 183]. Mittlerweile werden sie aber auch als primérer VKB-Ersatz
[45], als hintere Kreuzband (HKB)-Plastik [23] sowie als Ersatz des medialen und lateralen
Kollateralbandes [22, 113] verwendet. Als Allografts dienen vor allem Sehnen mit
Knochenblocken (Patellar-, Achilles- und Quadrizepssehne) aber auch knochenblockfreie
Sehnentransplantate (Hamstringsehnen, Sehnen des Tibialis anterior bzw. posterior, Fascia lata)
[4, 163]. Wobei die biomechanischen Eigenschaften und Unterschiede der einzelnen Allografts

denen der Autografts dhneln.



Der primdre Vorteil der Allografts gegeniiber den Autografts ist die fehlende
Transplantatentnahmemorbiditét. Hieraus ergeben sich sekundédre Vorteile wie eine kiirzere
Rehabilitationszeit durch Verringerung der Invasivitit des operativen Eingriffs bzw. der
Instandhaltung des Streck- und Beugeapparates des Kniegelenkes und eine somit geringere
postoperative Bewegungseinschrinkung. Des Weiteren sind eine Verkiirzung der Operationszeit
und eine beliebige Dimensionierung des Transplantates zu verzeichnen [92]. Klinische Studien
liefern allerdings eine kontroverse Datenlage. Einerseits werden die klinischen Resultate und
biomechanischen FEigenschaften der Allografts bei Revisionseingriffen und komplexen
Knieinstabilitidten und sogar beim priméren Einsatz als sehr gut [14] und zu den Autografts als
nicht signifikant unterschiedlich beschrieben, der Einsatz der Allografts auf Grund der genanten
Vorteile wird sogar empfohlen [92, 93, 125, 165-167]. Andererseits wird von einem verlédngerten
Remodelingprozess [75, 88], einem potentiellen Infektions- und Kontaminationsrisiko [24, 80],
einer nicht auszuschlieBenden Immunreaktion des Empfingers auf das allogene Material [75],
einer erhohten Laxizitdt und von einer leicht erhdhten Rerupturrate ausgegangen [34, 66, 128,
163].

Wihrend in der Vergangenheit die Verwendung der Allografts von den meisten Autoren
insbesondere bei Revisionseingriffen und multiplen Bandverletzungen des Kniegelenkes im
Sinne eines ,,Salvage*-Verfahrens, bei dem die Nachteile der Allografts auf Grund des Mangels
an Autografts akzeptiert werden, propagiert wurde [58, 168, 183], ist es hier in den letzten Jahren
vor allem im angloamerikanischen Raum zu einem Paradigmenwechsel gekommen. Im Jahre
2005 wurden in den USA bei 20% aller VKB-Rekonstruktionen Allografts verwendet [178].
Entsprechend hatte sich das Angebot an muskuloskeletalen Transplantaten von 350.000 im Jahre
1990 auf 875.000 im Jahre 2001 mehr als verdoppelt [83]. In Deutschland muss jedoch von einer
geringeren Rate ausgegangen werden. Aktuelle Befragungen gehen von einer Nutzung von
Allografts in ca. 1-2% aller Rekonstruktionen des vorderen Kreuzbandes aus [105]. Die Griinde
liegen vor allem am substantiell niedrigen Angebot an allogenen Bandtransplantaten durch
Gewebebanken, an der geringen Spendebereitschaft in Deutschland, am Fehlen von
kommerziellen Spenderbanken, sowie rechtlichen, die Nutzung von Spendergewebe
einschrankenden, Auflagen in Europa. Auch der Bezug von Gewebe aus dem Ausland ist
kostenintensiv und derzeit nur sehr eingeschrankt moglich.

Der Einsatz von Spendergewebe soll durch das neue Artikelgesetz vom 01.08.2007 (Umsetzung
der EU-Richtlinien 2004/23/EG, 2006/17/EG und 2006/86/EG), bei dem allogenes Gewebe dem
Arzneimittelgesetz untergeordnet wird, erleichtert werden [30]. Das Gesetz enthélt u.a. die

Festlegung von Sicherheits- und Qualitéitsstandards fiir die Spende, Beschaffung, Verarbeitung,
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Konservierung, Lagerung und Verteilung von menschlichen Geweben und Zellen. Mittelfristig
kann also davon ausgegangen werden, dass es im europdischen Raum zu einer erheblichen
Zunahme der Nutzung von Spendergewebe in der rekonstruktiven Versorgung von

Bandverletzungen am Bewegungsapparat der Menschen kommen wird.

1.6 Sterilisationsverfahren

1.6.1 Status Quo

Die potentielle Infektions- und Kontaminationsgefahr durch Bakterien, Pilze und Viren ist das
Hauptargument der Kritiker gegen die Nutzung von allogenem Bandgewebe. Um dieser Gefahr
zu entgegnen wurden im Laufe der Jahre diverse Sterilisationsverfahren entwickelt.

Neben der reinen Konservierung von allogenen Sehnen- und Bandtransplantaten durch
Tieftkiihlung bei -70° bis -80°C, durch Kryopréservierung bzw. -konservierung mittels fliissigem
Stickstoff oder durch Gefriertrocknung mit einer Restfeuchte unter 5-6% existieren verschiedene
Verfahren, die einer Kontamination oder Infektion des zu transplantierenden Gewebes
vorbeugen sollen [177]. Die Sterilisation mit y-Bestrahlung und die chemische Vorbehandlung
mit Ethylenoxid (EO) nahmen neben dem Schutz vor oberflichlicher Kontamination durch
antiseptische (Alkohole) oder antibiotische Losungen in den 90er Jahren einen besonderen
Stellenwert ein. Jedoch wurden im Zusammenhang mit dem FEinsatz von EO und seiner
Abbauprodukte (Ethylenchlorhydrin) verschiedene Nebenwirkungen wie Entziindungs- und
Immunreaktionen mit resultierenden chronischen Synovitiden beobachtet, so dass der Einsatz
von EO heutzutage als obsolet gilt [76, 139, 169]. Ferner konnte in Studien gezeigt werden, dass
bei der y-Bestrahlung ein ausreichender bakterieller und vor allem viraler Infektionsschutz erst
bei Strahlendosen von iiber 4 Mrad (40.000 Gy) gewéhrleistet ist [55, 130]. Allerdings fiihrt eine
Strahlendosis oberhalb von 2 Mrad (20.000 Gy) zu einer signifikanten Reduktion der
biomechanischen Eigenschaften von Band- und Sehnengewebe [54, 55, 139].

Auf Grund dieser Nebenwirkungen wird heutzutage von vielen Autoren im angloamerikanischen
Raum die Verwendung steril entnommener, engmaschig ,,gescreenter, konservierter aber eben
nicht ,,sekundir-sterilisierter Allografts empfohlen. Die Konservierung kann dabei zwar die
antigenwirksame Oberflichenstrukturen (major histocompatibility class II) des Allografts
zerstoren und somit eine Immunantwort des Empfiangers unterdriicken [13], aber nur eine
partielle Abtdtung von Bakterien und Viren, im besonderen HIV-1 und -2 sowie Hepatitis-B-

und -C-Virus (HBV, HBC), gewihrleisten. Kryopréiservierung zeigt als Alternative keinen

11



Vorteil gegeniiber Tiefkiithlung und Gefriertrocknung und ist aber erheblich kostenintensiver
[101].

In einer Studie der amerikanischen Behorde ,,.Centers for Disease Control and Prevention
(CDC)*“ wurden allerdings im Zeitraum von 1995-2004 insgesamt 70 Félle von ,,Allograft-
assoziierten” Infektionen gemeldet [83]. Darunter waren 6 Fille von Hepatitis-C- und 14
Clostridiuminfektionen. Eine Ubertragung von HIV wurde nicht dokumentiert. Dabei handelte es
sich ausschlieBlich um unsterilisierte Allografts.

Jedoch bleibt heutzutage das Risiko der Ubertragung weitgehend auf das ,,diagnostische Fenster
zwischen Infektion des Spenders und Nachweisbarkeit der Infektion im Rahmen des
engmaschigen Screenings mit fortgeschritteneren und sensitiveren Testverfahren begrenzt und ist
insgesamt als sehr gering anzusehen [191]. Im Speziellen werden vor der Aufbereitung der
Allografts die medizinische Anamnese und der soziale Hintergrund potenzieller Spender genau
gepriift. Unter aseptischen Bedingungen werden Gewebeabstriche fiir Aerobier, Anaerobier und
Pilze kultiviert. Das Spenderserum wird u.a. auf HIV-1 und HIV-2, Hepatitis-C-Antikorper,
Hepatitis-B-Oberfldchenantigene, Syphilis und humane lymphotrophische T-Zell-Antikdrper
untersucht. Die Ergebnisse der Kulturen und der Serologie miissen entsprechend den Richtlinien
bei allen Untersuchungen negativ sein, bevor das Material fiir den Gebrauch freigegeben wird
[136].

Wihrend in den USA somit der Schwerpunkt auf der addquaten Selektion der Spender durch
Ausschluss von Risikogruppen und -faktoren liegt, und nur sekundér die Sterilisation, meist
fakultativ, des Spendergewebes gefordert wird, bestehen in Europa strenge rechtliche Auflagen,
die die Sterilisation von allogenen Sehnen- und Bandtransplantaten erfordern [30].

Das potentielle Infektionsrisiko fiir HIV von nach herkdmmlichen Methoden sterilisierten
Allografts wird mit <1:1.600.000 angegeben [29, 80]. Im Vergleich dazu wird in Deutschland
heutzutage von einem geringeren Risiko der Ubertragung von Viruserkrankungen (HBV:
1:500.000, HCV: 1:13.000.000, HIV 1/2: 1:11.000.000) durch Bluttransfusionen durch die
Einfiihrung neuer Techniken zur Diagnostik von Virusgenomen (Polymerase Chain Reaction) im
»dcreening® der Spender ausgegangen [159].

Es wird deutlich, dass bestehende Sterilisationsverfahren einen kompletten Schutz vor Infektion
und Kontamination ohne Beeintrachtigung der initialen biomechanischen und strukturellen
Eigenschaften der allogenen Band- und Sehnentransplantate nicht gewidhrleisten konnen. Dies ist

jedoch bei einem elektiven Eingriff wie der VKB-Plastik mehr als wiinschenswert.
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1.6.2 Peressigsidure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren

Das Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren ist ein etabliertes und kostengiinstiges
Sterilisationsverfahren bei  allogenen Knochentransplantaten mit einem adiquaten
antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Schutz [133, 182]. In den achtziger Jahren
eingefiihrt [171], wurden mit Peressigsdure (PES, CH3CO3;H) und Ethanol bis heute mehr als
60.000 allogene Knochentransplantate sterilisiert [131]. Mehrere Studien belegen die
ausreichende Wirksamkeit und Sicherheit des Verfahrens und konnten keinen nachteiligen
Effekt auf die strukturellen und biomechanischen Eigenschaften der Transplantate nachweisen
[132, 133]. Der virale Schutz bestétigte sich ebenfalls bei der Sterilisation von
Weichteiltransplantaten wie Achillessehne, Knorpel und Haut [152]. Des Weiteren konnten
Scheffler et al. in einer in-vitro Studie keine Beeintrichtigung der Struktur- und
Materialeigenschaften von humanen BPTB-Allografts nach Sterilisation mit dem Peressigsdure-
Ethanol-Unterdruck-Verfahren nachweisen [153]. Ferner zeigte PES in einer weiteren in-vitro
Studie keinen zytotoxischen noch pro-inflammatorischen Effekt auf humane Patellarsehnen-
Allografts [98]. Bis dato existiert jedoch keine in-vivo Studie, die den Effekt der PES auf das

Transplantatremodeling allogener Band- und Sehnentransplantate untersucht hat.

1.7 Transplantatremodeling

Allografts durchlaufen ebenso wie Autografts beim Kreuzbandersatz einen typischen
Einheilungs- und Umbauprozess, der die Phasen der Nekrose, der Revaskularisierung, der
Fibroblastenproliferation und der Kollagensynthese umfasst.

Bereits 1905 wurde von Wilhelm Roux die Theorie der funktionellen Adaptierung eines Organs
in Folge einer quantitativen oder qualitativen Funktionsdnderung beschrieben [145]. Amiel et al.
berichteten erstmals 1986 aufbauend auf ihrer Erkenntnis, dass sich Band- und Sehnengewebe
strukturell, biochemisch und histologisch unterscheiden [6], am Kaninchenmodell {iber die
Metamorphose eines freien, autogenen Sehnentransplantates (BPTB) 30 Wochen nach VKB-
Ersatz zu einem bandéhnlichen Gewebe [7]. Sie nannten diesen Prozess ,,Ligamentisierung® und
filhrten ihn als funktionelle Adaptation des Transplantates auf die verdnderten mechanischen
Krifte und das synoviale Milieu zuriick. Dieser Prozess wurde 1990 von Bosch aufgegriffen, mit
einem neuen Begriff dem ,,Remodeling* versehen und ausfiihrlich beim autogenen HKB-Ersatz
mittels Patellarsehnentransplantat im Schafsmodell beschrieben [25]. Dabei werden

grundsétzlich drei ineinander tibergehende Phasen unterschieden.
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In der initialen Degenerationsphase findet eine partiell ischdmische Nekrose des freien,
avaskuldren Transplantates statt, welche die biomechanischen und viskoelastischen
Eigenschaften zunehmend reduzieren. Es kommt peripher zur Invasion eines zell- und
gefdaBreichen Granulationsgewebes mit Entziindungszellen wie Monozyten, Leukozyten und
Makrophagen, welche Zytokine und Wachstumsfaktoren produzieren. Im Transplantatzentrum
dominieren Nekrosen mit Zell- und Strukturverlust.

Die Revitalisierungsphase ist durch eine iiberschieBende Zellproliferation (Hyperzellularitét)
und Revaskularisierung ausgehend von einer neugebildeten Synovialhiille und vom Hoffa’schen
Fettkorper von peripher nach zentral charakterisiert [72]. AuBerdem kommt es zum
Organisationsverlust und Umbau der Extrazelluldrmatrix. Die Zunahme des Kollagengehaltes
vom Typ III, sowie ein Anstieg an Fibronektin und Glycosaminoglykanen typisieren die
reparativ-proliferativen Prozesse. Bosch et al. fanden 6-8 Wochen postoperativ die geringste
Zugfestigkeit und Elastizitdt des VKB-Transplantates [27].

In der finalen Remodelingphase reorganisiert sich die Extrazelluldrmatrix. Es kommt zur
Abnahme an Kollagen Typ III und Fibronektin sowie zu einer zunehmenden Léngsorientierung
der Kollagenfaserbiindel. Auch die Zellularitidt normalisiert sich. Am Ende der Phase findet sich
ein dem nativen vorderen Kreuzband dhnelndes Bandgewebe mit &hnlichen biomechanischen
Eigenschaften.

Spéater wurde das Remodeling ebenfalls bei autologen VKB-Transplantaten am Menschen
nachgewiesen [49, 64, 72, 144]. In Korrelation mit klinischen Beobachtungen und
Untersuchungen wird heute von ca. 12 Monaten fiir das Remodeling autologer Transplantate
nach VKB-Ersatz beim Menschen ausgegangen [49]. Bei Allografts scheint hingegen das
Remodeling leicht verzogert abzulaufen [59, 154, 196]. Nach Abschluss des Umbauprozesses
zeigen jedoch beide Transplantattypen identische histologische und biomechanische Befunde
[77].

Fiir die Langzeitstabilitdt der VKB-Rekonstruktion spielen hierbei vor allem die biologischen
Umbauvorgédnge in den ersten drei Monaten eine groe Bedeutung, da 6-12 Wochen nach
Implantation der Einbau des Transplantates in den umgebenden Knochen abgeschlossen ist und
die primére Stabilitit nicht mehr von den mechanischen Eigenschaften der Verankerung, sondern
von den biologischen Eigenschaften des einheilenden Transplantates abhéngt [187, 188]. Der

grofite Teil des Remodelingprozesses spielt sich zudem in den ersten 12 Wochen ab [180].
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1.8 Revaskularisierung

Die Revaskularisierung bzw. Angiogenese ist die Grundvoraussetzung des Remodeling und des
Langzeitiiberlebens eines freien, avitalen und avaskuldren Sehnentransplantates ohne synoviale
Oberflache [3, 12, 180]. Nach anfanglich reiner Nutrition durch Permeation der synovialen
Fliissigkeit wachsen aus dem periligamentiren bzw. peritransplantirem Bindegewebe
(Hoffa’scher Fettkorper, neugebildete synoviale Hiille) Kapillaren [12], welche durch
Fibroblasten exprimierte Wachstumsfaktoren wie VEGF (vascular endothelial growth factor)
[121] stimuliert werden, in die AuBlenzone des Transplantates und gewéhrleisten die wichtige
Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung. Dieser Prozess schreitet von peripher nach zentral weiter
fort. Voriibergehend ist das Transplantat im Vergleich zum nativen Kreuzband hyperzelluldr und
hypervaskularisiert. Unterhauser et al. [180] fanden in immunhistochemisch angeféirbten
Querschnitten von Autografts im Schafsmodell eine maximale GefdBdichte im subsynovialen,
peripheren Bereich 6 Wochen nach Operation sowie intermediér und zentral entsprechend spéter
in der 12. postoperativen Woche. Im weiteren Verlauf nahm die Gefdf3dichte wieder ab und der
Gefalistatus glich dem nativen VKB nach ca. 24 Wochen.

