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Zusammenfassung

3. Zusammenfassung

Defekte der Rotatorenmanschette (RM) sind oft eine Ursache fiir
Bewegungseinschrinkungen der Schulter. Entziindungen der Bursa subacromialis
werden hingegen fiir die Entstehung der Schmerzen im Zusammenhang mit
Rotatorenmanschettendefekten  gebracht. Am  héufigsten ist hierbei die
Supraspinatussehne (SSS) betroffen. Unabhéngig von der Pathogenese werden diese
Defekte operativ behoben. Ungeklart ist jedoch trotz addquater operativer Technik die

Ursache fiir die hohe Rate an Rerupturen im postoperativen Verlauf.

Storungen der anatomischen Gegebenheiten des Schultergelenkes und der
Mikrostruktur der Sehne fiihren zu pathologischen Verdnderungen, welche die
Gelenkfunktion einschrinken konnen. Es ist anzunehmen, dass diese Vorginge
innerhalb der Sehne zu einer Dedifferenzierung von Zellen fiihren, in deren Folge es
zum Entstehen von Knorpelarealen und ev. zur Mineralisation kommen kann. Diese
pathologischen Verdnderungen verursachen eine geringere Zugelastizitit des

Gewebes, wodurch Sehnen der RM fiir Rupturen anfilliger werden.

Diese Arbeit hatte folgende Ziele und Ergebnisse:

e Die Verdnderungen der extrazelluliren Matrix (EZM) nach einem
tierexperimentell induzierten akuten Trauma breitfldchig zu analysieren, um genauere

Erkenntnisse uber ablaufende Prozesse zu erhalten:

Mit Hilfe von klassisch-histologischen Féarbemethoden und immunhistochemischen
Verfahren wurden chondrogene Verdanderungen innerhalb des Sehnenansatzes erfasst
und lokalisiert. Insbesondere Kollagen Typ II und Proteoglykane lieBen sich im
Faserknorpel vermehrt darstellen. Ergebnisse der PCR (Polymerase Chain Reaktion)
verifizierten diese Ergebnisse. Mit Hilfe eines Apoptose-Tests konnte gezeigt werden,

dass diese Verdnderungen regional von Apoptosen begleitet waren.
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e Die im Zuge eines Traumas entstehenden entziindlichen Verdnderungen zu

analysieren:

Dazu wurden Nachweise von Markern fiir VEGF (Angiogenese), IL-1B (Zytokine),
CD3 (Lymphozyten) und RAMI11 (Makrophagen) durch Immunhistochemie bzw.
mRNA durch PCR erfasst. Hierdurch zeigte sich, dass es postoperativ zu keiner

leukozytéren Infiltration kam, Makrophagen hingegen stark vorhanden waren.

e  Wachstumsfaktoren wie bFGF, dem BMP-2 und BMP-7 immunhistochemisch

und mit PCR nachzuweisen, da sie fiir die Verdnderungen verantwortlich sein konnen:

Die Untersuchungen iiber den postoperativen Verlauf zeigten, dass sich der
Faserknorpel entlang der Sehne ausdehnte, um nach vier Wochen ein Maximum zu
erreichen. Genauere Untersuchungen in Bezug auf vorhandene Wachstumsfaktoren
zeigten eine Erhohung an bFGF und BMP-7 in der heilenden SSS. Das bFGF schien
im Heilungsverlauf in gesteigerten Mengen innerhalb der Sehne produziert zu
werden. BMP-7 —Protein war in dem betroffenen Arealen in erhohtem Male
vorhanden, obwohl BMP-7 mRNA vermindert vorkam. Es ist anzunehmen, dass diese
beiden Wachstumsfaktoren in die Entstehung des Knorpelgewebes einbezogen sind.
Der niedrige mRNA Gehalt vom BMP-7 innerhalb des Schultergelenkes lésst
vermuten, dass dies auch auflerhalb produziert wird. (Simultan durchgefiihrte
Untersuchungen an der humanen Bursa subacromialis zeigten, dass BMP-7 sowohl

auf mRNA als auch auf Proteinebene in den Bursateilen nachweisbar war.)

Diese Ergebnisse bringen neue Erkenntnisse in das Verhalten der SSS nach einem
Trauma und kénnen moglicherweise das zukiinftige therapeutische Vorgehen bei
Schulterldasionen beeinflussen. Nach diesen Untersuchungsergebnissen wére es
sinnvoll, eine Bursa friihzeitig operativ zu entfernen, um den Prozess der knorpeligen
Dedifferenzierung zu unterbinden und damit einer Ruptur moglicherweise

vorzubeugen.
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4. Einleitung

4.1. Problematik und Voruntersuchungen

Degenerative Veranderungen der Rotatorenmanschette, Partialrupturen und Rupturen
sind haufig Ursache fiir Schmerzen und Funktionseinschrankungen der Schulter.
Gelegentlich sind die Verdnderungen der Sehne auch von einer ausladenden
Mineralisierung begleitet, deren Ursache unklar ist und die ihrerseits zu einer
Verkleinerung des subakromialen Raums fithren konnen (Rowe C.R., 1988). Studien
haben gezeigt, dass 70% der Patienten liber 60 Jahren, und liber 80% der Patienten iiber
70 Jahren degenerative Verdnderungen und Rupturen in der Rotatorenmanschette haben.
(Murrell G.A.C. & Walton J.R., 2001), so dass eine Altersabhéngigkeit unterstellt
werden muss. Besonders hiufig ist dabei die Supraspinatussehne (SSS), die am
weitesten anterior liegt, von degenerativen Verdnderungen betroffen. Funktionell ist sie
wesentlich an der Abduktion und AuBenrotation im Schultergelenk beteiligt (Rowe
C.R., 1988; Putz R. & Pabst R., 1993).