Dustmann et al. fanden im Schafsmodell bei der Revaskularisierung von unsterilisierten,
allogenen VKB-Transplantaten einen analogen Remodelingprozess mit einer jedoch zeitlich
verzogerten Dynamik [46].

Andere tierexperimentelle Studien wiesen bei Kreuzbandplastiken allerdings nur eine begrenzte
bzw. gar keine Revaskularisierung nach und gehen von einer reinen Versorgung mittels
Diffusion der synovialen Fliissigkeit aus [5, 78, 164]. Diese kontroversen Aussagen lassen sich
durch die Verwendung unterschiedlicher Studiendesigns mit unterschiedlichen Techniken und
damit unterschiedlicher Sensitivitit der GefdBBdarstellung erkldaren. Techniken wie
Tuscheinjektion, Spalteholztechnik und Kontrastmitteln sind in ihrer Sensitivitit in der
Darstellung des endoligamentiren Kapillarnetzwerkes auf ihre PartikelgroBe und
Perfusionskapazitit limitiert und vermogen nur GefaBle bis zur Arteriole oder Venole sicher
nachzuweisen [123, 180]. Die Laser-Doppler-Flowmetrie ist eine elegante nicht-invasive
Methode, welche aber nur den oberfldchlichen Blutstrom mit einer maximalen Eindringtiefe von
250 pm messen kann. Unterhauser et al. benutzten 2002 einen polyklonalen Faktor VIII/von-
Willebrand-Faktor-Primérantikdrper zur gezielten Markierung von Endothelzellen neugebildeter
GefdBkapillaren. Im Gegensatz zur ebenfalls hdufig zum GefiBnachweis eingesetzten
immunhistochemischen Markierung von a-smooth-muscle Aktin in glatten GefdBmuskelzellen

ermoglicht sie sogar die Detektion kleinster Kapillaren ohne glatte Muskelzellen und stellt

15



besonders bei der Darstellung der frithen auf kapilldrer Ebene stattfindenden Revaskularisierung

die Methode der Wahl dar [180].

1.9 Biomechanik

Die Funktion des Kniegelenkes dhnelt dem Modell einer iiberschlagenen Viergelenkskette, in
dem die Kreuzbénder die Gelenkstangen darstellen. Die Gelenkstangen sind in 40° zueinander an
beiden Enden beweglich aufgehdngt und sorgen durch die Position ihrer Verankerung und bei
kongruenter Knochenform von Tibia und Femur fiir den ungehinderten Ablauf der
physiologischen Roll-Gleit-Bewegung des Kniegelenks [97, 107]. Die Hauptfunktion des
vorderen Kreuzbandes ist die Fiihrung wund Stabilisierung des Kniegelenks bei
Translationsbewegungen der Tibia nach anterior bzw. des Femur nach posterior [150]. Die
Spannungszustinde der einzelnen Faserbiindel des VKB verdndern sich dabei nicht einheitlich,
sondern individuell. Die Faserverlaufsrichtung ist im Gegensatz zum Sehnengewebe nicht
parallel sondern scherengitterartig gekreuzt. Die Kollagenstrukturen verhalten sich dabei
viskoelastisch, d.h. bei schneller (Stoss-)Belastung verhdlt sich das Band steifer als bei
langsamem Belastungsanstieg, die biomechanischen Eigenschaften sind somit abhéingig von der
Frequenz der Krafteinwirkung und von der Geschwindigkeit des Stressmoments [61].
Funktionell lassen sich beim Erwachsenen ein anteromediales Biindel (AMB) und ein
posterolaterales Biindel (PLB) unterscheiden [116, 123]. Ein histologisches Korrelat, wobei die
Biindel durch ein deutlich ausgebildetes Septum von einander getrennt werden, konnte allerdings
nur beim Feten nachgewiesen werden [53]. In Streckung und Uberstreckung sind alle Fasern des
VKB gespannt und verlaufen nahezu parallel, wobei das posterolaterale Biindel primérer
Stabilisator ist [124, 150]. Mit zunehmender Flexion im Kniegelenk verschiebt sich die femorale
Insertionszone des AMB nach dorsal. Das AMB spannt sich, wihrend das PLB um dieses rotiert
und sich durch die Verlagerung seiner femoralen Ansatzzone nach ventral entspannt [199].
Somit ist das AMB primérer Stabilisator bei postero-anteriorer Tibiatranslation, wohingegen das
PLB in der Endphase der Streckung (Schlussrotation) das Kniegelenk sekundir gegen extreme
Rotationsbewegungen  (Innenrotation >  AuBenrotation) stabilisiert. =~ Die  primére
Rotationssicherung erfolgt in erster Linie durch Kollateralbédnder, Menisci und die Kapsel [68].

Das Ziel einer Kreuzbandplastik sollte darin bestehen biomechanische Eigenschaften
aufzuweisen, die dem intakten Kreuzband vergleichbar sind. Dabei konnen die biomechanischen
Eigenschaften wie Steifigkeit, Elongation und Versagenslast durch Materialtestmaschinen

ermittelt werden. Die maximale Versagenslast besagt bei welcher Spitzenlast die
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Transplantatfixation versagt. Sie charakterisiert die Mechanik der Fixation jedoch nur
unvollstindig und wenig realititsnah, da diese Last im Rahmen der Rehabilitation in der Regel
nicht erreicht wird. Viel wichtiger ist die Beurteilung der Transplantatfixation im submaximalen
Lastbereich. Die lineare Steifigkeit in simulierten Schubladentests gibt an, um welche Strecke
sich die Fixation unter einer bestimmten Last elastisch bzw. reversibel elongiert. Sie wird in
N/mm angegeben. In biomechanischen Testungen zeigte sich eine hohere lineare Steifigkeit bei
direkten, gelenknahen (anatomischen) Transplantatverankerungen gegeniiber den gelenkfernen,
indirekten Fixationen [155]. Die Elongation in mm beschreibt die Laxizitdt bzw. Auslenkung des
Transplantates unter einer bestimmten Zugkraft.

Im intakten vorderen Kreuzband wird von einer maximalen Versagenslast von ca. 2000 N bei
einer Steifigkeit von 242 + 28 N/mm ausgegangen [151, 197]. Dies entspricht in etwa den
biomechanischen Eigenschaften einer 10 mm breiten Patellarsehne (maximale Versagenslast
1784 + 580 N, Steifigkeit 210 N/mm) und einer 4-stringigen Hamstringsehne (maximale
Versagenslast 2422 + 538 N, Steifigkeit 238 N/mm) [195].

Basierend auf Untersuchungen von Arnoczky et al. [10] unterliegt jedes Transplantat einer Phase
des Umbaus (Transplantatremodeling sieche Kapitel 1.7), in dem es bis zu 60% seiner initialen
Belastbarkeit verliert. Damit das Transplantat seiner funktionellen Aufgabe im weiteren Verlauf
gerecht wird, bedarf es jedoch in der Phase des Remodeling trotzdem einer adédquaten
mechanischen Belastung, damit die histologischen Eigenschaften des Sehnengewebes
ausgebildet werden [8]. Eine Immobilisation des operierten Kniegelenkes nach Kreuzbandersatz
wiirde hingegen den Verlust der Elastizitit und der Belastbarkeit von Sehnengewebe bewirken
[112]. Die heutzutage etablierte, forcierte friihfunktionelle Nachbehandlung fiihrt zu einer
sofortigen erhohten mechanischen Beanspruchung sowohl fiir das Transplantat als auch fiir die
Fixation [162].

Erste Schédtzungen zur Beanspruchung des vorderen Kreuzbandes unter verschiedenen
physiologischen Belastungen wurden von Paulos 1981 und Noyes 1984 gedufBert [114, 119].
Beim Fahrradfahren werden ca. 26 N Zuglast am vorderen Kreuzband angenommen, beim
Gehen 178 N und beim Joggen 556 N. Noyes beobachtete, dass unter physiologischer Belastung
das vordere Kreuzband einer Zuglast bis zu 454 N ausgesetzt wird [114]. In-vivo-Messungen
zeigten eine Langendnderung im anteromedialen Biindel des vorderen Kreuzbandes bei aktiver
Flexion zwischen 15° und 45° von 1,1 bis 2,6 mm [17]. Kreuzbidnder sind somit keine reinen
isometrischen Strukturen, sondern unterliegen unterschiedlichen Zugbeanspruchungen in
Abhingigkeit zur Gelenkstellung. Markolf [100] untersuchte die resultierende Kraft im vorderen

Kreuzband an humanen Priparaten und berichtete {iber Zugbelastungen von 200 N wéhrend der
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letzten 10 Grad der Extension. Andere biomechanische Kadaver-Studien ermittelten
Zugbelastungen von 249 bis 296 N [147].

Die Kreuzbandplastik wird als ein Konstrukt betrachtet, bestehend aus Transplantat sowie
femoraler und tibialer Verankerung. Bis zur osséren Integration des Transplantates werden die
biomechanischen Eigenschaften des Konstruktes von der Verankerung bestimmt. Erst nach
femoraler und tibialer ossdrer Integration des Transplantates werden die Eigenschaften vom
Transplantat selbst bestimmt. Anhand von tierexperimentellen Untersuchungen konnte
festgestellt werden, dass in Abhdngigkeit von der Art des Transplantates und seiner Fixation
nach 6 bis 12 Wochen zunehmend das Transplantat selbst die biomechanische Schwachstelle der
Kreuzbandersatzplastik darstellt und in diesem Zeitraum die geringsten biomechanischen
Eigenschaften im Rahmen des Remodelings anzutreffen sind [19, 67, 141, 188]. Ferner konnte
bei Allografts gegeniiber Autografts in Kombination mit einem verzdgerten Remodeling im
Verlauf ein groBerer Verlust der initialen Belastbarkeit nachgewiesen werden [75]. Mit
Fortschreiten des Umbauprozesses erholt sich jedoch die Biomechanik sowohl der Autografts als

auch der Allografts wieder und néhert sich derer des nativen Kreuzbandes immer weiter an.
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2 Problemstellung und Hypothesen

Bei allogenen Kreuzbandtransplantaten bieten bestehende Sterilisationsverfahren wie vy-
Bestrahlung keinen sicheren Schutz vor Infektion und Kontamination ohne deren initiale
biomechanische und strukturelle Eigenschaften zu beeintrachtigen [54, 55, 101, 135, 156].
Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit Alternativen in der Sterilisationsbehandlung zu finden, um
eine sichere Anwendung dieser Transplantate beim Menschen gewahrleisten zu konnen.

Durch die Gewebebank des Instituts flir Transfusionsmedizin an der Charité ist mit dem
Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren eine Sterilisation von allogenem Knochengewebe
entwickelt worden, die einen adéquaten antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Schutz
bietet, der herkdmmlichen Verfahren iiberlegen ist, ohne die mechanischen Eigenschaften der
behandelten Transplantate zu beeintrachtigen [129, 132, 133, 182]. In weiteren
mikrobiologischen und in-vitro Studien [98, 131, 153, 171] konnte die sehr gute Anwendung
dieses Verfahrens mit einer ausreichenden Gewebepenetration und ohne Beeintrachtigung der
initialen biomechanischen und strukturellen Eigenschaften auch fiir die Entkeimung humanen
Sehnengewebes gezeigt werden [152]. Jedoch existierten bis dato keine Studien, die den Effekt
dieses Verfahren auf die mechanischen Eigenschaften und die biologischen Umbauvorginge im
Rahmen des Bandremodelings in einem in-vivo Modell untersucht haben. Dies ist jedoch die
zwingende Vorraussetzung fiir einen sicheren Einsatz dieses Verfahrens zur Sterilisation von
allogenen Kreuzbandtransplantaten beim Menschen.

Ziel dieser Studie am Schafsmodell ist die Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften
und der Revaskularisierung im Rahmen des frilhen Bandremodelings von freien allogenen
Sehnentransplantaten, die mit dem Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren sterilisiert
wurden. Auf Grund der gleichen Wahl des Tiermodells und der Methoden wie bei einer
Vorstudie, die das Bandremodeling und die biomechanischen Eigenschaften von Autografts mit
unsterilisierten, rein tiefgefrorenen (fresh-frozen) Allografts verglichen hatte, konnten die in

jener Studie gewonnen Daten als Referenzdaten herangezogen werden [154].
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Hypothesen

1: Die Sterilisation mit dem Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren hat keinen negativen
Einfluss auf die Revaskularisierung im Rahmen des Remodelings von allogenen
Sehnentransplantaten

2: Die Sterilisation allogener Sehnentransplantate mit dem Peressigsédure-Ethanol-Unterdruck-

Verfahren beeintrachtigt nicht die biomechanischen Eigenschaften in-vivo.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

Alle Tierversuche erfolgten nach Genehmigung durch die zustindigen Behorden (Landesamt fiir
Gesundheit und Soziales, Berlin, Tierversuchsvorhaben G0029/04). Im Rahmen unserer Studie
wurde an 18 ausgewachsenen, weiblichen Merino-Mix-Schafen eine Ersatzplastik des vorderen
Kreuzbandes am linken Hinterlauf durchgefiihrt. Hierbei wurden die Ergebnisse mit einer
Vorstudie [154], in der der Remodeling-Prozess von autologen und tiefgefrorenen, allogenen
knochenblock-freien Flexorsehnentransplantaten im Schafsmodell untersucht wurde, verglichen.
Diese Studie wurde ebenfalls durch die staatliche Tierversuchskomission (Antragsnummer
G0073/02) genehmigt.

Die Rekonstruktion des VKB erfolgte mit einem allogenen, freien und PES-behandelten
Sehnentransplantat des Musculus flexor digitalis superficialis. Die Transplantate wurden
extrakortikal femoral iiber einen Endobutton sowie tibial iiber eine Faden-Knochenbriicke fixiert.
Die Standzeiten der Tiere betrugen 6 und 12 Wochen mit jeweils 9 Tieren.

Nach 6 Wochen beginnt normalerweise das frilhe Remodeling mit einem in der Literatur
beschriebenem Maximum an zelluliren Umbauvorgédngen in den dulleren Transplantatregionen
und einer beginnenden Revaskularisierung. Daher wurde als erster Untersuchungszeitpunkt eine
Standzeit von 6 Wochen gewihlt, um Unterschiede der Umbauvorgénge einschitzen zu koénnen.
Der zweite Untersuchungszeitpunkt nach 12 Wochen diente der Evaluation der Art und Weise
sowie der Dynamik des Remodeling, da zu diesem Zeitpunkt ein sich in allen Regionen im
Umbauprozess befindendes Transplantat mit beginnender Konsolidierung und Proliferation zu
erwarten war. Fiir eine spétere Beurteilung der Sehnen-Knochen-Heilung als Teilaspekt weiterer
Studien des Projektes wurden alle Tiere nach einem standardisierten Protokoll mit
fluoreszierenden Knochenfarbstoffen markiert. Nach der Toétung und Entnahme des linken
Hinterlaufes erfolgten, nach einer makroskopischen Evaluation des Gelenkes beziiglich Arthrose,
Gefdlinjektionen, Entzlindungszeichen und der Synovia, die biomechanischen Versuche zur
Ermittlung der Bandlaxizitit, der Steifigkeit und der Versagenskraft. Da sich in Vorstudien
gezeigt hatte, dass die Biomechanik keinen Einfluss auf die histologischen Folgeuntersuchungen
hat, konnten jeweils an allen Tieren einer Standzeit sowohl biomechanische als auch
histologische Untersuchungen durchgefiihrt werden. AnschlieBend wurde der intraartikuldre

Anteil des Transplantates entnommen und getrennt von den Knochenteilen histologisch
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weiterverarbeitet. Es wurden konventionelle histologische und immunhistologische Fiarbungen

zur Beurteilung der Revaskularisierung im Transplantatremodeling durchgefiihrt.