Unabhiingig von der bislang unzureichend bekannten Atiologie der Partialrupturen oder
kompletten Rupturen der Rotatorenmanschette miissen diese bei Versagen konservativer
Therapiemaflnahmen operativ behoben werden, um einen anndhernd normalen
Bewegungsumfang und eine Schmerzlinderung zu erreichen. Dieser operative Eingriff
beinhaltet eine Naht bzw. Reinsertion der rupturierten Sehne. Die Nachbehandlung
besteht in einer 6 bis 12-wochigen postoperativen Immobilisation der Schulter mit
erheblichen personlichen und volkswirtschaftlichen Konsequenzen. Selbst nach
kompletter Ausheilung erreicht die Kraft des Armes nicht das Ausmal} der gesunden
Schulter. (Rokito A. et al., 1999). Eine zusitzliche Problematik besteht darin, dass es
trotz sorgfiltiger Reinsertion und Rehabilitation hdufig zu einer erneuten Ruptur
kommen kann (Rickert M. et al., 1998; Gerber Ch. et al., 2000; Jost B. et al., 2000;
Murrell G.A.C. & Walton J.R., 2001).

In vorangegangenen Untersuchungen am Tiermodell, bei denen die Supraspinatussehne
nach Desinsertion am Knochen durch einen Fadenanker am Humeruskopf reinseriert
wurde, war eine Ausdehnung der fibrokartilagindren Ansatzzone in der Sehne zu

beobachten (Fuhrmann R. et al., 2002).
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Diese Verdanderung der Gewebezusammensetzung ist moglicherweise eine Erklarung fiir
die Rerupturen, da Faserknorpel zwar vermehrt druckstabil ist, jedoch nicht die fiir die
Sehne typische Zugelastizitit aufweist. Die biomechanischen Ausrissversuche der
reinserierten Supraspinatussehne am Kaninchen bestétigten diese Theorie, da zu
erkennen war, dass selbst nach 12 Wochen die Gewebestabilitidt nicht der unverletzten
Gegenseite entsprach (Carpenter J.E. et al., 1998; Fuhrmann R. et al., 2002; Uhthoff
H.K. et al., 2002).

Um den Einfluss der operativen Intervention auszuschlieBen und eine Aussage zur
Spontanheilung der Supraspinatussehne nach kndchernem Ausriss machen zu kdnnen,
wurde die Sehne ohne Reinsertion am Humeruskopf abgetrennt und aus dem Verbund
der Rotatorenmanschette so geldst, dass sie sich retrahieren konnte. Zur Kontrolle
wurden gesunde Schulterpriparate des Kaninchens der gleichen Altersklasse
entnommen und mituntersucht.

Es stellt sich dabei die Frage, welches die molekularen und zelluldiren Mechanismen
sind, die nach der Durchtrennung der Supraspinatussehne auftreten und die die

nachfolgend einsetzenden Heilungsvorginge charakterisieren.

4.2. Die Supraspinatussehne als Teil der Rotatorenmanschette

Articulatio
acromk:klavlkulare

Riss in der Ligg.coraco-
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ADD. 1 Schulteraufsicht von vorne. Zu sehen ist Abb. 2 Rotatorenmansché:[te. Ubersicht.

die Lage der Supraspinatussehne. Hier mit Sie besteht aus dem M. supraspinatus, M.

einem Riss abgebildet. Modifiziert infraspinatus, M. teres minor und dem M.

iibernommen aus http://www.skihealth.com subscapularis. Ubernommen aus
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4.2.1. Funktion und Aufbau der Supraspinatussehne

Der M. supraspinatus entstammt der Fossa supraspinata am Schulterblatt. Er entwickelt
eine Endsehne, die unter dem kndchernen Schulterdach (Akromion) hinweg zum oberen
Feld des Tuberculum majus am Humeruskopf zieht. Durch ihre Lage ist die
Supraspinatussehne in die kapsuloligamentiren Strukturen integriert.

Der M. supraspinatus ist bevorzugt ein Abduktor des Schultergelenks und ist bei der
Hebung des Armes nach vorne au3en beteiligt. Zusétzlich rotiert er den adduzierten Arm
nach auflen (Abb. 1+2). Zwischen dem korakoakromialen Bogen und der SSS liegt die
Bursa subacromialis (Abb. 6). Bei Abduktion im Schultergelenk erfolgt durch das
Einschwenken des Tuberkulum majus unter das Akromion eine mechanische Einengung
der Bursa und der Rotatorenmanschette. Dies ist besonders ausgeprigt zwischen einer
Abduktion von 60° und 90°. Ab 90° Abduktion wird das Schulterblatt im Schultergelenk
mitgedreht und entlastet dabei die Bursa subacromialis und die SSS (Abb. 7)(Lippert H.,
1996).

Sehnen dienen der Zugkraftiibertragung zwischen dem Muskel und dem Knochen und
ermoglichen dadurch Gelenkbewegungen. Die sehnige Endstrecke des Muskels kann in
Abhidngigkeit von den anatomischen Gegebenheiten eine unterschiedliche Dicke und
Lénge haben, um so die erforderliche Funktion zu ermdglichen. Charakteristisch fiir
Sehnen sind eine hohe mechanische Belastbarkeit und eine groBe Zugelastizitit.
Makroskopisch sind sie weill-glinzend und von faser-elastischer Konsistenz.

Sie bestehen zum grofiten Teil aus Kollagen Typ I (65-80% der Trockenmasse) und
Elastin (1-2% der Trockenmasse) (Junqueira L.C. und Carneiro J., 1996 a; Loffler G.
und Petrides P., 1997), das in eine Wasser-Proteoglykan-Matrix eingebettet ist.
Zwischen den Kollagenfibrillen liegen wenige ovalidre Tenozyten (Kannus P., 2000).
Die unmittelbare fibrokartilagindre Ansatzzone der Supraspinatussehne (SSS) besteht
zum grofiten Teil aus nichtmineralisiertem Faserknorpel, der hauptsichlich aus Kollagen
Typ II besteht. Die Kollagenbiindel ziehen der Konvexitit des Humeruskopfes folgend
bogenformig von der Sehne zum Tuberkulum majus. Zusétzlich sind im Faserknorpel
noch Proteoglykane vorhanden, welche speziell mit dem Kollagen Typ II in Verbindung
treten (Junqueira L.C. und Carneiro J., 1996 b; Loffler G. und Petrides P., 1997;
Fuhrmann R. et al., 2002).
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Faserknorpel hat sowohl Eigenschaften von dichtem Bindegewebe als auch von
hyalinem Knorpel. Weitere Lokalisationen von Faserknorpel sind neben den Disci
intervertebrales die kndchernen Ansidtze verschiedener Bénder und Sehnen sowie die
Symphysis pubica. Weiterhin ist Faserknorpel innerhalb von Sehnen und Ligamenten zu
finden, an denen diese einer vermehrten Druck- oder Scherbelastung ausgesetzt werden.
Dazu gehort beispielsweise der retromalleolédre Verlauf der Tibialis posterior-Sehne oder
das Lig. suprascapularis (Junqueira L.C. und Carneiro J., 1996b; Benjamin M. &
Ralphs J.R., 1998; Clark J. & Stechschulte jr.D.J., 1998; Kannus P., 2000).

Der Ansatz der Supraspinatussehne am Knochen kann in vier Regionen eingeteilt
werden (Woo SL. et.al., 1987). Die erste Region besteht aus der Sehne selbst, als zweite
Region wird der nicht mineralisierte Sehnenknorpelansatz bezeichnet, iibergehend in die
dritte Region, die aus dem mineralisierten Sehnenknorpelansatz, beginnend mit der

Tidemark, besteht. Die vierte Region ist der Knochen selbst.

Wachstumsfuge

Faserknorpelansatz

: o0 Knochen und
& @' T Knochenmark

Supraspinatussehne

Gelenkknorpel

Abb. 3 Schematische Darstellung des Sehnenansatzes der Supraspinatussehne (SSS) am Humeruskopf.

In der ersten Region, der Sehne, liegen die schmalen und lédnglichen Tenozyten
vereinzelt zwischen den parallel angeordneten Kollagenfasern. In Nédhe des kndchernen
Ansatzes werden die Zellen runder (chondrozytendhnlich) und liegen verstreut oder

paarweise im Bindegewebe. Bei einer gesunden Supraspinatussehne ziehen die Fasern in
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den kndchernen Ansatz hinein, und bilden somit eine feste Verankerung (Abb. 4) (Clark
J. & Stechschulte jr. D.J., 1998; Oguma H. et al., 2001). Sie zichen bis in die Lamellen
des Knochens. Auf diese Art und Weise wird eine starke und reiBfeste Verbindung
hergestellt. Im Faserknorpelansatz liegen die Fasern in einer Rasterform vor, bei der die
Fasern teilweise senkrecht zueinander stehen (Abb. 5) (Junqueira L.C. und Carneiro J.,
1996b).

Faserknorpel ist im Gegensatz zum Sehnengewebe dadurch charakterisiert, dass
Chondrozyten zwischen den Sehnenfasern ausdifferenziert und diese in eine
knorpeltypische Matrix eingebettet sind. Die Kollagenfaserbiindel treten quantitativ in
den Hintergrund (Junqueira L.C. und Carneiro J., 1996 b; Akeson W. et al., 2001).

if 4 -9 "
- -..’ A o .1
ADD. 4 Ubersicht aus der physiologischen one der
fibrokartilagindren Zone des gesunden Supraspinatussehne mit den senkrecht

Supraspinatussehnenansatzes. Farbung H&E-

9 > zueinander stehenden Fasern (¥). Die
ObjektivvergroBerung 5X

Knorpelfasern sind an den rétlich gefarbten
Fasern zu erkennen. Objektivvergroferung 10 X.
Azan-Farbung
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4.2.2. Funktion und Aufbau der Bursa subacromialis als Teil des