Tabelle 3-1: postoperative Standzeiten der PES-Allografts

PES-Allografts
Standzeiten - - 5 .
Biomechanik + Histologie
6 Wochen n=9
12 Wochen n=9
Summe n=18

Tabelle 3-2: postoperative Standzeiten der Kontrollgruppen aus [154]

Autografts Allografts (unsterilisiert)
Standzeiten Biomechanik + Histologie Biomechanik + Histologie
Histologie Histologie
6 Wochen n="7 n=2 n="7 n=2
12 Wochen n=7 n=2 n=7 n=2
Summe n=18 n=18

3.1.1 Versuchstiere

In unserer Studie wurden ausgewachsene, weibliche Merino-Mix Schafe mit einem Alter von
zwel bis drei Jahren und einem durchschnittlichen Gewicht von 72,1 kg (£6,5) verwendet. Die
Tiere wurden von eingetragenen Ziichtern erworben und vor ihrer Aufnahme in den Versuch in
Quaranténe einer klinischen allgemeinen Untersuchung sowie einer Ultraschalluntersuchung
zum Ausschluss einer Trachtigkeit durch einen Tierarzt unterzogen. Tiere mit Stérungen des
Allgemeinbefindens, trichtige Tiere sowie Tiere, die anhand des Zahnalters jiinger als zwei bzw.
alter als drei Jahre eingestuft wurden, wurden vom Versuch ausgeschlossen. Aulerdem diente
eine praoperative Rontgenkontrolle der Knie in zwei Ebenen (anteroposteriorer und seitlicher
Strahlengang) zum Ausschluss von Tieren mit offenen Wachstumsfugen. Die Tiere, die den
Vorgaben entsprachen, wurden mittels einer Ohrmarke gekennzeichnet, sowie ein
Antiparasitikum', ein Immunstimulanz® sowie ein Prostaglandin- Analogon® zur Unterbrechung

einer evtl. sehr friih bestehenden Trachtigkeit verabreicht.

! Ivomec S®, Merial GmbH, Halbergmoos, Deutschland
* Baypamune®, Bayer AG, Leverkusen, Deutschland
3 Pronilen®, Intervet GmbH, Ténisvorst, Deutschland
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AnschlieBend wurden die Tiere zur Operation in den tierexperimentellen Einrichtungen im
Forschungshaus des Charit¢ Campus Virchow Klinikums untergebracht. Nach Abschluss der
Wundheilung hatten die Schafe freien Auslauf auf dem AuBengelinde des Institutes flir
Tierzucht der Freien Universitit Berlin (Abb. 3-1). In beiden Einrichtungen befanden sich die

Tiere unter veterindrmedizinischer und tierpflegerischer Aufsicht.

Abb. 3-1: Merino-Schafe auf dem Freigeldnde des Institutes fiir Tierzucht der Freien Universitit Berlin

3.1.2 Tiermodell

Das Schafsknie eignet sich vor allem auf Grund seiner anatomischen und funktionellen
Ahnlichkeiten zum menschlichen Kniegelenk und seiner guten Verfiigbarkeit besonders als
Tiermodell fiir Rekonstruktionen des VKB mit freien Sehnentransplantaten [73, 134]. Die Grof3e
der Tiere gewéhrleistet eine genaue Platzierung der Knochentunnel. Die Entnahme der Sehne des
M. flexor digitalis superficialis fiihrt zu keinen funktionellen Einschrinkungen mit Riickkehr zur
vollen Belastbarkeit der operierten Kniegelenke nach etwa 3-4 Wochen. Es konnten in Studien
weder Knieinstabilititen und Bewegungseinschrankungen noch Zeichen einer Arthrose
festgestellt werden [73]. Des Weiteren wurden Schafe bereits in zahlreichen Studien zum VKB-

Ersatz verwendet, was eine Vergleichbarkeit der Daten auch mit Vorgiangerstudien gewéhrleistet

[26, 73,121, 180, 187-189, 192].

3.1.3 Transplantatauswahl
Als Allograft wurde die Sehne des Musculus flexor digitalis superficialis transplantiert. Die
Vorteile sind die einfache chirurgische Priparation und die guten biomechanischen

Eigenschaften [73]. Thre Entnahme wird vom Schaf gut toleriert. Die beim Menschen héufig
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verwendeten Hamstringsehnen sind beim Schaf eher flachig und kurz angelegt und daher als

Transplantat aus unserer Sicht ungeeignet (Abb. 3-2).

¥
T semi-
memibranosus
M. sartorius

M. gracilis
b

Abb. 3-2: a) Ubersicht iiber die rechte, hintere Extremitit des Schafes b) Nach Aufklappen des M. gracilis
ist die flachige und kurze Sehne des M. semitendinosus zu erkennen.

3.1.4 Transplantatvorbehandlung

Die Sehne des M. flexor digitalis superficialis wurde als Allograft nach dem Peressigsdure-
Ethanol-Unterdruck-Verfahren vom Institut fiir Transfusionsmedizin (Gewebebank) der Charité
sterilisiert. Hierbei wurde die Flexorsehne nach der Zwischenlagerung bei < -18°C fiir max. 6
Tage unter flieBendem sterilen Wasser fiir 30 min gewissert und in einem Chloroform-
Methanol-Gemisch (Mischungsverhiltnis 2:1) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur unter
stindigem Schiitteln® entfettet. AnschlieBend wurden die verbliebenen Chloroformreste durch
8maliges Spiilen mit Methanol fiir je 15 min im Ultraschallbad’ beseitigt. Methanol wurde durch
zweimaliges Spililen mit sterilem deionisierten Wasser entfernt. Es folgte der eigentliche
Sterilisationsprozess mit der Peressigsiureldsung (2% Peressigsdure®, 96% Ethanol’, Aqua ad
iniectabilia® im Mischungsverhéltnis 2:1:1) in einem Exsikkator unter Einwirkung eines
Unterdruckes von 16 kPa (=200 mbar) bei Raumtemperatur unter stindigem Schiitteln fiir 4
Stunden (Abb. 3-3). Dann wurde die Peressigsdurelosung durch 6-maliges Spiilen mit Aqua ad

4 Schiittelgerit THYS 2, MLW, Leipzig, Deutschland

3 Sonorex RK 510 H, Bandelin electronic GmbH & Co0.KG, Berlin, Deutschland
6 Wofasteri1®, Kesla Pharma Wolfen GmbH, Wolfen, Deutschland

7 Ethanol 96%, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

8 Aqua ad iniectabilia, Fresenius Kabi AG, Bad Homburg, Deutschland
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iniectabilia a 20 min entfernt. Am Schluss erfolgte die Testung zum Ausschluss verbliebener
Peressigsiurelosung durch den Merchoquant-Test’ mit einer Sensitivitit von 5 ppm.
Peressigsdure (CH3CO-OOH) ist eine farblose und wasserlosliche Fliissigkeit, die sich chemisch
von der Essigsdure ableitet und zu den Peroxycarbonsduren gehort. Beim Erhitzen iiber den
Siedepunkt (105°C) zerfdllt die Peressigsdure explosionsartig. Sie wirkt auf Grund ihrer
funktionellen Gruppe stark oxidierend und findet als hochwirksames und Okologisch
unbedenkliches Desinfektionsmittel auch in vielen Betrieben der Nahrungsmittelindustrie
Verwendung. Dennoch ist ein sicherer Umgang mit PES erforderlich, da es stark reizend auf
Haut, Augen und die Atemwege wirkt. Ferner ist Peressigsdure weder karzinogen noch
terratogen [91, 109].

Nach der Sterilisation erfolgte die sterile, trockene Lagerung der PES-behandelten Flexorsehne

bei -80 °C bis zur Implantation.

Abb. 3-3: Exsikkator mit Vakuum-Pumpe aus [129]

? Merchoquant-Test, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
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3.2 Tierversuch

3.2.1 Primedikation, Narkose und Analgesie

Zur Sedierung wurde den niichternen Schafen 20 mg/kg Thiopental-Natrium'® i.v. in die V.
jugularis externa (gelost in Aqua dest.) infundiert. Danach wurden sie mit einem Laryngoskop
mit langem geradem Spatel nach Foregger und einem Endotrachealtubus'' GroBe 8.0 intubiert.
Die Narkose wurde mit Hilfe eines Inhalators'” und eines Gasgemisches aus Isofluran™"*-(1,5%)-
0,(1/3)-N,(2/3) durchgefiihrt. Die Tiere wurden je nach Grofe bei einer Frequenz von 16-18
Ziigen mit 6-8 I/min beatmet. Intraoperativ erfolgte eine Analgesie mit 0,5 mg Fentanyl®'*, eine
Antibioseprophylaxe mit Amoxicillin und Clavulansiure'® als Einmalgabe sowie eine Infusion
mit 0,9% NaCl-Losung'®. Zur Narkoseiiberwachung dienten ein Pulsoximeter, die expiratorische
CO;,-Messung und das EKG. Der linke Hinterlauf, ein Teil des Beckens und des Bauches wurden
geschoren, gewaschen und desinfiziert'’. Anschliefend wurden die Tiere in rechter Seitenlage

auf dem OP-Tisch fixiert.

3.2.2 Operation

Die Operation erfolgte unter standardisierten sterilen Bedingungen. Dazu wurde der linke
Hinterlauf mit einer Polyvidonjod-Losung'® abgewaschen und steril abgedeckt. Die Blutstillung
erfolgte durch monopolare Elektrokoagulation, als Spiilung wurde 0,9% NaCl-Losung'

verwendet.

Transplantatentnahme

Zur Transplantatentnahme wurde iiber einen ca. 10 cm langen longitudinalen Hautschnitt am
linken Hinterlauf die Sehne des M. gastrocnemius, welche in der gleichen Sehnenscheide mit der
Sehne des M. flexor digitalis superficialis verlduft, dargestellt. Nach Trennung der
Sehnenscheide konnte die Flexorsehne mit Hilfe einer Overholtklemme mobilisiert werden.
Anschlieend wurde proximal des Tuber calcanei und distal des Muskelbauches ein 6 bis 8 cm

langes und ca. 7 mm breites Transplantat scharf herausgetrennt. Die gespaltene Flexorsehne

' Trapanal®, Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik GmbH, Konstanz, Deutschland
""Hi-Lo Lanz ™ Mallinckrodt Medical, Athlone, Irland

12 Ventilator 71 1, Siemens-Elema Ab, Solna, Schweden

13 Forene®, Abbot GmbH, Wiesbaden, Deutschland

14 Fentany1®, Curamed Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland

15 Augmentan® i.v. 2,2g (Amoxicillin/Clavulansdure) SmithKline Beecham GmbH

16 Natriumchlorid-Infusionslésung 154, Berlin-Chemie AG, Berlin, Deutschland

17 Desderman®N, Schiilke & Mayr GmbH, Norderstedt, Deutschland

18 Braunoderm, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

' NaCl 0,9% Spiillosung, Delta select GmbH, Pfullingen, Deutschland
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wurde mit resorbierbarem®” und die Haut mit nicht-resorbierbarem Nahtmaterial®' verschlossen.
Das Transplantat wurde mit 0,9% NaCl-Losung?-getriankten Mullkompressen steril und feucht
gehalten und anschlieBend bis zum Versand ins Institut fiir Transfusionsmedizin bei -80°C

tiefgefroren.

Priparation

Ein zuvor bei Raumtemperatur aufgetautes, PES-behandeltes Allograft wurde in Baseball-stitch
Technik mit zwei nicht-resorbierbaren, polyesterbeschichteten Fiden® der Stirke 2 an beiden
Enden prépariert (Abb. 3-4). AnschlieBend wurde das priparierte VKB-Allograft manuell

vorgespannt und dessen Durchmesser fiir den spiteren Bohrkanal gemessen.

Abb. 3-4: Priparation in Baseball-stitch Technik

Arthrotomie und Transplantatverankerung

Uber einen 10-12 cm langen Hautschnitt medial des Lig. Patellae wurde nach Durchtrennung der
Verschiebeschichten die Gelenkkapsel erdffnet. Nach Inzision des M. vastus medialis sowie des
patellofemoralen Bandes, konnte die Patella nach lateral luxiert und der Gelenkraum erdffnet
werden. Zur besseren Darstellung wurde der Hoffa'sche Fettkdrper unter Schonung des Lig.
transversum genus medialseitig gelost und nach lateral geschlagen. Dann wurde das native VKB
herausgetrennt und die Insertionsstellen mit Hilfe eines scharfen Loffels und einer Luer-Zange
debridiert.

Zur Transplantatverankerung wurden femoral und tibial, ausgehend von den urspriinglichen

VKB-Fixationen nach inside-out-Technik, dem Transplantat entsprechende und 20 mm tiefe

210 Vicry1®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

22/0 Prolene®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

*NaCl 0,9 % Spiillésung, Delta Select GmbH, Pfullingen, Deutschland

2 2 Ethibond-Excel®, Ethicon GmbH & Co. KG, Norderstedt, Deutschland
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Knochentunnel aufgebohrt. Dabei erfolgte die Bohrung des femoralen Tunnels in maximaler
Flexion des Kniegelenkes vom ehemaligen Ursprung des VKB in der Fossa intercondylaris
(Notch) ausgehend in Richtung Epicondylus lateralis. Zur héheren Prézision diente ein vorher
bis durch die Haut gebohrter Fiihrungsdraht. Tibial verlief der Knochentunnel von der alten
Insertionsstelle des VKB medial von der Eminentia intercondylaris bis durch die Gegenkortikalis
medial der Tuberositas tibiae. Eine zu weit anteriore Platzierung des tibialen Bohrkanals galt es
unbedingt zu vermeiden, da dies zu einem Notchimpingement des Transplantates und zur
sekunddren Transplantatelongation, ggf. auch zu einem Transplantatversagen fiihren kann [175].
Eine Knochenbriicke fiir die spétere distale Fixation des Transplantates wurde mit Hilfe eines
weiteren Bohrloches bis in die Spongiosa im groBziigigen Abstand medial des distalen
Knochentunnels gebildet.

Das priparierte Allograft wurde iiber seine nicht-resorbierbaren Haltefiden mit Hilfe eines
Fiihrungsdrahtes von innen nach auflen durch die Knochentunnel eingezogen. Nach femoraler
Fixation iiber einen extrakortikalen Endobutton** wurde nach 8-10maligem Durchbewegen des
Gelenkes das Transplantat unter maximaler Vorspannung in 30° Flexion {iber die tibiale
Knochenbriicke befestigt (Abb. 3-5). Nach Reposition der Patella wurde die Beweglichkeit und
Fixation des Transplantes durch erneutes Durchbewegen getestet. AnschlieBend wurde das
patellofemorale Band zur Vermeidung von postoperativen Patellaluxationen mit resorbierbarem
Nahtmaterial®® refixiert. Es folgte der Kapselverschluss und der schichtweise primire

Wundverschluss mittels nicht-resorbierbaren Nahtmaterials®®.

2 Acufex®, Smith & Nephew Endoscopy Inc., Ma, USA
210 Vicry1®, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland
02/0 Prolene”, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland

28



Endobutton

Transplantat

Knochenbriicke

Abb. 3-5: indirekte Transplantatfixation mittels Knochenbriicke distal und iiber Endobutton proximal

3.2.3 Postoperativ

Die Wunden wurden mit Braunol®*’ desinfiziert und verbunden. Nach der Extubation wurde von
den operierten linken Knien mit einem mobilen Réntgengerit®® und speziellen Réntgenfilmen®
kraniokaudale und mediolaterale Rontgenbilder angefertigt. Um Wundinfektionen, iberméBige
Bewegung und Beeintrachtigung durch die anderen Schafe vorzubeugen, kamen die operierten
Tiere fiir einen Tag zur Uberwachung in eine Einzelbox. Als Schmerzprophylaxe wurden bis
zum 3. postoperativen Tag Analgetika® verabreicht. Die Schafe befanden sich in der
tierexperimentellen Einrichtung der Charité unter veterindrmedizinischer und tierpflegerischer
Aufsicht und wurden tiglich visitiert. Nach regelmidfigem Verbandswechsel, Beurteilung des
Lahmheitsgrades und Inspektion der Wunde wurden zwischen dem 10.-14. postoperativen Tag
die Fiden gezogen. AnschlieBend wurden die Tiere zum freien Weidegang zur AuBlenstelle des
Institutes fiir Tierzucht der Freien Universitdt Berlin gebracht. Alle Schafe wurden regelméBig
auf Lahmheit und Klaueninfektionen untersucht und die Klauen auf Grund der fehlenden

Abnutzung auf dem weichen Boden in 6-wochigem Abstand geschnitten.