Schultergelenkes

Die Supraspinatussehne steht in engem Kontakt mit ihrer Umgebung. Wéhrend ihres
Verlaufes unterhalb des korakoakromialen Bogens und iiber dem Humeruskopf wird sie
kranial durch die Bursa subacromialis iiberdeckt (Abb. 6). Vermutlich dient die Bursa
dazu, die SSS wihrend der Abduktionsbewegung des Arms gegeniiber dem kndchernen
Schulterdach abzupolstern (Abb. 7). Deshalb kann man sie aus klinischer Sicht neben
der Tatsache, dass sie die grofite Bursa im Organismus ist, als essentielle Struktur fiir
das Schultergelenk betrachten (Birnbaum K. & Lierse W., 1992).

Unter physiologischen Bedingungen ist die Bursa ein diinner, lang gezogener, mit
mukdsem Sekret gefiillter Hohlraum im Subacromialbereich. Sie liegt kaudal des
Schulterdaches. Ventral und anterior wird die Bursa durch das

Lig. coracoacromiale begrenzt. Sie liegt kranial iiber der SSS und ihrem Ansatz und

bedeckt auch Anteile des M. infraspinatus.

Die Bursa subacromialis ist ein Schleimbeutel mit Driisenfunktion. Da sie sich hdufig im
Zusammenhang mit Defekten in der Rotatorenmanschette entziindlich verdndert, ist es
naheliegend zu vermuten, dass die Bursaentziindung die Sehne in irgendeiner Weise
beeinflusst. Dies wurde auch schon in der Literatur hypothetisch erwogen (Uhthoff HK
et al., 2000; Kobayashi K. et al., 2001; Yanagisawa K. et al., 2001).

Eine besondere Rolle scheint die mukdse Bursa subacromialis in der Pathogenese von
Subakromialsyndromen zu besitzen. Durch ihre Lage ist sie bei einer Abduktion des
Arms einer mechanischen Beengung durch das Einschwenken des Tuberkulum majus
unter das kndcherne Schulterdach, dem sogenannten ,,Impingement®, ausgesetzt. Alle
Verdnderungen am Schultergelenk, die zu einer mangelnden Zentrierung des
Humeruskopfs in der Gelenkpfanne fithren, kénnen durch den Humeruskopthochstand
zu einer vermehrten mechanischen Belastung der Bursa mit Auslosung reaktiver
entzlindlicher Verdnderungen fiithren. Im Zuge einer solchen Entziindung verdickt sich
die Bursa und kann wie jede akute Bursitis zu Schmerzen sowie einer sekundiren

Bewegungseinschriankung fiihren (Rowe C.R., 1988; Birnbaum K. & Lierse W., 1992).
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Die Rolle, welche die Bursa subacromialis bei Defekten und degenerativen
Verdnderungen der Rotatorenmanschette hat, wurde noch nicht hinreichend geklért.

Es gibt Arbeiten, die belegen, dass diese beiden anatomischen Strukturen in engerem
Zusammenhang stehen als bisher vermutet wurde (Rowe C.R., 1988; Sakai H. et al.,

2001; Tillander B. et al., 2001; Yanagisawa K. et al., 2001).

Abb. 6 Schulteraufsicht von vorne mit
Darstellung der Bursa subacromialis. Zu sehen ist
die Lage zwischen Akromion und
Rotatorenmanschette (RM). Mit Anderungen aus
http://www.clevelandclinic.org {ibernommen

Abb. 7 Bewegungsumfang des Schultergelenkes
bei Abduktion. Die mechanische Einengung der
Bursa ist besonders zwischen 60° und 90°
ausgepragt. Ab 90° Abduktion im Schultergelenk
wird das Schulterblatt mitgedreht. Ubernommen
aus http://www.uni.rostock.de/.../anatomie
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4.2.2.1. Differenzierung von Zellen des Bindegewebes und des
Stiitzgewebes unter dem Gesichtspunkt der chondrogenen

Metaplasie

Zellen des Binde- und Stiitzgewebes stammen entwicklungsgeschichtlich aus
Mesenchymgewebe, welches frilhembryonal aus dem Mesoderm hervorgeht. Aus
mesenchymalen Vorlduferzellen entwickeln sich eine Vielzahl von Zellen wie
Fibroblasten, Chondrozyten, Osteoblasten oder Myoblasten (Abb. 8). Es wird vermutet,
dass eine Metaplasie zwischen verschiedenen Zellarten mdglich ist. So konnen
Fibroblasten bei bestimmten Stimulationen zu Zellen differenzieren, welche den
Chondrozyten sehr dhnlich sind und umgekehrt (Benya P.D. et al., 1978). Dies kann in
der Zellkultur beobachtet werden. In vivo wird dieser Mechanismus auch diskutiert, und
konnte z.B. bei der fibrokartilagindren Umdifferenzierung von Sehnenansatzzonen eine
Rolle spielen.

Knorpelzellen konnen auch zu hypertrophen Knorpelzellen differenzieren, was im
Wachstum, besonders der Rohrenknochen, essentiell fiir die Kalzifikation und spétere
Mineralisation ist (Reddi A. et al., 1977; Weisser J.et al., 2002). Beim adulten
Organismus ist eine solche Differenzierung meist pathologisch bedingt und kann zu

Mineralisationen im Gewebe fiithren (Girkkontaite 1. et al., 1996; Aigner T. et al., 1998).

TGEFB )
@ Mesenchymale Vorlauferzelle
bEGF

Fibroblast / - .
[,;erfgw‘:;’ @-—-—-’ @ Chondrozyt BMP

\

Hypertropher
Chondrozyt

Abb. 8 Differenzierungsschema fiir die aus mesenchymalen Vorlduferzellen
entstandenen Zellen.

10




Einleitung

4.2.2.2. Heilung und Regeneration von Sehnen

Sehnen sind bradytrophes Gewebe und regenerieren somit sehr langsam bis gar nicht.
Die Heilung der Sehnen erfolgt in drei biologischen Phasen:

1. die zelluldre Reaktionsphase,

2. eine Phase in der Faserproteine synthetisiert werden und

3. abschlieBBend die Restrukturierungsphase.
Die erste Phase, bestimmt durch die Entziindungsreaktion, ist bis zum 7. postoperativen
Tag abgeschlossen. Sie wird durch die Fibroplasie und eine schnelle Fibrillogenese
abgelost. Ab dem 12. postoperativem Tag beginnt die parallel laufende Reorganisation
der Fasern (Hefti F. und Stoll T.M., 1995). Erst wenn diese abgeschlossen ist, ist die
Sehne wieder anndhernd funktionsfdhig. Der klassische Ablauf der Sehnenheilung ist
nur begrenzt auf die Supraspinatussehne zu iibertragen, da die degenerativen
Verianderungen iiberwiegend in dem Faserknorpelansatz auftreten. Untersuchungen am
Tiermodell zeigten eine postoperative unspezifische Zellreaktion in der ersten Woche.
Eine Restrukturierung und ein vermehrtes Vorhandensein von Kollagen Typ II konnten
in zunehmendem MalBe erst ab der zweiten postoperativen Woche beobachtet werden,
und selbst nach sechzehn Wochen war die urspriingliche Struktur nicht komplett
wiederhergestellt. Es zeigte sich eine Verschiebung der EZM- Synthese zu Gunsten der
Knorpelkomponenten (Carpenter J.E. et al., 1998;Uhthoff HK et al., 2000; Thomopoulos
S. et al., 2002; Uhthoff H.K.et al., 2002).

Die SSS der menschlichen Rotatorenmanschette ist nur bedingt regenerationsfihig
(Rowe C.R., 1988; Yamanaka K. & Matsumoto T., 1994; Rickert M. et al., 1998; Rokito
A. et al., 1999). Thre anatomisch exponierte Lage unter dem kndchernen Schulterdach,
die schlechte Blutversorgung, eine geringe Zellzahl im Faserknorpel und degenerative
Verianderungen sind moglicherweise fiir die unzureichende Regeneration verantwortlich
zu machen. Daraus erklart sich auch das schlechte Ansprechen von
Rotatorenmanschettenlidsionen auf konservative Behandlungsmethoden (Carpenter J.E.

et al., 1998; Akeson W.et al., 2001).
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4.3. Extrazellulare Matrix (EZM) der Sehnen

4.3.1. Die Kollagene

Kollagene sind Strukturproteine der extrazelluldren Matrix, die mindestens eine Doméne
von tripelhelikaler Struktur aufweisen. Diese Proteinfamilie stellt mit 30-50% den
Hauptanteil der Proteine eines Vertebratenorganismus.

Charakteristisches Merkmal der Kollagene sind lange tripelhelikale Strukturen
unterschiedlicher Lange, in denen sich drei anndhernd lineare Polypeptidketten, auch a-
Ketten genannt, umeinander winden, um eine Dreifachhelix zu bilden (Hofman H.,et al.,
1978; Kiihn K., 1986; v.d.Mark K., 1999).

o- Ketten enthalten vor allem Glyzin in jeder dritten Position, was die klassische
repetitive Struktur der Kollagene (Gly-X-Y), ergibt. Prolin stabilisiert mit seinen
Bindungswinkel in der Peptidkette die o-Ketten. Das 4-Hydroxyprolin bildet
Wasserstoftbriicken aus und bewirkt die thermische Stabilitdt der Kollagene. (Junqueira
L.C. und Carneiro J., 1996 a; Loffler G. und Petrides P., 1997). Es sind bis jetzt 25 a-
Ketten bekannt, welche, je nach Kombination, die inzwischen iliber 20 bekannten
Kollagentypen bilden. Diese werden nach Strukturmerkmalen in folgende Gruppen

eingeteilt (Tab.1) (v.d.Mark K., 1999).