2 Braunol®2000, B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

2 Mobilett Plus, Siemens-Elema AB, Solna, Schweden

¥ Cronex 5, 24x30 cm, AGFA-Gevaert N.V., Mortsel, Belgien

** Finadyne® 25 mg Injektionslésung 1%, Essex Pharma GmbH, Miinchen, Deutschland
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3.2.4 Probenentnahme: Totung der Tiere und Explantation

Nach 6 und 12 Wochen Standzeit wurden jeweils 9 Schafe getdtet. Dazu wurden sie mit 20
mg/kg Thiopental-Natrium®' i.v. (geldst in 40 ml Aqua ad iniectabilia) sediert. AnschlieBend trat
nach Applikation mit 50 ml Kaliumchlorid® i.v. unter Auskultationskontrolle der Herzstillstand
ein.

Nach Entnahme der kontralateralen, nativen Sehne des M. flexor digitalis superficialis rechts als
auch des nativen VKB rechts wurden die operierten linken Kniegelenke in toto explantiert. Dazu
wurden mit Hilfe einer Fuchsschwanzsidge das Femur sowie die Tibia ca. 15 cm proximal und
distal der Kniegelenke abgesetzt. Die Gelenke wurden in 0,9% NaCl-getrinkte Binden eingelegt,
um einem Austrocknen vorzubeugen. AnschlieBend erfolgte eine Rontgenaufnahme in zwei
Ebenen (anteroposteriorer und seitlicher Strahlengang) und die Fixation der Kniegelenke an den

Femur- und Tibiastiimpfen in Beracryl**-Kunststoff-Gussformen.

3.3 Biomechanische Testung

AnschlieBend erfolgte die biomechanische Testung mit einer Zwick Materialtestmaschine®.
Diese Materialtestmaschine erlaubt Testungen unter Zug, Kompression und Rotation. Im
Rahmen dieser Studie fiihrten wir Testungen ausschlielich unter uniaxialer Zugbelastung durch.
Die Messgenauigkeit flir uniaxiale (vertikale) Translation betrug 0,005 mm. Die
Materialtestmaschine arbeitete mit einer Kraftzelle von 20 kN und einer Messgenauigkeit von
+0,12%. Alle Messdaten wurden auf einen vernetzten Personal Computer iibertragen und

gespeichert.

3.3.1 Versuchsaufbau

Die operierten Kniegelenke wurden an den Beracryl®-priparierten Femur- und Tibiastiimpfen in
zwei Aluminiumklemmen fixiert. Dabei wurde das Femur in 60° Beugung relativ zur
Léngsachse der Tibia positioniert, um eine der Schafsanatomie entsprechende und mdglichst
homogene Kraftverteilung liber den Kreuzbandquerschnitt zu gewihrleisten (Abb. 3-6). Die
erste Testung erfolgte mit dem Weichteilmantel. Die Tibia wurde auf dem beweglichen Tisch
der Zwick fixiert, welcher in vertikaler Richtung bewegt werden konnte. Die biomechanische

Testung fand unter Erhaltung eines Freiheitsgrades statt. Somit waren sowohl

3! Trapanal®, Byk Gulden Lomberg Chemische Fabrik GmbH, Konstanz, Deutschland
32 1M-Kaliumchlorid-Losung, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg, Deutschland
33 Beracryl® Pulver, Troller-Kunsstoffe AG, Fulenbach, Schweiz
Beracryl® Monomer fliissig, troller-Kunststoffe AG, Fulenbach, Schweiz
3* Materialpriifung Modell 1455, Zwick GmbH & Co.KG, Ulm, Deutschland
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Translationsbewegungen nach medial-lateral und proximal-distal als auch sédmtliche
Rotationsbewegungen nicht mdglich. Vor dem Festlegen der Ausgangs- bzw. Nullstellung von
Femur und Tibia fiir den Schubladentest wurde kontrolliert, dass kein ossdrer Kontakt zwischen
den femoralen Kondylen und dem tibialen Plateau bestand. Die Nullstellung wurde durch eine
Bewegung der Tibia bis zu einer Vorlast von +5 N nach anterior festgelegt. Zum Wiederfinden
dieser Nullstellung nach jedem Belastungszyklus wurde ein Metallblock am Wegaufnehmer der

Zwick platziert.

o

Testrichtung

Abb. 3-6: Links) Skizze des Schubladentests beim Menschen in 30°-Flexion aus [197]. Rechts)
modifizierter Schubladentest beim Schaf in 60°-Flexion

3.3.2 Test-Protokoll

Jedes operierte Kniegelenk wurde insgesamt vier biomechanischen Testungen unterzogen. Alle
Testungen wurden schriftlich und photographisch dokumentiert.

Zuerst wurde das operierte Kniegelenk mit seinem Weichteilmantel (Muskelmantel,
Kniegelenkskapsel, kompletter Bandapparat, Menisken) einer Simulation der vorderen und
hinteren Schublade mit einer Relativbewegung der Tibia gegeniiber dem Femur in 60° Beugung
getestet. Die Geschwindigkeit der antero-posterioren Translationsbewegung betrug 120 mm/sec.
Dabei wurde ein Belastungsmodus mit einem Maximum bis +50 N und -50 N gewihlt. Bei einer
nach anterior gerichteten Vorlast von +5 N wurde die initiale Nullstellung definiert. Diese wurde

am Ende der ersten Testzyklen wieder eingenommen. Insgesamt wurden 11 Zyklen gefahren,
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wobei die ersten 10 Zyklen zur Vordehnung dienten. Von allen Zyklen wurde ein Kraft-Strecke-
Diagramm gespeichert, jedoch wurde nur der letzte Zyklus vom Computer als Ubersicht
ausgedruckt. Unsere spéteren Berechnungen bezogen sich ebenfalls auf den 11. Testzyklus.
Darauthin  wurde der gesamte Streckapparat (Weichteilmantel, Kollateralbénder,
Kapselstrukturen, Menisken) reseziert, so dass nur noch das Allograft und das native hintere
Kreuzband (HKB) als physikalische Verbindung zwischen Femur und Tibia bestanden.
Wihrend der Erdéffnung der Kniegelenke wurde mit einer sterilen Nadel Synovialfliissigkeit
entnommen und Ausstriche angefertigt. Der Binnenraum wurde ebenfalls makroskopisch
hinsichtlich Entziindungszeichen (Gefainjektionen der Synovialis, Gelenkergussbildung und
Synovialishypertrophie) sowie der Ausbildung einer neuen synovialen Hiillschicht um das
Allograft beurteilt und photographisch dokumentiert. Jetzt wurde entsprechend zum ersten
Versuch mit den gleichen Testparametern (Belastungsmodus mit max. +50 N und min. -50 N bei
120 mm/sec) eine Simulation der vorderen und hinteren Schublade in 60° Beugung gefahren.
Erneut wurden alle Daten der 11 Zyklen gespeichert und als Orientierung ein Kraft-Strecke-
Diagramm des 11. Zyklus ausgedruckt. Die spateren Berechnungen bezogen sich ebenfalls auf
diesen Zyklus.

Danach wurde das native HKB durchtrennt und das VKB-Transplantat auf seine
biomechanischen Eigenschaften mit Hilfe einer Simulation ausschlieBlich der vorderen
Schublade getestet. Bei einem Belastungsmodus mit einem Maximum von +50 N und einer
Geschwindigkeit von 120 mm/sec aus einer initialen Nullstellung mit einer Vorlast von +1 N
ausgehend, wurden 11 Zyklen mit einer relativen Translationsbewegung der Tibia gegeniiber
dem Femur durchgefiihrt. Alle Daten wurden gespeichert und ein Kraft-Strecke-Diagramm des
11. Testzyklus ausgedruckt.

AnschlieBend wurde dreimal die Querschnittsfliche des Allografts mit einem Mikrometer®® nach
einer von Ellis beschriebenen Technik [47] gemessen und der Mittelwert ermittelt. Hieraus
konnte spiter die Streckspannung (stress) N/mm? des Transplantates im Versagenstest bestimmt
werden.

Fiir den Versagenstest (load-to-failure) wurde das Kniegelenk in anatomischer Ausrichtung
erneut in 2 Aluminiumklemmen in 90° Beugung fixiert (Abb. 3-7). Dann wurde das VKB-
Transplantat mit einer parallel verlaufenden Kraft und einer Priifgeschwindigkeit von 120

mm/sec bis zum Versagen belastet. Dabei wurde eine Kraft-Dehnungskurve aufgezeichnet sowie

3% area micrometer, Mitutoyo, Osaka,Japan
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die Versagenskraft und —modus (Versagen der Verbindungsmaterialien und intraligamentire

Ruptur) des Allografts dokumentiert.

Abb. 3-7: Versagenstest

3.3.3 Messgrofien

Aus den Daten der Kraft-Strecke-Diagramme wurden die Steifigkeit und die Laxizitét
(Elongation) berechnet. Aus den ersten drei Testungen (1. Knie komplett, 2. VKB-Transplantat
+ HKB nativ, 3. VKB-Transplantat) wurden die Daten des 11. Messzyklus genutzt. Die
Berechnung der Steifigkeit erfolgte bei 50 N- und 20 N-Belastung.

Steifigkeit (N/mm): y (50N)— vy (20N) y- N, x- mm
x (50N)-x (20N)

Zur Beurteilung der gesamten Laxizitit wurde die Elongation bei +50 N und bei -50 N addiert.
Bei der dritten Testung, bei der nur noch das Allograft getestet wurde, lag die maximale

Elongation bei +50 N. Die Steifigkeit im Versagenstest wurde als die Steigung der Kraft-
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Strecke-Hysteresekurve (Abb. 3-8) im Bereich zwischen 20% und 90% der endgiiltigen
Versagenskraft definiert.

Steifigkeit (N/mm): N (90%) — N (20%) N- Versagenskraft
mm(90%) — mm(20 %)

400 - Maximale Kraft
ENT L oo i s e aw s o« _

300 4
Kraft

Steifigkeit

200 1
Maxjmale Elongation

:‘/

100 4

Elongation [ mm ]

Abb. 3-8: Kraft-Strecke-Hysteresekurve beim Versagenstest

Zur Berechnung der Streckspannung (stress) im Versagenstest wurde die Versagenskraft durch
die Transplantatquerschnittsfliche geteilt:

Stress (MPa): N
mm?®

3.3.4 Auswertung (EDV)

Zur Aufzeichnung und Speicherung des Kraft-Diagramms wurde die Zwick-PC Software
(Version 7047.5b / 7047.17b / 7047.7b) verwendet. Datentabellen mit den Ergebnissen der
Versuche wurden mit Microsoft® Excel 2002 erstellt.

Die statistische Auswertung der Daten wurde mit einem statistischen Softwarepaket SPSS

Version 13.0 durchgefiihrt.
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3.4 Histologische Untersuchungen

3.4.1 Probengewinnung und histologische Aufarbeitung

Nach der biomechanischen Testung wurden das Allograft scharf reseziert und aus einem
intraartikuldren Bereich schlieBlich Langs- und Querschnitte angefertigt.

Alle gewonnenen Proben wurden in ein nach Prédparatart, Entnahmeseite, Schnittrichtung und
Datum beschriftetes Fixiergitter’® fiir 2-3 Tage in 4% Formaldehyd-Losung’’ fixiert und
anschlielend fiir mindestens 15 min gewdssert. Es folgte die automatische Entwésserung tliber 67
Stunden und die Einbettung in Paraffin®®. Paraffin hat als Fixierungsmittel gegeniiber der
Gefrierschnitttechnik den Vorteil der besseren Strukturerhaltung, die insbesondere fiir die
Immunhistochemie eine wichtige Rolle spielt. Von den fertigen Gewebeblocken wurden 4 um
diinne Serienschnitte mit einem Mikrotom®® angefertigt, die anschlieBend auf silanisierte

Adhesions-Objekttriger*” aufgezogen wurden.

3.5 Konventionelle Farbungen

Als konventionelle Farbungen fiir die deskriptive Auswertung dienten die Hamatoxylin-Eosin
Féirbung41 (HE) und die Masson-Goldner Trichromfairbung42 (MG). Die HE-Férbung ermdglicht
die deskriptive Analyse der Kernmorphologie und der Zellverteilung. Der azidophile Farbstoff
Héamatoxylin stellt die Zellkerne blauviolett dar, der basophile Farbstoff Eosin farbt die
Interzellularsubstanz und das Zytoplasma rosa. Die MG-Firbung eignet sich besonders fiir die
Beurteilung der extrazelluldren Matrix, der Kollagenanordnung und der Abgrenzung der
Synovia vom Bandgewebe. Sie stellt Zellkerne briaunlich-schwarz, Zytoplasma orange-rot und

Bindegewebe griin dar.

36 Tissue Tek III, Miles Limited, Slough, England

37 Herbeta-Arzneimittel, Berlin, Deutschland

3 Paraplast Plus”, Tyco Healthcare Group LP, Mansfield, USA

% Leica RM 2125, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Nussloch, Deutschland

40 HistoBond®, Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-Kdnigshofen, Deutschland

4 Héamatoxylin, Papanicolaous Losung 1a Harris” , Merck KgaA, Darmstadt, Deutschland
Eosin Solution Aqueous, Sigma Diagnostics, St. Louis, Missouri, USA

42 Orange g Differenzierungslosung, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

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

Weigerts Eisenhdmatoxylin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
Saurefuchsin, Chroma-Gesellschaft Schmid GmbH + Co., Miinster, Deutschland
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3.5.1 Deskriptive Auswertung

Die Analyse der Gewebequerschnitte erfolgte mit einem konventionellen Lichtmikroskop™
sowie einer angeschlossenen Kamera*. Die Dokumentation ermdglichte ein digitales
Bildanalysesystem.*’

Die HE gefirbten Schnitte wurden in 16-, 25-, 50-, 100-, 200-, 400-facher VergroBerung
hinsichtlich Schnittqualitdt, Zellverteilung bzw. Auftreten von azelluliren Bezirken,
Vorhandensein von Fremdkdorperriesenzellen oder sonstigen Entziindungszellen als Indikator fiir
Entziindungs- bzw. Abstofungsreaktionen und der Zell- und Kernmorphologie untersucht.

Mit Hilfe der Masson-Goldner Féarbung konnte die Kollagenanordnung, die Anzahl und
Ausrichtung der bindegewebigen Septen sowie die Qualitdit und Dicke der synovialen

Deckschicht analysiert werden.

3.6 Immunbhistologie

3.6.1 Theorie der Immunbhistologie

In der Immunbhistologie werden Antigene von Zellen oder Gewebe durch spezifische Antikorper
detektiert, in einer Antigen-Antikdrper-Reaktion gebunden und mit einem gekoppelten
Detektionssystem visualisiert.

Seit der Einfiihrung der Fluoreszensfarbstoff-gekoppelten Antikorper durch Coons im Jahre
1941 [40] hat sich die Sensitivitdt und die Spezifitit erheblich verbessert, und es wurden weitere
Detektionssysteme wie Peroxidase [111], Alkaline Phosphatase [103], Goldpartikel [50] und
Isotope etabliert.

Die Qualitéit des Ergebnisses wird von der Affinitdt bzw. Spezifitit des Primirantikdpers sowie
von der Stabilitét der Antigen-Antikdrper-Reaktion bestimmt. Die Antigen-Antikorper-Reaktion
ist abhéngig von Temperatur, Konzentration, Inkubationszeit, Agitation und dem optimalen
Reaktionsmileu (pH-Wert, Salzkonzentrationen). Das Ergebnis ist auch beeinflussbar durch
Fixierungsart, Fixierungsdauer, Einbettungsmethoden, Vorbehandlungsmethoden (Antigen-
Retrieval) der Priparate, etc. Standardisierte Protokolle sind somit unverzichtbar.

Es gibt poly- und monoklonale Antikdrper. Polyklonale Antikdrper stammen aus verschiedenen
Plasmazellen und sind deswegen im Gegensatz zu den monoklonalen, aus einer Plasmazelle
stammenden, Antikorpern beziiglich ihres Antigen-Bindungsspektrums heterogen. Sie reagieren

mit verschiedenen Epitopen des Antigens gegen das sie gebildet wurden. Dies fiihrt zu einer

# DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland
* Sony Color Video Camera, Modell DXC-950P, Sony Corporation, Japan
# KS 400 3.0, Carl Zeiss AG, Gottingen, Deutschland
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groBBeren Sensitivitit und Stabilitdt der Reaktion, da somit mehrere Bindungsstellen des Antigens
besetzt werden. Sie besitzen allerdings gegeniiber monoklonalen Antikdrpern eine geringere
Spezifitit. Der Nachteil sind Kreuzreaktionen mit dhnlich antigenen Determinanten, die zu
falsch positiven Ergebnissen fithren konnen.