Gruppe Kollagen Typ

e Fibrillenbildende Kollagene LILII0, V, XI

e FACITs (Fibrillen- assoziierte- Kollagene mit IX, XIL, XIV, XVI, XIX
unterbrochener Tripelhelix)

e Netzwerkbildende Kollagene IV, VIII, X

e ,beaded filament-forming Collagen* VI

e Kollagene mit Tranmembrandoméinen XIII, XVII

e Verankerungsfibrillenbildende Kollagene der VII
Basalmembran

e Sonstige XV, XVIII

Tabelle 1: Einteilung der Kollagene nach Strukturmerkmalen
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Kollagene werden aus einer Vielzahl von Zellen als Pro-Kollagen mit Amino- (NH,-)
und Carboxyl- (COOH-) Telopeptiden im rauhen endoplasmatischen Retikulum (rER)
synthetisiert und sezerniert. Extrazellular wird das Propeptid gespalten, wobei das reife
Kollagenmolekiil entsteht. Dieses faltet sich eigenstindig zu Kollagenfibrillen mit einem
Durchmesser von 10-300 nm aus (Abb. 9) (Fessler J.H..,et al., 1985; Doege K.J.et al.,
1986). Bei Kollagen Typ III und V gibt es auch Hinweise darauf, dass das Propeptid im
reifen Kollagen noch vorhanden ist. Dies kann eine Rolle bei der Fibrillogenese oder der

Kontrolle der Kollagensynthese spielen.

Langsschnitt Querschnitt

A

Proteoglykane und

Glykosaminglykane
B
Cc
D

3 Proteoglykane und

" Glykosaminglykane

E

Abb. 9 Bildung von Kollagen Typ L. (A) Aminoséiuren bilden a-Kette. Schwarz sind
die Glyzine, welche jede dritte Position einnehmen. (B)(C) Drei a-Ketten vereinigen
sich, um ein rechtsdrehendes Kollagenmolekiil zu bilden. Die Kollagene sind von
Proteoglykanen und Glykosaminglykanen umgeben. (D) Die Kollagenmolekiile
vernetzen sich zu Mikrofibrillen. (E) Kollagenfibrille. Die Mikrofibrillen sind mit
Proteoglykanen und Glykosaminglykanen umgeben.

Mit Anderungen entnommen. (Kannus, 2000)

4.3.1.1. Kollagen Typ 1

Kollagen Typ I ist das am ldngsten bekannte, meist vorhandene und best untersuchte
Kollagen der Vertebraten. Es wird aus zwei al-Ketten und einer a2- Kette
zusammengesetzt (Kuivaniemi H.et al., 1988). Es bildet zu 90% die Grundmasse von
Knochen und Sehnen und ist das Hauptkollagen der Haut, der Ligamente und Sehnen,
der Hornhaut und des interstitiellen Bindegewebes. Es wird von fast allen
Bindegewebszellen, besonders aber von Fibroblasten, Osteoblasten und Odontoblasten
in unterschiedlicher Quantitit synthetisiert. Es ist auch in retikuldren Fasern, mit

Ausnahme des hyalinen Knorpels und des Gehirns vorhanden (v.d.Mark K., 1981).
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Neben biomechanischen Funktionen des Kollagen Typ I, ist dieses auch essentiell an der
Embryogenese des Gewebes und der Organe, der Zellproliferation, der Zellmigration,

der Wundheilung und der Hamostasis beteiligt.

4.3.1.2. Kollagen Typ 11

Kollagen Typ Il wird vor allem im hyalinen Knorpel gefunden, dessen Trockenmasse zu
80 % aus Kollagen Typ II besteht (v.d.Mark K., 1981; Junqueira L.C. und Carneiro J.,
1996 b; Loftler G. und Petrides P., 1997; v.d.Mark K., 1999). Es ist dem Kollagen Typ I
in Grofe und biomechanischer Eigenschaft sehr dhnlich. Es ist im Gegensatz zum
Kollagen Typ I ein Homotrimer bestehend aus drei a1(Il)-Ketten. Das adulte Kollagen
Typ Hal (B) unterscheidet sich vom embryonalen Typ Ilal (A) durch das Fehlen einer
zusitzlichen 69 Aminosduren langen Domidne der N-terminalen Propeptidregion
(Maureen C. et al., 1990).

In Knorpelgewebe ist die EZM aus Hybridfibrillen, bestehend aus Kollagen Typ II
(95%), IX (1%) und XI (3%) sowie VI, X und den Proteoglykanen zusammengesetzt
(Loffler G. und Petrides P., 1997).

4.3.1.3. Kollagen Typ X

Kollagen Typ X wird nur von hypertrophen Chondrozyten produziert. Es ist ein kurzes
homotrimeres Kollagen mit physiologischem Vorkommen nur im Knorpel der
Wachstumsfuge der Rohrenknochen, den Rippen, der Wirbelsdule und in der
Regeneration von Knorpel bzw. Knochen (Kiihn K., 1986; Loffler G. und Petrides P.,
1997).
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4.3.1.4. Proteoglykane

Einleitung

Proteoglykane sind ein Komplex aus Glykosaminoglykanen und Proteinen, welche, je

nach Lokalisation im Organismus, unterschiedlich zusammengesetzt sind. Im Knorpel

bilden Proteoglykane einen Komplex mit Hyaluronsdure und Kollagen Typ II (Abb. 10).
Diese Komplexe sind sehr starke und flexible Verbande (Ruoslahti E., 1988; Loffler G.

und Petrides P., 1997). Glykosamioglykane sind Polysaccharide, dessen Bausteine aus

abgewandelte Monosacchariden bestehen.