Ferner unterscheidet man nach der Anzahl der eingesetzten Antikorpersysteme direkte und
indirekte Methoden. Bei beiden Methoden wird im ersten Schritt ein spezifischer Antikdrper
(Primérantikorper) auf das zu untersuchende Gewebe aufgebracht. Im Gegensatz zu élteren
direkten Methode mit einem konjugierten Primérantikdrper wird bei der indirekten Methode ein
zweiter Antikorper aufgetragen, der sich gegen den ersten Antikorper richtet. In unserer Studie
war dies ein biotinylierter Sekunddrantikorper, der mit dem Avidin-Biotin-Alkalische
Phosphatase-Komplex reagiert und eine Farbentstehung mit einer Enzym-Substrat-Reaktion
auslost. Der alkalischen Phosphatase (AP) werden organische Phosphatverbindungen als
Substrat angeboten. Die AP spaltet Phosphat ab, und die freigesetzte Verbindung reagiert zu
einem farbigen Endprodukt.

Die Labelled (Strept)Avidin-Biotin-Methode (LSAB) beruht auf der hohen Affinitit des
HiihnereiweiB3-Glycoproteins Avidin gegeniiber dem sekundirantikorper-gebundenen Vitamin
Biotin. Avidin besitzt vier Bindungsstellen und kann dadurch mehrere Markerenzyme anlagern
(Abb. 3-9). Dieser Schritt dient der Signalverstirkung und ist sinnvoll, wenn eine geringe Menge
an Epitop dargestellt werden soll. Allerdings kann sie auch durch endogene Substrate zur

Hintergrundfarbung fiihren.
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Schema: Antigen + Unkonjugierter Primdrantikorper +

Sekundirantikorper + Avidin- -Enzymkonjugat + Substrat/Chromogen --> Farbe

{Strept-) Avidin-
Biotin-

~ x Enzymkomplex
Briicken-

antikérper,
biotinyliert

)k Primérantikbrper

(Strept-) Avidin-Biotin-Complex

ABC-Methode

Abb. 3-9: Darstellung der immunhistochemischen Féarbemethode mit biotinyliertem Sekundérantikérper und
Avidin-Biotin-Complex. Aus [70]

3.6.2 von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-Firbung

Der von-Willebrand-Faktor ist ein Protein, das als Tragerprotein des Blutgerinnungsfaktors VIII
eine wichtige Rolle bei der Blutstillung spielt und nach Erik Adolf von Willebrand (1870-1949),
einem finnischen Internisten, benannt wurde. Der von-Willebrand-Faktor wird von den
Endothelzellen gebildet, welche die Innenwand eines Blutgefilles (die Intima) bilden, und in den
Weibel-Palade-Granula gespeichert. In unserer Studie diente der von-Willebrand-Faktor/Faktor
VIII zur Detektion von Endothelzellen neugebildeter GefaBkapillaren. Zundchst wurden
ausschlieflich in Paraffin fixierte Querschnitte nach einem standardisierten Férbeprotokoll
entparaffiniert und rehydriert. Dann wurden die Querschnitte zur Demaskierung der antigenen
Epitope mit 0,1% Proteinase*®-Lésung fiir 10 min bei 37°C vorbehandelt. AnschlieBend erfolgte
eine 20-miniitige Inkubation mit Normalserum®’ bei Raumtemperatur. Das Normalserum stammt
von der gleichen Tierspezies wie der spdter verwendete Sekundirantikorper und verhindert so

unspezifische Hintergrundfdrbungen durch Anlagerung von Proteinen an das Bindegewebe. Es

* Protease, Sigma, Nr.: P- 5147
" Normal Horse Serum, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
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folgte die Inkubation mit einem polyklonalen von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-
Primérantikorper”® in einer Verdiinnung von 1:200 bei 4°C iiber Nacht.

Am Folgetag wurde nach Spiilung im PBS-Puffer® ein biotinylierter Zweitantikdrper™
aufgebracht und fiir 30 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach erneutem Spiilen mit
PBS-Puffer wurde ein mit alkalischer Phosphatase als Markerenzym ausgestatteter ABC-
Komplex’' (Avidin-Biotin-Enzym-Komplex) fiir 50 min bei RT aufgetragen. Nach zweimaligem
Spiilen mit Chromogenpuffer’> wurde das Reagenz Vector” Red™ (gelost in 100 mM — 200 mM
Tris-HCI, pH 8,2 - 8,5) aufgetragen, welches als Substrat Neofuchsin™ enthilt und von der
alkalische Phosphatase zu einem roten Chromogen reduziert wird. Somit stellten sich die
markierten Endothelzellen der GefiBkapillaren rot dar. Die Zellkerne wurden mit Methylgriin®
gegengefirbt, die Priparate entwissert und abschlieBend mit Vitro-Clud”® eingedeckelt.

Alle durchgefiihrten Inkubationen erfolgten in einer feuchten Kammer. Als Negativkontrolle zur
Bestimmung einer unspezifischen Hintergrundfiarbung auf Grund unspezifischer Bindungsstellen
wurde jeweils ein Priparat einer immunhistochemischen Férbereihe nur mit Pufferlosung statt
mit dem Primérantikérper inkubiert. Als interne Positivkontrolle dienten Priparate gut

vaskularisierter Schathaut.

3.6.3 Quantitative Auswertung: von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII

Die Auswertung erfolgte an von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-gefdarbten 4 um Querschnitten
mit Hilfe eines konventionellen Lichtmikroskops®’ sowie einer angeschlossenen Kamera™. Die
Dokumentation wurde durch ein digitales Bildanalysesystem59 ermOglicht.

Zuerst wurde der Ubergang zwischen der synovialen Oberfliche und dem eigentlichen
kollagenen Bindegewebe in 50facher Vergroferung in den konventionell gefarbten Schnitten
bestimmt. Zur Bestimmung der genauen GefdBdichte und —verteilung im Transplantat wurden

die immunhistologisch angefdrbten Querschnitte in eine subsynoviale, eine intermedidre und

8 Anti-Human von Willebrand Factor Cat.#CP039C, Biocare Medical, Concord, CA, USA
* 3L 175 Phosphatpuffer Losung pH 7,2, Waldeck GmbH & Co. KG, Miinster, Deutschland
% Horse Anti- Mouse IgG secondary antibody, Vector Lab. Inc., Burlingame, CA, USA
L ABC kit, Alkaline Phosphatase Standard AK-5000, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
32 Trizma® Base T-1503, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Trizma® Hydrochloride T-3253, Sigma Chemical Co., St. Louis, USA
Natriumchlorid, Merck KGaA, Darmstadt
33 Vector® Red Alkaline Phosphatase Substrate Kit I, Vector Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA
* Dako ChemMate, Dako A/S, Danemark
55 Certistain® Methylgriin, Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
36 Vitro-Clud®, R. Langenbrink, Emmendingen, Deutschland
" DMRB, Leica Mikroskopie & Systeme GmbH, Wetzlar, Deutschland
*¥ Sony Color Video Camera, Modell DXC-950P, Sony Corporation, Japan
P KS 400 3.0, Carl Zeiss AG, Géttingen, Deutschland
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eine zentrale Schicht unterteilt (Abb. 3-10). Hierfiir wurde der Mittelpunkt des Querschnitts
definiert und die Fliche zwischen der Grenzschicht von synovialer Hiillschicht und
Transplantatgewebe bis zum Mittelpunkt gedrittelt. In jedem Préparat wurden in 200facher
VergroBerung subsynovial (SUB) acht, intermedidr (MID) sechs und zentral (CNT) drei
reprasentative Gesichtsfelder ausgewihlt, die Anzahl an angefirbten GefaBBquerschnitten pro
Gesichtsfeld (je 0.06 mm?) ermittelt und die mittlere Anzahl der Gefdquerschnitte/mm?

errechnet.

subsynovial intermediar

Abb. 3-10: Darstellung der Unterteilung der Faktor VIII-Querschnittspriparate in eine subsynoviale,
intermedidre und zentrale Zone zur Quantifizierung der Gefdfidichte

3.7 Statistik

Zur Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung wurde zuniichst ein Shapiro-Wilk-W-Test
durchgefiihrt. Da jedoch weder die Ergebnisse der Biomechanik noch die Resultate der
Immunhistologie normalverteilt waren, diente der nichtparametrische Mann-Whitney-U-
Rangsummen-Test zur statistischen Analyse unserer Ergebnisse. Das Signifikanzniveau wurde

fiir p < 0,05 festgelegt.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorbemerkung

Die operative sowie postoperative Phase der Tierversuche verlief komplikationslos. Samtliche
durch Arthrotomie und Transplantatentnahme verursachten Wunden verheilten regelrecht. Die
Ganganalyse der Schafe ergab im Durchschnitt eine uneingeschrinkte Belastung der operierten
Gelenke nach ca. 3-4 Wochen. Kein Tier musste aus der Studie ausgeschlossen werden.

In den folgenden Abschnitten werden unsere Ergebnisse in Bezug zu der in Abschnitt 3.1
genannten Vorstudie gesetzt. Dabei dienten uns deren Resultate bei der Untersuchung von

unsterilisierten Allografts und Autografts zum Vergleich.

4.2 Makroskopische Auswertungen

4.2.1 Standzeit 0 Wochen
Makroskopisch zeigte sich das native vordere Kreuzband von einer gut vaskularisierten,
synovialen Hiille umgeben, wihrend die PES-sterilisierte Flexorsehne zum Zeitpunkt Null von

einem diinnen Peritendineum iiberzogen war.

4.2.2 Friithe Remodelingphase (Standzeit 6 Wochen)

Nach 6 Wochen zeigte das operierte Kniegelenk mit Ausnahme leichter Einschrankungen in der
Flexion eine physiologische Beweglichkeit. Aullerdem stellten sich Entziindungszeichen wie ein
seroser Gelenkerguss und GefdBinjektionen der Synovialis dar. Bei zwei Tieren war der
Gelenkerguss leicht blutig im Rahmen eines Hémarthros. Das Transplantat war von einer

reichlich vaskularisierten und hyperplastischen Synovialschicht umbhiillt. (Abb. 4-1)

41



Abb. 4-1: Makroskopische Aufnahme des PES-Allografts nach 6 Wochen (links) und nach 12 Wochen
(rechts)

4.2.3 Intermediire Remodelingphase (Standzeit 12 Wochen)

Die makroskopische Untersuchung nach 12 Wochen zeigte eine weiterhin leicht eingeschrinkte
Flexion im Kniegelenk mit schwereren Entziindungszeichen. Bei 66,67% (6/9 Tiere) der
operierten  Kniegelenke zeigten sich am tibialen Knochentunnel-Eingang ausgeprigte,
fibrotische Hypertrophien. Histologisch bestanden diese aus Knorpel, Fettgewebe und
Kollagenfasern. Ferner fanden sich leichte Gelenkknorpelschdden femoral wie tibial. Andere
Charakteristika waren ausgeprigte serdse sowie leicht blutige Gelenkergiisse und eine
ausgepragte GefdBinjektion in die Synovia des Transplantates. Das Transplantat war teilweise

aufgefasert und weiterhin von einer hyperplastischen Synovialschicht umhiillt (Abb. 4-2).
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Abb. 4-2: Fibrotische Hypertrophie () am
tibialen Knochentunnel-Eingang:

1) makroskopisch von oben (a) und von
medial (b).

2) mikroskopisch (¢) sind Knorpel,
) Fettgewebe und Kollagenfasern zu
= ? erkennen (HE-Firbung, 10x).

s

4.3 Mikroskopische Auswertungen

4.3.1 Konventionelle Farbungen: Deskriptive Auswertung

Native Strukturen

Im nativen vorderen Kreuzband und in der nativ unbehandelten Flexorsehne zeigte sich eine

homogene zwischen den Kollagenfasern ausgerichtete Zellanordnung. Dabei waren die

Zellkerne der Fibroblasten im nativen VKB iiberwiegend ovoid bis stabformig. Deskriptiv

fanden sich in der nativ unbehandelten Flexorsehne weniger Zellen, deren Morphologie zudem

liberwiegend spindelformig war. Ein stabformiges bzw. ovoides Erscheinungsbild ist dabei ein

Hinweis auf die intensive Syntheseaktivitit der Zelle (Fibroblasten), wihrend spindelformige

Zellen sich im inaktiven Ruhezustand befinden (Fibrozyten)[82]. In der Masson-Goldner (MG)

Féarbung imponierte eine geordnete Kollagenstruktur, die von Bindegewebssepten mit Gefallen

durchzogen wurde. Insgesamt erschien jedoch der Anteil der GefiaBe geringer und die

Kollagenstruktur in der Flexorsehne weniger stark ausgeprigt. Die synoviale Deckschicht bzw.
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das Peritendineum bestand bei beiden aus ca. 3-5 Zelllagen eines mehrschichtigen Epithels

(Abb. 4-3).
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Abb. 4-3: VKB-nativ (a,c) und Flexorsehne nativ (b,d) (subsynovial, Querschnitt, HE-Farbung (oben), MG-
Farbung (unten), 200x)

PES-sterilisiertes Allograft Zeitpunkt 0 Wochen

Die PES-behandelte Flexorsehne stellte sich histologisch zum Zeitpunkt Null vor Implantation
als strukturell intaktes straffes Bindegewebe dar. Im Vergleich zur unbehandelten Flexorsehne
war deskriptiv kein Unterschied in Bezug auf Zellen und Gefille festzustellen. Allerdings
schienen die Abstinde zwischen den Kollagenfaserbiindeln verbreitert, und es kam bei der

Aufbereitung zu mehr Artefakten als bei der nativen Flexorsehne (Abb. 4-4).
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Abb. 4-4: PES-sterilisiertes Allograft nach 0 (a) und 6 (b) Wochen (zentral, Querschnitt, HE-Féarbung, 200x)

PES-sterilisiertes Allograft Zeitpunkt 6 Wochen

In den konventionellen Farbungen zeigte sich ein weitgehend avitales Bandgewebe mit einer
inhomogenen Zell- und GefdBverteilung. Wihrend sich das Transplantatzentrum azellulér
prisentierte, lagen in der intermedidren und peripheren Schicht zunehmend vereinzelt
hyperzelluldre Bezirke neben dominierenden azelluldren Bereichen. Von einer reichlich
vaskularisierten synovialen Hiillschicht ausgehend, fanden sich subsynovial vereinzelt
Bindegewebssepten mit Ansammlungen kleiner Gefdfle. Zentral und intermedidr dominierten
avaskuldre Bereiche. In der Transplantatperipherie fanden sich fokal Areale einer chronisch
granulierenden Entziindung mit Fibroblastenproliferation, Kapillareinsprossung und einer
leichten Infiltration von Granulozyten und Lymphozyten. Die Kollagenstruktur wirkte
iiberwiegend ungeordnet. Die synoviale Hiillschicht bestand aus ca. 6-8 Zelllagen mit lokalen

Hyperplasien mit bis zu 20 Zelllagen (Abb. 4-5).

Abb. 4-5: PES-sterilisiertes Allograft nach 6 Wochen mit lokalen, synovialen Hyperplasien mit bis zu 20
Zelllagen (a: Querschnitt, HE-Farbung, 200x; b: Querschnitt, MG-Farbung, 400x)
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PES-sterilisiertes Allograft Zeitpunkt 12 Wochen

Nach 3 Monaten erschien die Zell- und Gefdfdichte vor allem in den peripheren und
intermedidren Regionen gestiegen. Dennoch fand sich weiterhin eine relativ inhomogene Zell-
und GefialBverteilung mit einer groBen Varianz zwischen den einzelnen Tieren. Wihrend
subsynovial hyperzellulire und hypervaskularisierte Bereiche mit einsprossendem
Granulationsgewebe dominierten, bestand intermedidr ein Gleichgewicht bzw. fanden sich zum
Teil mehr hypozelluldre und hypovaskularisierte Bereiche. Das Transplantatzentrum prisentierte
sich immer noch weitgehend avital. Die Kollagenstruktur hatte an Ordnung gewonnen, wirkte
jedoch deutlich ungeordneter als die native Flexorsehne. Die leichte chronisch granulierende
Entziindung erschien nahezu unveréndert. Ferner war auch die synoviale Hiillschicht weiterhin
reaktiv verdndert und bestand aus ca. 4-8 Zelllagen mit lokalen Hyperplasien mit bis zu 20

Zelllagen (Abb.4-6).