Keratansulfat

[ - Bindeprotein

Hyaluronsaure

Abb. 10 Schema der Struktur des Proteoglykans Aggrecan aus dem Knorpel, bestehend aus einem
Kernprotein, an das verschiedene Glykosaminoglykanseitenketten gebunden sind (Chondroitin-,
Keratansulfat). Mit Anderungen iibernommen aus Roche Lexikon ®
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4.4. Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind eine Gruppe von potenten hormondhnlichen Polypeptiden,
welche ein breites Spektrum von biologischen Abldufen regulieren. Sie werden von

Zellen produziert und wirken als mitogene und differenzierende Faktoren.

4.4.1. BMPs (Bone Morphogenetic Proteins)

BMPs sind Teil der TGF B (transforming growth factor B)- Superfamilie, einer Gruppe
von Peptidwachstumsfaktoren, unter denen 30 BMPs identifiziert wurden (Ducy P. &
Karsenty G., 2000).

Mitglieder der TGF B-Superfamilie werden aus einem groen Vorgidngermolekiil
synthetisiert und durch proteolytische Spaltung des Propeptids in die reife und aktive
Form iiberfithrt. BMPs bestehen aus Dimeren, welche iiber sieben Disulfidbindungen
verbunden sind. Sie sind entweder als Homodimere sowie auch als Heterodimere aktiv,
wobei letztere aktiver sind (Riley E. et al., 1996; Wozney J. & Rosen V., 1998).

Die Wirkung von BMPs wird {iber einen transmembranalen Serin-Threonin-Kinase-
Rezeptor iibermittelt (Abb. 11). Dieser besteht aus einem Heterodimerkomplex, der sich
aus Rezeptor Typ I (BMPR I A+B) und Rezeptor Typ II (BMPR II) zusammensetzt
(Groeneveld E.H.J. et al., 2000; Nakayama T. et al., 2000). Intrazelluldr erfolgt die
Signaltransduktion liber Smad-Proteine, welche regulierende Funktionen haben (Abb. 8)

(Nakayama T. et al., 2000).

IThren Namen verdanken die BMPs, auch OPs (Osteogenetic Proteins) genannt, ihrem
Entdeckungsort in demineralisierter Knochenmatrix. Urist et al. (1965) zeigten, dass
Knochenmatrix, wenn sie subkutan bzw. intramuskulédr bei Nagern injiziert wurde, zu
einer ektopen Knochenbildung fiihrte.

AuBer ihren chondrogenen und osteogenetischen Wirkungen sind noch zusétzliche
Funktionen bekannt. Einfluss haben sie unter anderem bei der Embryogenese des

normalen Skeletts und der Organogenese. In der Organogenese ist auch ein Synergismus
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mit FGFs (Fibroblast Growth Factor) bekannt (Riley E.et al., 1996; Wozney J. & Rosen
V., 1998; Duncan St. & Watt A.J., 2001; Gould S.E. et al., 2002).

Typ ll
Rezeptor

Smad4

Zellkern

Abb. 11 Signaltransduktion der BMPs iiber
Rezeptoren I und II. Intrazelluldr verlduft die
Transduktion liber SmadProteine in den Zellkern.
Mit Anderungen entnommen. http://www.ahsu.edu

Abb. 12 BMP-2 Strukturmolekiil. Mit freundlicher
Genehmigung von Dr. med. P.Hortschansky.

4.4.2. BMP-2 und BMP-7

Aus Sicht der Chondrogenese sind das BMP-2 und das BMP-7 (OP-1) von besonderem
Interesse. Beide sind sich sehr dhnlich und dafiir bekannt, Knorpelgewebe zu induzieren.
Préparationen aus isolierten bovinen BMPs haben gezeigt, dass diese aus Dimeren
bestehen, wobei die 18kd Untereinheit dem BMP-7 und die 16kd Untereinheit dem
BMP-2 entsprechen. In der Literatur ist auch beschrieben, dass Heterodimere mit
BMP-2 und BMP-7 eine stirkere Wirkung entfalten als die jeweiligen Homodimere
(Abb. 12) (Cook St. & Rueger D., 1996; Groeneveld E.H.J. & Burger E.H., 2000).

Untersuchungen am BMP-2 (Homodimer 32kd, aktive Form 114 Aminosduren) haben

gezeigt, dass es neben seiner Funktion wéhrend der Embryogenese bei der
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Differenzierung von Osteoblasten und damit bei Heilungen von Knochenbriichen eine
bedeutende Rolle spielt (Riley E.et al., 1996; Ducy P.& Karsenty G., 2000). Es hat einen
chemotaktischen Einfluss auf reife Osteoblasten (Sampath K. et al., 1992; Groeneveld
E.H.J. & Burger E.H., 2000). Ein Synergismus zwischen bFGF und BMP-2 wurde
bereits beschrieben (Groeneveld E.H.J. & Burger E.H., 2000).