Abb. 4-6: PES-sterilisiertes Allograft nach 12 Wochen: Wihrend von der, aus ca. 4-8 Zelllagen
bestehenden, synovialen Hiille (b) bereits viele Zellen entlang der fingerformig einwachsenden
Bindegewebsstringe (a) in subsynoviale Regionen gewandert waren, prisentierten sich die zentralen und
die intermedidren (c,d) Bereiche noch inhomogen rezellularisiert. (a,b: subsynovial, Querschnitt, HE-
Féarbung, 200x. ¢,d: Querschnitt, MG-Féarbung, 200x)
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4.3.2 Immunbhistologie: Auswertung von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII
PES-sterilisiertes Allograft Zeitpunkt 0 versus native Strukturen

In der immunhistologischen Farbung des von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII lieB sich in der
PES-behandelten Flexorsehne (PES 0 Wochen) zum Zeitpunkt Null im Vergleich zum nativen
vorderen Kreuzband (VKB nativ) iiber allen drei vorher definierten Zonen eine niedrigere
Anzahl an Gefdllanschnitten nachweisen (Abb. 4-8). Wahrend subsynovial (sub) und intermediér
(mid) die Unterschiede signifikant (psw= 0,0001, pmic= 0,0001) waren, bestand trotz stark
differierender Mediane (14 vs. 22 GefdBanschnitte/mm?) keine Signifikanz in der zentralen
Region (cnt). Hingegen fand sich im Vergleich mit der unbehandelten Flexorsehne (FSN nativ)
eine signifikant erniedrigte GefaBdichte iiber allen drei Zonen (p< 0,05). Ferner zeigte die
unbehandelte Flexorsehne gegeniiber dem nativen vorderen VKB im intermedidren Bereich eine
signifikant erhohte GefaBdichte (p= 0,001). Der Unterschied in den anderen Bereichen erwies
sich als nicht signifikant (Abb. 4-7).

GefafRanschnitte/mm?

100 I sub
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M cnt
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60—

40—
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PES 0 Wochen VKB nativ FSN nativ
Gruppe

Abb. 4-7: GefdBstatus des PES-sterilisierten Allografts zum Zeitpunkt O versus native Strukturen
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Abb. 4-8: GefdBanschnitte der PES-sterilisierte Flexorsehne zum Zeitpunkt 0 (a) und des nativen VKB (b)
im Vergleich (intermediér, Faktor VIII-Férbung, 200x)

PES-sterilisiertes Allograft im zeitlichen Verlauf des Remodelings

In der PES-behandelten Flexorsehne waren zum Zeitpunkt Null die meisten GefaBanschnitte im
intermedidren Bereich (Median: 14,9/mm?, Max: 22,8/mm? Min: 8,8/mm?) zu finden. Der
Unterschied in der Gefddichte war allerdings nur im Vergleich zur subsynovialen Zone
(Median: 5,9/mm?, Max: 13,7/mm?, Min: 4,6/mm?) signifikant (p= 0,02). Die GefdBdichte in den
zentralen Bereichen betrug im Median 14,0 GefdBanschnitte/mm? (Max: 19,3/mm?, Min:
7/mm?).

Nach 6 Wochen Standzeit kam es zu einem Abfall der Gefdldichte in den intermedidren
(Median: 5,3/mm?, Max: 32,6/mm?, Min: 1,8/mm?) und zentralen (Median: 3,5/mm?, Max:
17,5/mm?, Min: 0,0/mm?) Regionen, welcher allerdings nur in der Transplantatmitte signifikant
war (p= 0,003). In der subsynovialen Zone der PES-behandelten Allografts kam es innerhalb von
6 Wochen zu einem nicht signifikanten Anstieg der Kapillardichte im Median auf 7,8
GefdBanschnitte/mm? (Max: 72,8/mm?, Min: 2,2/mm?) (Abb. 4-10).

Bis zur 12. Woche des Remodelings kam es gegeniiber der 6-Wochengruppe zu einem Anstieg
der GefaBdichte tiber allen Zonen (intermedidr = Median: 17,5/mm?, Max: 190,4/mm?, Min:
0,9/mm?; zentral = Median: 5,3/mm?, Max: 156,1/mm?, Min: 0,0/mm?). Allerdings war nur der
Anstieg in der subsynovialen Zone auf im Median 48,5 GefdBanschnitte/mm? (Max: 189,0/mm?,
Min: 14,5/mm?) signifikant (p=0,02) (Abb. 4-9).
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Abb. 4-10: subsynoviale Region der PES-sterilisierten Allografts nach 6 Wochen (a: Faktor VIII-Farbung,
200x; b: Faktor VIII-Farbung, 100x). Hypervaskularitdt nach 12 Wochen in den subsynovialen (d) und
intermedidren (c) Bezirken der PES-Allografts (Faktor VIII-Farbung, 200x)

PES-sterilisiertes Allograft versus Kontrollgruppen

In der 6. Woche des Transplantatremodelings fand sich bei den PES-behandelten Transplantaten
im Vergleich zu den unsterilisierten Allografts (ALLO) sowie zu den Autografts (AUTO) der
bereits erwdhnten Vorgédngerstudie in allen drei Zonen eine signifikant (p< 0,05) geringere
Anzahl an GefdBanschnitten pro mm? Dabei nahm die GefdBldichte in der PES- und ALLO-
Gruppe von subsynovial zur Transplantatmitte hin ab. In der AUTO-Gruppe fanden sich
allerdings die meisten GefdBanschnitte/mm? im intermedidren Bereich.

Im Vergleich zu der nativen Flexorsehne (FSN nativ) und dem nativen Kreuzband (VKB nativ)
bestand bei den PES-sterilisierten Allografts iiber den gesamten Transplantatquerschnitt nach 6
Wochen eine signifikante (p< 0,05) Hypovaskularitit (Abb. 4-11).
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Abb. 4-11: Gefilistatus des PES-sterilisierten Allografts versus Kontrollgruppen nach 6 Wochen

Auch noch nach 12 Wochen ergab sich bei den PES-Allografts eine in Bezug zu den AUTO- und
ALLO-Gruppen signifikant geringere Gefdlldichte iliber fast alle Regionen. Einzig in der
subsynovialen Zone zeigte sich im Verhiltnis zu den unsterilisierten Allografts trotz stark

abweichender Mediane (48,5 vs. 200 GefaBanschnitte/mm?) eine nicht signifikant geringere

Gefalidichte (Abb. 4-12).
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Abb. 4-12: Darstellung der grolen Varianz im GefaBlstatus zwischen den einzelnen PES-Allografts nach 12
Wochen (a,b: subsynovial, Faktor VIII-Farbung, 200x)

Im Vergleich zum nativen VKB waren die subsynovialen Bereiche in der PES-Gruppe in der 12.
Woche des Remodelings signifikant stirker vaskularisiert (p= 0,019). Die Transplantatmitte
prasentierte sich hingegen weiterhin mit einer GefdBdichte von 5,3 GefdBanschnitte/mm?
gegeniiber dem nativen VKB signifikant hypovaskularisiert (p= 0,04). In der Intermedidrzone
war der Unterschied der Gefadichte im Median von 40,7 GefaBBanschnitte/mm? im nativen VKB
gegeniiber 17,5 GefdBanschnitte/mm? bei der PES-12-Wochengruppe nicht signifikant. Im
Vergleich zur nativen Flexorsehne war die subsynoviale Zone der PES-12-Wochengruppe mit
einer GefaBdichte von 48,5 Gefdanschnitte/mm? hypervaskularisiert, jedoch nicht signifikant
(Abb. 4-13). Die Intermediér- und Zentralzone zeigten sich gegeniiber der nativen Flexorsehne

deutlich weniger vaskularisiert. Allerdings war der Unterschied nur in den zentralen Bereichen

signifikant (p=0,012).

52



GefaBanschnitte/mm?

500

400—

300

200

100

O O
* %

'

: ' .iﬁ i*-l-

I
PES

I
ALLO

[
Auto

I
VKB nativ

Gruppen nach 12 Wochen

I
FSN nativ

B sub
B mid
B cnt

Abb. 4-13: Gefilistatus des PES-sterilisierten Allografts versus Kontrollgruppen nach 12 Wochen
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4.4 Biomechanik

4.4.1 PES-Allograft nach 6 Wochen

Vorderer und hinterer Schubladentest (Knie komplett)

Die mittlere Laxizitit (Mittelwert: 5,1 = 3,1 mm) und die Steifigkeit (Mittelwert: 38,1 + 29
N/mm) des kompletten Kniegelenks samt Weichteilmantel und Streckapparat der PES-Allografts
war im Schubladentest nach 6 Wochen gegeniiber den Referenzgruppen (unsterilisierte

Allografts und Autografts) nicht signifikant verdndert (p< 0,05) (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14: Laxizitdt und Steifigkeit der PES-Allografts (Knie komplett) nach 6 Wochen gegeniiber den
Kontrollgruppen im vorderen und hinteren Schubladentest
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Vorderer und hinterer Schubladentest (PES-Allograft/HKB nativ)

Nach 6 Wochen war auch die mittlere Laxizitit (Mittelwert: 9,2 + 5,7 mm) und die Steifigkeit
(Mittelwert: 33,6 £ 17,2 N/mm) des PES-Allografts mit dem nativen HKB im Schubladentest im
Vergleich zu den Referenzgruppen nicht signifikant verdndert (p< 0,05)(Abb. 4-15).
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Abb. 4-15: Laxizitit und Steifigkeit der PES-AllograftsyHKB nativ nach 6 Wochen gegeniiber den
Kontrollgruppen im vorderen und hinteren Schubladentest

Vorderer Schubladentest
Im vorderen Schubladentest war erneut eine erhohte mittlere Laxizitidt (6,6 + 4,3 mm) im
Vergleich zu den Kontrollgruppen zu verzeichnen, wobei der Unterschied zur Autograft-Gruppe

(Laxizitdt: 1,4 mm + 0,4) signifikant war (p= 0,005).
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Die mittlere Steifigkeit der PES-behandelten Allografts (Mittelwert: 38,9 + 14,4 N/mm) zeigte
sich nach 6 Wochen gegeniiber den unsterilisierten Allografts (mittlere Steifigkeit: 48,6 £ 7,2
N/mm) erniedrigt (p= 0,240). Im Vergleich zu den Autografts (mittlere Steifigkeit: 61,0 + 6,6
N/mm) war sie sogar signifikant geringer (p=0,012)(Abb. 4-16).
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Abb. 4-16: Laxizitit und Steifigkeit der PES-Allografts nach 6 Wochen gegeniiber den Kontrollgruppen im
vorderen Schubladentest

Versagenstest

Die maximale Versagenskraft (Mittelwert: 161,1 + 77,3 N) und die maximale Steifigkeit
(Mittelwert: 34,1 £ 14 N/mm) der PES-behandelten Flexorsehnen waren nach 6 Wochen
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gegeniiber den Kontrollgruppen geringer, jedoch nicht signifikant. Die maximale Elongation
(Mittelwert: 5,7 = 2,8 mm) sowie der Stress (Mittelwert: 9,8 + 7,5 MPa) der PES-Allografts
beim Versagen zeigte sich im Vergleich zur Allograft- und Autograft-Gruppe ebenfalls nicht
signifikant veréndert (Tabelle 4-1).

Tabelle 4-1: strukturelle Eigenschaften der VKB-Transplantate nach 6 Wochen im Versagenstest

Variabel PES-Allografts Allografts Autografts VKB nativ
Steifigkeit (N/mm) 34,1+ 14 58,1 +34,7 61,2+275 173 +19,6%
Versagenskraft (N) 161 +£77.3 199.4 + 129.7 232.4+82.5 1670.5 = 375.6%

Elongation (mm) 57+2,8 7,7+ 6,1 45+1,9 10,6 £2,5%
Stress (MPa) 9,8+ 7,5 7.6+59 72+35 87.9 +£26.0%

I VKB nativ signifikant gegeniiber allen Gruppen, p < 0,05

4.4.2 PES-Allograft nach 12 Wochen

Vorderer und hinterer Schubladentest (Knie komplett)

Nach 12 Wochen hatte sich die mittlere Laxizitdt (Mittelwert: 4,8 + 1,5 mm) und die Steifigkeit
(Mittelwert: 31,9 £ 14 N/mm) des kompletten Kniegelenks samt Weichteilmantel und
Streckapparat der PES-Allografts gegeniiber der PES-6-Wochengruppe zwar verringert, jedoch
nicht signifikant. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen bestand ebenfalls kein signifikanter
Unterschied (Abb. 4-17).

Knie komplett
Laxizitat nach 12 Wochen

9,00
8,00 |
7.00 |
6,00 - T T
5,00 |

4,00 |
3,00 |
2,00 |
1,00
0,00

Laxizitat (mm)

OPES B Allograft OAutograft

57



Knie komplett
Steifigkeit nach 12 Wochen

80,00
70,00 -
60,00 -
50,00 -
40,00 | T T
30,00 -
20,00 -
10,00 |
0,00

Steifigkeit (N/mm)

EPES B Allograft O Autograft |

Abb. 4-17: Laxizitit und Steifigkeit der PES-Allografts (Knie komplett) nach 12 Wochen gegeniiber den
Kontrollgruppen im vorderen und hinteren Schubladentest

Vorderer und hinterer Schubladentest (PES-Allograft/HKB nativ)

Nach 12 Wochen hatte die mittlere Laxizitdt der PES-Allografts mit dem nativen HKB nicht
signifikant auf 11,6 = 5 mm im Vergleich zur PES-6-Wochengruppe zugenommen. Gegeniiber
der mittleren Laxizitdt der 12-Wochengruppe der unsterilisierten Allografts (Mittelwert: 8,2 +
2,6 mm) war sie ebenfalls nicht signifikant grofer. Jedoch bestand eine signifikante Zunahme im
Vergleich zur entsprechenden Autograft-Gruppe (p= 0,023).

Die mittlere Steifigkeit der PES-behandelten Flexorsehnen betrug 31,3 + 8,36 N/mm und
unterschied sich nicht signifikant von derer der PES-6-Wochengruppe. Ferner zeigte sich
gegenliber den Kontrollgruppen ein signifikanter Unterschied (paw= 0,001 bzw. paw=
0,023)(Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: Laxizitit und Steifigkeit der PES-Allografts/HKB nativ nach 12 Wochen gegeniiber den
Kontrollgruppen im vorderen und hinteren Schubladentest

Vorderer Schubladentest

Bei der biomechanischen Testung der vorderen Schublade rupturierten bei Einhaltung der
standardisierten Messprotokolle bereits vier von neun PES-Allografts (44,44%). Die folgenden
Ergebnisse beziehen sich somit nur auf die intakten, nicht rupturierten PES-Transplantate.

Bis zur 12. Woche des Remodelings der nicht rupturierten PES-behandelten Allografts war eine

signifikante Abnahme der mittleren Laxizitit auf 2,4 + 0,6 mm gegeniiber der PES-6-
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Wochengruppe festzustellen (p= 0,019). Im Vergleich mit den Kontrollgruppen war sie jedoch
signifikant vergrofert (pau.= 0,003 bzw. pa,,= 0,003).

Im Vergleich mit der PES-6-Wochengruppe war nach 12 Wochen kein signifikanter Unterschied
in der Steifigkeit (mittlere Steifigkeit: 38,82 = 3,49 N/mm) zu verzeichnen. Allerdings war sie
signifikant kleiner gegeniiber den Referenzgruppen (pauw,.= 0,003 bzw. pan.= 0,005)(Abb. 4-19).
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Abb. 4-19: Laxizitdt und Steifigkeit der PES-Allografts nach 12 Wochen gegeniiber den Kontrollgruppen im
vorderen Schubladentest
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Versagenstest

Da bereits 44,44% der PES-Allografts bei der biomechanischen Testung versagten, konnten nur
fiinf VKB-Transplantate weiter getestet werden.

Obwohl sich die maximale Versagenskraft (Mittelwert: 107, 9 = 40,8 N) der PES-12-
Wochengruppe deutlich gegeniiber den 6-Wochentieren verringerte, nahm die maximale
Steifigkeit (Mittelwert: 43,1 + 16,5 N/mm) zu. Die Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
Im Vergleich mit den beiden Kontrollgruppen war jedoch sowohl die maximale Versagenskraft
als auch die maximale Steifigkeit signifikant verringert (p< 0,05). Die maximale Elongation
(Mittelwert: 2,8 = 0,4 mm) und der Stress (Mittelwert: 5,0 £ 1.5 MPa) der PES-12-
Wochengruppe beim Versagen war gegeniiber der PES-6-Wochengruppe (p= 0,004) sowie
gegeniiber den unsterilisierten Allografts (p= 0,018) und den Autografts (p= 0,003) signifikant
verdndert (Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2: strukturelle Eigenschaften der VKB-Transplantate nach 12 Wochen im Versagenstest

Variabel PES-Allografts Allografts Autografts VKB nativ
Steifigkeit (N/mm) 43.1 £16.57% 67.8£15.6 72.6 159 173 +19,6%
Versagenskraft (N) 107.9 £ 40.8% 280.5+116.3 391.5+160.1 1670.5 + 375.6%

Elongation (mm) 2,8 £ 0,4+ 5,0£2,0 6,0+ 1,7 10,6 +£2,5%
Stress (MPa) 5.0+ 1.5% 11.5+6.0 10+3.4 87.9 +£26.0%

T PES signifikant gegeniiber Allograft (unsterilisiert) und Autograft, p < 0,05
I VKB nativ signifikant gegeniiber allen Gruppen, p < 0,05

Versagensmodus

Die nicht-anatomischen Rekonstruktionstechniken versagten nach 6 Wochen zu 77,77% im
Bereich der Verbindungsmaterialien (tibial n=3, femoral n=4). Lediglich zwei PES-behandelte
Flexorsehnen rupturierten intraligamentir (zentral n=2). Ahnliche Versagensmodi fanden sich
bei den unsterilisierten Allografts und den Autografts. Die Kontrollgruppen versagten nach 6
Wochen alle beim  Versagenstest im  Bereich der  Verbindungsmaterialien
(Knochentunnelausriss).

Nach 12 Wochen rupturierten 100% der PES-Allografts intraligamentar. Davon versagten bereits
44,44% bei submaximalen Belastungen an der femoralen Insertionsfliche im Rahmen des
vorderen Schubladentest bei 50 N (n=4). Im Versagenstest kam es bei zwei PES-Allografts zum
intraligamentédren Zerreilen im zentralen Drittel und bei drei Transplantaten an der femoralen

Insertionsfldche. Dabei war bei den 12-Wochentieren ein gummiartiger Ausriss zu beobachten
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(Abb. 4-20). In den Kontrollgruppen rupturierten keine Transplantate vor dem Versagenstest.
Bei den unsterilisierten Allografts kam es bei 85,7% (6/7 der Transplantate) der Transplantate
zum intraligamentdren ZerreiBen und zu einem Ausriss aus dem Knochentunnel. In der
Autograftgruppe versagten 71,4% (5/7 der Transplantate) intraligamentdr. Zwei Autografts

wurden aus dem Knochentunnel gerissen (Tabelle 4-3).

Tabelle 4-3: Versagensmodus

Zeitpunkt/ Allografts
PES-Allografts Autografts
Gruppe (unsterilisiert)

n=7 Tunnelausriss

6 Wochen n=7 Tunnelausriss n=7 Tunnelausriss
n=2 intraligamentire

Ruptur
n=9 intraligamentire n=6 intraligamentéire n=>5 intraligamentéire
12 Ruptur Ruptur Ruptur

Wochen | (n=4 bereits im vorderen

Schubladentest) n=1 Tunnelausriss n=2 Tunnelausriss

Abb. 4-20: Versagensmodus nach 6 Wochen (a) und nach 12 Wochen (b)
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5 Diskussion

Allografts haben in den letzten 20 Jahren immer mehr an Bedeutung in der Kreuzbandchirurgie
gewonnen. Die Indikation ist vor allem bei multiplen Bandverletzungen und Revisionseingriffen,
aber mittlerweile auch beim primédren VKB- und HKB-Ersatz gegeben. Den gro3en Vorteilen
wie dem Entfall der Entnahmemorbiditit und der beliebigen Transplantatdimensionierung steht
allerdings die Gefahr der Infektionsiibertragung gegeniiber. Bestehende Sterilisationsverfahren
mit y-Stahlen konnen keinen kompletten Schutz vor Infektion und Kontamination ohne
Beeintrachtigung der initialen biomechanischen und strukturellen Eigenschaften der allogenen
Bandtransplantate gewéhrleisten [54, 55, 101, 135, 156]. Auf Grund dieser Nebenwirkungen
wird heutzutage von vielen Autoren die Verwendung steril entnommener, engmaschig
»gescreenter™, konservierter, aber eben nicht ,,sekundér-sterilisierter” Allografts empfohlen.

Das Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren ist ein etabliertes und kostengiinstiges
Sterilisationsverfahren bei  allogenen Knochentransplantaten mit einem adiquaten
antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Schutz [132, 133]. Dieser Schutz bestitigte
sich ebenfalls bei der Sterilisation von Weichteiltransplantaten wie Achillessehne, Knorpel und
Haut [152]. Im Sterilisationsprozess werden zuerst stark immunogene Substanzen wie Blut und
Fett durch Auswaschen und Lyophilisation entfernt. Es folgt der eigentliche Sterilisationsprozess
mit Peressigsdure bei einem Unterdruck von 16 kPa (=200mbar).

Scheffler et al. konnten in einer in-vitro Studie keine Beeintridchtigung biomechanischer und
viskoelastischer Eigenschaften humaner BPTB-Allografts nach Sterilisation mit dem
Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren nachweisen [153]. Ferner zeigte PES in einer
weiteren in-vitro Studie weder einen zytotoxischen noch pro-inflammatorischen Effekt auf
humane BPTB-Allografts [98].

In der vorliegenden Studie wurde erstmals der Einfluss des Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-
Verfahrens auf die Revaskularisierung allogener Sehnentransplantate im Rahmen des
Transplantatremodelings und die resultierenden biomechanischen Eigenschaften in einem in-
vivo Modell untersucht. Auf Grund der identischen Wahl des Tiermodells und der Methoden wie
in einer Vorstudie, die das Bandremodeling und die biomechanischen Eigenschaften von
Autografts mit tiefgefrorenen, unsterilisierten Allografts verglichen hatte, konnten die in jener
Studie [154] gewonnen Daten als Referenzdaten fiir unsere Studie herangezogen werden. Somit

ist unsere Studie besonders aussagekriftig, da die VKB-Rekonstruktionen vom selben Operateur
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mit derselben Technik durchgefiihrt, das gleiche Transplantat verwandt und die Préparate nach
Sterilisation auf dieselbe Art und Weise aufbereitet wurden.

Entgegen vielversprechender in-vitro Studien [98, 153] musste in der vorliegenden Arbeit
festgestellt werden, dass die Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Sterilisation von allogenen
Weichteiltransplantaten zu einer Inhibition bzw. zumindest zu einer erheblichen Verzdgerung
des Transplantatremodelings mit konsekutiv eingeschriankten biomechanischen Eigenschaften in

der frithen Einheilungsphase im Schafsmodell fiihrte.

5.1 Revaskularisierung

Bei der Darstellung und Quantifizierung der Revaskularisierung wurde eine durch Unterhauser
et al. etablierte immunhistochemische von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-Féarbung von
Endothelzellen der GefiBwand verwendet [180]. Diese duBlerst sensitive Methode identifiziert
selbst kleinste Kapillaren ohne GefdBmuskelzellen und ist deshalb besonders fiir die Beurteilung
der Revaskularisierung in der frithen Einheilungsphase geeignet. Im Gegensatz zu anderen
Methoden ist die hier angewandte Technik nicht durch die Perfusionskapazitit oder Grof3e
rontgendichter Partikel limitiert [180].

Die vorliegende Arbeit zeigte ein kontinuierliches Einwachsen neugebildeter Kapillaren in das
initial avaskuldre PES-behandelte Transplantatgewebe. Deren Herkunft ist vermutlich die neue
hyperplastische und reichlich vaskularisierte synoviale Hiillschicht, welche sich in den ersten
Heilungswochen um das Transplantat gelegt hat. Der im Vergleich zu den subsynovialen und
intermedidren Zonen verspitete Anstieg der Gefdfldichte in der zentralen Zone des Allografts
impliziert, dass die Revaskularisierung des Transplantates von peripher nach zentral ablaufen
muss. Diese Beobachtungen korrelieren mit anderen Studien, welche den Ablauf der
Revaskularisierung von peripher nach zentral ausgehend vom periligamentidren Gewebe wie dem
Hoffa’schen Fettkorper und der synovialen Hiillschicht beschrieben haben [7, 11, 12, 16, 157,
180]. Dieser Remodeling-Prozess spiegelte sich ebenfalls in unserer Vergleichsstudie wieder.
Dabei zeigte sich sowohl bei den Autografts als auch bei den unsterilisierten Allografts 6
Wochen postoperativ eine im Vergleich zum intakten VKB deutliche Hypervaskularitdt und
Hypozellularitdt mit einer von peripher in die Transplantatmitte ablaufenden Revaskularisierung
und Zell-Repopulation [154]. Nach 12 Wochen war die Zellularitit des nativen VKB in beiden
Gruppen erreicht, wihrend die Transplantate weiter hypervaskularisiert waren.

Im Vergleich zu den Autografts (AUTO) und den unsterilisierten Allografts (ALLO) der
Vorstudie zeigte sich das Transplantatremodeling der PES-behandelten Allografts jedoch
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deutlich verlangsamt bzw. gestort. In der deskriptiven Auswertung der konventionellen HE- und
MG-Férbungen der PES-behandelten Allografts fand sich noch 6 Wochen postoperativ ein
weitgehend avitales, avaskuldres und strukturloses Transplantat. Diese Aussage wurde durch die
quantitative Erhebung der Gefddichte iiber drei vorher definierte Zonen (subsynovial,
intermediér, zentral) im Querschnitt anhand der von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-Farbung
bestdtigt. Zum Zeitpunkt von 6 Wochen war die Gefilldichte im Vergleich zu den
Kontrollgruppen (AUTO, ALLO) sowohl in der zentralen, intermedidren als auch in der
subsynovialen Zone signifikant geringer. Die signifikante Hypovaskularitit gegeniiber der
nativen Flexorsehne und dem nativen Kreuzband iiber 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 présentierte sich das PES-behandelte Allograft inhomogen vitaler als zuvor.
Vor allem in der subsynovialen Zone gab es lokal vitale, hyperzelluldre und hypervaskularisierte
Regionen neben avitalen Bereichen. Die Vaskularitit und Zellularitit nahm zur
Transplantatmitte allerdings stetig ab. Das Bindegewebe wirkte noch weitgehend ungeordnet und
strukturlos. Die quantitative Bestimmung der Gefdf3dichte ergab einen Anstieg in allen 3 Zonen
von 6 nach 12 Wochen. Im Vergleich zu der AUTO- und der ALLO-Gruppe war der
Gefdligehalt aber weiterhin in allen Regionen signifikant vermindert und wies lediglich in den
peripheren Zonen gegeniiber dem nativen VKB eine Hypervaskularitit auf. Es zeigt sich also,
dass beim PES-behandelten Allograft ebenfalls eine Revaskularisierung im Rahmen des
Remodelings stattgefunden haben muss. Diese verlduft jedoch selbst noch 12 Wochen nach
Implantation im Vergleich zum unsterilisierten Allograft und erst recht zum Autograft deutlich
verlangsamt ab. Das Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren scheint demnach die

,Ligamentisierung* von allogenen Sehnentransplantaten zu storen.

5.2 Biomechanik

Der zweite Teilaspekt dieser Studie beschiftigte sich mit der Auswirkung des Remodeling-
Prozesses auf die biomechanischen Eigenschaften der PES-sterilisierten Allografts.

Zur Bestimmung der Biomechanik wurden jeweils 6 und 12 Wochen postoperativ standardisierte
mechanische Testprotokolle angewandt. Vordere und hintere Schubladentests bei submaximaler
Belastung simulierten dabei relativ realititsnah die postoperative Belastungssituation und gaben

Aufschluss iiber wichtige Parameter wie Laxizitdt und Steifigkeit am VKB-rekonstruierten Knie.
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Ebenso von groBer Bedeutung waren die biomechanischen Eigenschaften unter maximaler
Belastung. Beim Versagenstest (load-to-failure) wurden die Parameter Steifigkeit, die maximale
Elongation, der Stress und die maximale Versagenskraft untersucht.

Nach 6 Wochen beobachteten wir &hnliche biomechanische FEigenschaften in den
Schubladentests bei den PES-sterilisierten Transplantaten im Vergleich zu den unsterilisierten
Allografts und den Autografts. Einzig im vorderen Schubladentest zeigte sich schon nach 6
Wochen eine signifikant groBBere Laxizitit und eine signifikant geringere Steifigkeit der PES-
behandelten Flexorsehnen zu den Autografts. Im 3. Monat des Transplantatremodelings fand
sich in der PES-Gruppe bereits eine signifikant grofere Laxizitdt und signifikant geringere
Steifigkeit im kombinierten vorderen und hinteren Schubladentest gegeniiber dem Autograft. Im
vorderen Schubladentest zeigte sich eine signifikant groBere Laxizitit und eine signifikant
geringere Steifigkeit gegeniiber beiden Kontrollgruppen.

Im Versagenstest war eine signifikant geringere maximale Versagenskraft und Steifigkeit sowie
geringere strukturelle Eigenschaften erst in der 12. postoperativen Woche zu verzeichnen. Dabei
konnte eine Reduktion um 62% der maximalen Versagenskraft und um 36% der Steifigkeit zu
den unsterilisierten Allografts festgestellt werden. Ferner 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 dnderte sich ebenfalls der
Versagensmodus von einem primdren Versagen der Verbindungsmaterialien (Knoten/Faden)
nach 6 Wochen zu einem intraligamentiren Reilen des PES-Transplantates nach 12 Wochen.
Nach 12 Wochen war somit das PES-Transplanat selbst die biomechanische Schwachstelle der
Kreuzbandersatzplastik geworden.

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

Unsere Ergebnisse korrelieren mit ersten bisher unverdffentlichten, klinischen Studien, die eine
erhohte Inzidenz an Rerupturraten bei Kreuzbandrekonstruktionen mit PES-sterilisierten
Allografts aufzeigen. So berichtete PD Dr. med. Jorg Richter (Orthopiddische Klinik
Markgroningen) von einem Versagen bei 8 von 9 PES-sterilisierten BPTB-Allografts innerhalb
von 5 bis 9 Monaten nach VKB-Ersatz (personliche Mitteilung). Ebenfalls musste PD Dr. med.
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Jiirgen Hoher (Sportklinik K6ln) eine Reruptur bei 3 von 3 PES-Allografts innerhalb von 3 bis 9

Monate nach VKB-Rekonstruktion verzeichnen (personliche Mitteilung).

5.3 Entziindungszeichen

Lomas et al. hatten in einer in-vitro Studie [98] weder eine Zytotoxizitdt noch einen pro-
inflammatorischen Effekt des Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren auf humane BPTB-
Allografts nachweisen konnen. In unserer in-vivo Arbeit fanden sich zum Zeitpunkt von 6 und
12 Wochen noch leichte Entziindungszeichen im Rahmen einer chronisch granulierenden
Entziindung. Hinweise auf eine iiberschieBende Entziindungsreaktion wie das Auftreten von
Fremdkorperriesenzellen waren in den konventionellen Féarbungen nicht zu beobachten.
Allerdings zeigte sich bei 66,6% (6/9) der Schafe eine klinisch asymptomatische, aber
histologisch gesicherte fibrotische Hypertrophie am tibialen Knochentunneleingang, deren
Genese ungeklirt bleibt. Eine mogliche Erklarung konnte der bei allogenen, PES-sterilisierten
Knochentransplantaten angenommene osteoinduktive Effekt durch stimulierte
Wachstumsfaktoren wie BMP-4 (Bone Morphogenetic Protein-4) liefern [194].

Hierbei gilt aber auch anzumerken, dass Lomas seine Transplantate mit einer zu uns 10fach
geringeren Konzentration an Peressigsdure (0,1% v/v) sterilisierte. Jedoch wurden alle
Transplantate nach der Sterilisation mit dem Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren
griindlich mit Wasser ausgewaschen und auf Spuren von Peressigsdure getestet. Dabei konnte
keine Peressigsdure mehr nachgewiesen werden. Somit ist nicht anzunehmen, dass es auf Grund
einer  residuellen  Peressigsdurekonzentration zu  einer  direkten  Stérung  des
Transplantatremodelings gekommen ist. Ferner ist Peressigsdure eine instabile Saure, die
spontan unter Freigabe von Sauerstoff und Wirme in Essigsdure zerfdllt. Lomas et al.
vermuteten, dass die Sauerstoffblasen fiir die, von ihnen bei PES-sterilisierten BPTB-
Transplantaten  beobachteten, vergroferten Abstinde zwischen den Kollagenfasern
verantwortlich seien [98]. Dariiber hinaus fanden sie eine erhohte Kollagenumbaurate, welche
sich nach 24 h jedoch wieder normalisierte. Moglich wére somit in unserer in-vivo Studie eine
Verdnderung der Ultrastruktur der Allografts und einer daraus resultierenden Beeinflussung des

Remodeling-Prozesses.
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5.4 Bezug zu anderen Ergebnissen der Arbeitsgruppe

Im Rahmen dieses Projekts wurden in autonomen Dissertationen weitere Teilaspekte des
ligamentdren Remodelings wie die Zell-Repopulation, die Myofibroblasten, der Kollagen-Crimp,
der Kollagengehalt sowie die Knochen-Sehnen-Einheilung untersucht.

Bereits nach 6 Wochen ergab die quantitative Auswertung der Gesamtzellzahl bei den PES-
sterilisierten Transplantaten im Vergleich mit den unsterilisierten Allografts und den Autografts
einen niedrigeren Zellgehalt. Nach 12 Wochen wurde dieser Unterschied signifikant (p< 0,05).
Von 6 zu 12 Wochen war innerhalb der PES-Gruppe lediglich ein minimaler Anstieg der
Zellzahl zu sehen gewesen. Die Zellularitit des nativen Kreuzbandes wurde nie erreicht. Dies
korreliert mit der deskriptiven Beobachtung und den Ergebnissen der Revaskularisierung und
erscheint logisch, da die Zellen iiber die Gefdl3e das Transplantatgewebe erreichen.

Zur Darstellung der Myofibroblasten diente die immunhistochemische Anfarbung einer Isoform
des Aktins, dem a-smooth-muscle Aktin (ASMA). Auch die Betrachtung der Myofibroblasten
zeigte wenig Dynamik im Remodeling. Nach 12 Wochen waren noch grof3e Bereiche der PES-
sterilisierten Transplantate avital und enthielten nur vereinzelt Myofibroblasten. Allerdings
verdnderten die Zellen ihre Morphologie. Sie waren nun ovoid bis stabformig, was eine
Anndherung an die Gestalt der Zellen im nativen VKB darstellte. Es waren zu beiden
Zeitpunkten deutlich weniger Myofibroblasten als in den Kontrollgruppen zu sehen.

Bei der Betrachtung des Kollagens konnte keine signifikante Anderung in der Verteilung von
Kollagen Typ I und Typ III iiber den beobachteten Zeitraum der ,,Ligamentisierung* festgestellt
werden. Normalerweise hétte in der frithen Einheilungsphase der Gehalt an Kollagen Typ III
zunehmen sollen, wihrend der Gehalt an Kollagen Typ I abnimmt. Zudem konnten durch die
Polarisationsmikroskopie Aussagen iiber die Kollagentertidrstruktur getroffen werden, d.h. iiber
die Anordnung und Ausrichtung des Kollagens im Gewebe. Kollagen besteht aus langen parallel
verlaufenden Fasermolekiilen die daher im Polarisationsmikroskop anisotrop erscheinen. Die
Kollagenfaserbiindel verlaufen in Wellenform. Die Frequenz der Kollagenfibrillen nennt man
,Kollagen-Crimp®. Bei der Crimplidnge der PES-behandelten Allografts ergaben sich nach 6 und
12 Wochen signifikante Unterschiede zu der ALLO- und AUTO-Gruppe. In den
Vergleichsgruppen war deutlich geworden, dass sich die Wellenldnge des Crimp in autologen
und in unsterilisierten, allogenen Transplantaten im Laufe der Zeit wieder der Lange des VKB
langsam annéherte, nachdem sie initial deutlich gestiegen war. Beim PES-sterilisierten Allograft

war diese Entwicklung in der frithen Phase des Remodeling nicht zu erkennen. Die Wellenldnge
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nahm von 6 zu 12 Wochen sogar noch zu und war gegeniiber den Kontrollgruppen zu beiden
Zeitpunkten signifikant (p< 0,05) erhoht.

Die Untersuchung der Sehnen-Knochen-Einheilung wies hingegen keinen negativen Effekt des
Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahrens auf die ossédre Integration des Transplantates auf.
Im Gegenteil zu den unsterilisierten Allografts und den Autografts zeigte sich nach 6 Wochen
bereits bei 55,5% der PES-behandelten Transplantate eine direkte Sehnen-Knochen-Einheilung.
Auch nach 12 Wochen war die ossdre Integration der PES-Allografts gegeniiber den
Kontrollgruppen bereits weiter fortgeschritten.

Zusammenfassend konnte demnach bei der Sterilisation von allogenen Sehnentransplantaten
nach dem Peressigséure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren eine schnelle, direkte Sehnen-Knochen-
Einheilung bei einem verlangsamten bzw. gestérten Bandremodeling-Prozess in der frithen
Einheilungsphase nachgewiesen werden. Daraus resultierten gegeniiber unsterilisierten
Allografts und Autografts nach 12 Wochen bereits signifikant verringerte biomechanische

Eigenschaften.

5.5 Limitierungen der Studie

Das Schaf ist auf Grund seiner anatomischen und funktionellen Ahnlichkeiten zum Menschen
ein mehrfach bewéhrtes Tiermodell in der Kreuzbandforschung [2, 25, 63, 73, 134, 180, 189]. So
konnten Seitz et al. 1997 mittels Injektionstechnik zeigen, dass sowohl die makro- als auch
mikrovaskuldre Versorgung des nativen ovinen vorderen Kreuzbandes der Blutversorgung des
Menschen sehr &dhnelt [161]. In einer vergleichenden, deskriptiven Studie des
Remodelingprozesses von Scranton et al. wurde ebenfalls dargestellt, dass die auf zelluldrer
Ebene ablaufenden Vorginge bei Mensch und Schaf durchaus vergleichbar und in dhnlichen
Zeitdimensionen abzulaufen scheinen [158].

Dennoch ist eine Ubertragbarkeit auf den Menschen insbesondere im Hinblick auf die
biomechanischen Verhéltnisse sicherlich nur eingeschrinkt moglich. Ein weiteres Grundproblem
stellt die Kontrolle der postoperativen Belastung dar. Wir haben auf eine Immobilisation der
Tiere verzichtet. Jedoch kann von einer gezielten Rehabilitation durch standardisierte Protokolle
wie beim Menschen nicht ausgegangen werden. Die frithe wuneingeschrinkte und
unkontrollierbare Belastung der operierten Gliedmale hétte den Heilungsprozess beeinflussen
und dadurch die erhdhte Anzahl von Transplantatversagern erkldren konnen. Dennoch waren in
der Vorstudie unter identischen Versuchsbedingungen keine Transplantatversager unter

submaximalen Belastungen beobachtet worden. Vielleicht hitten sich die biologischen und
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biomechanischen Eigenschaften zu einem spéteren Zeitpunkt des Remodelings wieder
regeneriert. Allerdings geht die Tendenz beim primidren VKB-Ersatz mittels Allografts in der
Klinik gerade auf Grund des grofen Vorteils des Wegtfalls der Entnahmemorbiditit zu immer
fritheren und aggressiveren Rehabilitationsprotokollen iiber.

Die Verwendung knochenblockfreier Allografts mit einer extrakortikalen, nicht-anatomischen
Verankerungstechnik ist eine weitere nicht zu vernachldssigende Einflussgrofe, da der
Remodelingprozess nicht {iber eine schnelle, direkte Knochen-Knocheneinheilung eines BPTB-
Allografts mittels Interferenzschrauben, sondern tiber eine Sehnen-Knochen-Einheilung ablauft.
Dadurch ist der Kontakt zum Knochen nicht so fest wie es bei der Verwendung von
Verankerungsschrauben wére. Auf der anderen Seite verhindern diese Schrauben in einem
Bereich von ca. 30% des Transplantatumfangs den Kontakt zum Knochen und veridndern das
natiirliche Transplantatremodeling. So hétten wir die beobachtete direkte Sehnen-Knochen-
Einheilung dann womdglich auf die Verwendung von Interferenzschrauben und nicht als

osteoinduktive Eigenschaft des Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren interpretiert.

Die immunhistologische von-Willebrand-Faktor/Faktor VIII-Farbung war trotz penibler
Einhaltung der Férbeprotokolle storanfdllig. Der in der Vorstudie verwendete polyklonale
Antikorper musste auf Grund verringerter Spezifitit durch einen neuen, spezifischeren
polyklonalen Antikdrper ausgetauscht werden. Dennoch blieb gelegentlich eine Farbreaktion aus
oder es kam zu iiberschieBenden Hintergrundfarbungen. So mussten einige Querschnitte
verworfen und durch neue ersetzt werden. Diese Versager sind aber bei immunhistochemischen
Féarbungen durchaus bekannt und fiihrten zu keinerlei Einschriankung bei der Datenauswertung
[184].

Die biomechanischen uniaxialen Testungen mit einem Freiheitsgrad spiegeln natiirlich keine
physiologischen Bewegungsmoglichkeiten im Kniegelenk wieder. Dennoch stellen sie immer
noch den aktuellen Standard dar und geben einen guten Uberblick iiber die biomechanischen

Eigenschaften des verwendeten Transplantats.

Da die genannten Einflussgroen aber sowohl fiir unsere Studie als auch fiir die angesprochene
Vorstudie der unsterilisierten Allografts und Autografts in gleicher Weise galten, war dennoch
ein Vergleich zwischen den Gruppen und eine Schlussfolgerung mdglich. Somit lassen sich die

im folgenden Abschnitt dargestellten Aussagen treffen.
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5.6 Schlussfolgerung und klinische Bedeutung

In der vorliegenden in-vivo Studie konnte erstmals gezeigt werden, dass das Peressigsdure-
Ethanol-Unterdruck-Verfahren das Transplantatremodeling allogener knochenblockfreier
Flexorsehnen zum vorderen Kreuzbandersatz inhibiert bzw. stort. Das PES-behandelte Allograft
war in allen biomechanischen Testungen dem unsterilisierten Allograft und dem Autograft
unterlegen, wobei die Unterschiede im Verlauf nach 12 Wochen immer deutlicher wurden. So
ergaben sich nach 12 Wochen signifikante Unterschiede in der Versagenskraft, im Stress, in der
Laxizitdt und in der Steifigkeit. Dabei rissen bereits 44,4% der PES-Allografts beim vorderen
Schubladentest unter submaximalen Belastungen. Zudem fand sich bei 66,67% (6/9 Tiere) der
operierten Kniegelenke eine zum Teil schwer ausgepragte sekundire Arthrofibrose am tibialen
Knochentunnel-Eingang.

In den konventionellen histologischen Farbungen waren deskriptiv nach 6 und 12 Wochen
weniger Zellen und Gefdfle nach zentral vorgedrungen und auch das Transplantatgewebe
erschien ungeordneter als bei der ALLO- und AUTO-Gruppe. Die quantitative Auswertung der
Revaskularisierung bestdtigte dies. Sie war bei den PES-Allografts erheblich verlangsamt und
erreichte auch nach 3 Monaten in keiner der definierten 3 Zonen (subsynovial, intermediér,
zentral) die Gefdfldichte der beiden Kontrollgruppen. Nach 12 Wochen fanden sich ebenfalls
eine signifikant geringere Zellularitit sowie ein signifikant erhdhter Kollagen-Crimp im
Vergleich zu den unsterilisierten Allografts und Autografts. Auch die Betrachtung der
Myofibroblasten zeigte keine Dynamik im Remodeling.

In Anbetracht unserer Ergebnisse raten wir daher zu Vorsicht bei der Verwendung von PES-
sterilisierten Allografts zum VKB-Ersatz. Der langere Ligamentisierungs-Prozess bedarf einer
vorsichtigen, angepassten Nachbehandlung. Weitere klinische Studien bei Patienten, die bereits
eine VKB-Plastik mit PES-sterilisierten Allografts erhalten haben, miissen abgewartet werden,
ob unsere Resultate sich eins zu eins auf den Menschen {ibertragen lassen. Erst dann kdnnen
definitive Aussagen getroffen werden, ob das Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren eine
sichere, addquate wund alternative Technik zur Sterilisation humaner, allogener

Sehnentransplantate ist.
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Allogene Sehnentransplantate haben in den letzten 20 Jahren auf Grund ihrer gro3en
Vorteile  wie dem  Entfall der Entnahmemorbiditit und der  beliebigen
Transplantatdimensionierung immer mehr an Bedeutung in der Kreuzbandchirurgie gewonnen.
Jedoch existieren bis dato keine Sterilisationsverfahren, die einen kompletten Schutz vor
Infektion und Kontamination ohne Beeintrichtigung der initialen biomechanischen und
strukturellen Eigenschaften der Allografts gewéhrleisten konnen. Das Peressigsdure-Ethanol-
Unterdruck-Verfahren ist ein etabliertes und kostengiinstiges Sterilisationsverfahren bei
allogenen Knochentransplantaten und bietet auch bei allogenen Weichteiltransplantaten einen
addquaten antibakteriellen, antimykotischen und antiviralen Schutz. Nach hoffnungsvollen in-
vitro Studien ist dies die erste in-vivo Studie am Schafsmodell zur Untersuchung
biomechanischer Eigenschaften und der Revaskularisierung in der frithen Einheilungsphase des
Remodelings von allogenen Sehnentransplantaten nach Sterilisation mit dem Peressigsdure-
Ethanol-Unterdruck-Verfahren zum vorderen Kreuzbandersatz.

Methoden: 18 ausgewachsene weibliche Merino-Schafe erhielten einen Ersatz des vorderen
Kreuzbandes mittels PES-sterilisierten allogenen Flexorsehnentransplantaten. Nach 6 und 12
Wochen erfolgte die Totung sowie die biomechanische Testung mittels standardisierter
Schubladen- und Versagenstests von jeweils 9 Tieren. Nach histologischer Aufarbeitung erfolgte
neben konventionellen (HE, Masson Goldner) Fiarbungen zur deskriptiven Auswertung der
zelluldren und strukturellen Umbauvorginge eine immunhistochemische (von-Willebrand-
Faktor/Faktor VIII) Farbung von Endothelzellen der Gefidlwand mit anschlieBender Auszidhlung
der GefaBanschnitte in Querschnittspréparaten in je drei Zonen (subsynovial, intermedidr und
zentral) zur quantitativen Bestimmung der Revaskularisierung des Allografts. Eine Vorstudie
lieferte Kontrollgruppen, die zu gleichen Standzeiten mit dem selben Operateur am
Schafsmodell identische histologische und biomechanische Untersuchungen zum Vergleich
tiefgefrorener, unsterilisierter Allografts und Autografts nutzten.

Ergebnis: Das PES-sterilisierte Allograft war in allen biomechanischen Testungen dem
tiefgefrorenen, unsterilisierten Allograft und dem Autograft unterlegen, wobei die Unterschiede
im Verlauf nach 12 Wochen immer deutlicher wurden. In Korrelation zeigte sich eine
verlangsamte Revaskularisierung. Die Gefdl3dichte war nach 6 und 12 Wochen in allen Regionen
im Vergleich zu den Kontrollgruppen verringert. Auch deskriptiv war die Revaskularisierung
und zelluldire Repopulation der PES-behandelten Allografts weniger weit nach zentral

fortgeschritten als in den Kontrollgruppen. Die Gewebestruktur erschien in den PES-Allografts
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im Vergleich stets ungeordneter. Bei 66,6% der 12-Wochentiere bildete sich zudem eine
klinisch asymptomatische, aber histologisch gesicherte fibrotische Hypertrophie am Eingang
zum tibialen Knochentunnel aus. Intraligamentér zeigte sich jedoch nur eine leicht chronisch
granulierende Entziindung zum Zeitpunkt von 6 und 12 Wochen.

Diskussion/Fazit: Entgegen hoffnungsvoller in-vitro Studien sind die verlangsamte bzw.
gestorte Revaskularisierung sowie die im Vergleich zu Autografts und tiefgefrorenen,
unsterilisierten Allografts signifikant schlechteren biomechanischen Eigenschaften ein Indiz fiir
den negativen Einfluss des Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahrens auf den
Remodelingprozess knochenblockfreier Flexorsehnentransplantate im Schafsmodell. Auf diesen
Ergebnissen basierend konnen wir die Sterilisation knochenblockfreier Sehnentransplantate mit
dem Peressigsdure-Ethanol-Unterdruck-Verfahren zum vorderen Kreuzbandersatz vorerst nicht

weiterempfehlen.
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