BMP-7 (Homodimer 36 kd) gehort zu den meist untersuchten BMPs. Seine Wirkung ist
wihrend der Embryogenese und bei Heilungsprozessen unumstritten. Neben dem
Knochen und dem Knorpel ist es im adulten Organismus neben Nervenzellen und
Sehnen auch in der Niere vertreten; hier ist es wichtig fiir die Regeneration nach einem
ischdmischen Infarkt (Aspenberg P. & Forslund C., 2000; Gould SE. et al., 2002). Der
Einfluss von BMP-7 auf die Sehnenheilung wurde mit unterschiedlichen Ergebnissen
erforscht. Aspenberg et al. (2000) beobachteten eine Knochenbildung in Achillessehnen.
Andere Untersuchungen haben gezeigt, dass BMP-7 eine stirkere osteoinduktive
Wirkung auf Gewebe als mechanische Stimuli hat (Forslund C. & Aspenberg P.1998;
Aspenberg P. & Forslund C.2000).

4.4.3. Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)

Das bFGF (Abb. 13) (basic fibroblast growth factor) gehort der Gruppe der FGFs
(fibroblast growth factor) an, die aus 23 Mitgliedern besteht. Gemeinsam ist ihnen ein
120 aa Kern mit sechs identischen Aminoséduren. Thre Signaltransduktion erfolgt iiber
vier Tyrosin-Kinase-Rezeptoren.

bFGF besteht aus einem 146 Aminosduren langem Polypeptid (18 kd) und ist in vielen
Zellen und Bindegeweben vorhanden. Beteiligt ist es an vielen Funktionen im
Organismus. Zusammen mit den BMPs gehort es mit zu jenen Faktoren, welche die
Entwicklung der meisten Organe und des Skeletts lenken (Broadley K.N. et al., 1989;
Martin G.R., 1998). Neben der Embryogenese ist die Beteiligung von bFGF bei der
Heilung von Wunden und in der Angiogenese schon lange bekannt. Neuere Erkenntnisse
haben dessen mitogene Wirkung auf Chondrozyten und den Einfluss auf
Umdifferenzierungen in der Matrix gezeigt (Wang J-S. & Aspenberg P., 1993; Shida J.
et al., 2001).

18




Einleitung

Die Wirkung des bFGF auf die Kollagen-Typ-II-Expression wird in der Literatur
beschrieben, wobei durch die unterschiedlichen Methoden abweichende Ergebnisse
beschrieben wurden. /n vitro Untersuchungen ergaben eine hemmende Wirkung auf die
Kollagen-Typ-II-Expression sowie auf die Enddifferenzierung der Chondrozyten (Desai
S., 2001; Shida J. et al., 2001). /n vivo Untersuchungen hingegen zeigten eine
stimulierende Wirkung auf die Kollagen-Typ-II-Expression (Shida J. et al., 1996;
Hanada K. et al., 1997; Nakajima F. et al., 2001; Shida J. et al., 2001). bFGF kann
indirekt auf die Knochenheilung wirken, indem es mesenchymale Zellen stimuliert,
welche spéter in Chondrozyten umgewandelt werden kdnnen (Wang J-S. & Aspenberg
P., 1993; Mundy G., 1996). Chan et al. (1997) zeigten in vitro eine fordernde Wirkung
von bFGF auf die Heilung von Sehnen (Chan B. et al., 1997).

4.4.4. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Die Gruppe der VEGFs (Abb. 14) sind Endothelzellen- spezifische Mitogene und
Ausloser der Gefalineubildung sowie Mediatoren der GeféaBpermeabilitit. Sie werden als
glykosylierte Proteindimere in einer Grofe von 46-48 kd sezerniert. Es sind fiinf
verschiedene Isoformen mit 121, 145, 165, 189 und 206 aa bekannt. Sie sind essentiell
in der Angiogenese, bei der weiblichen Reproduktion und wéhrend der enchondralen
Ossifikation. Letztere erfolgt {iber die Differenzierung von hypertrophen Chondrozyten.
VEGF ist zum Uberleben von Endothelzellen in vitro sowie in vivo notwendig. Es
besitzt auch eine chemotaktische Wirkung auf Monozyten. Thre Signaltransduktion
erfolgt iiber zwei Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (VEGFR-1 und VEGFR-2) (Ferrara N. &
Gerber H-P., 2001; Petersen W. et al., 2002).

Normale Sehnen, besonders in Regionen des Faserknorpels, haben nur eine geringe
Anzahl von Gefdllen. Dies macht sie moglicherweise zur Pradilektionsstelle fiir
degenerative Verdanderungen und Rupturen. Untersuchungen iiber die VEGF-Expression
in gesunden und gerissenen Sehnen haben gezeigt, das VEGF in gesunden Sehnen nur in
sehr geringem Male vorhanden ist, wiahrend der Heilungsphase jedoch verstérkt
exprimiert wird (Pufe T. et al., 2001). Eine Erkldrung hierfiir konnten Zytokine und
Wachstumsfaktoren sein, welche durch Trauma und Entziindung die Expression des

VEGF hervorrufen. VEGF gilt auch als Marker fiir Entziindungen, da hier bei
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gesteigerter Stoffwechselaktivitit GefdBle bendtigt werden, um fordernde Substanzen

und Zellen herbeizufiihren sowie Abbauprodukte abzutransportieren.

Abb. 13 Dreidimensionale Strukturform des Abb. 14 Dreidimensionale Strukturform des VEGF.
bFGF. Ubernommen aus Ubernommen aus http://www.mdc-berlin.de
http://www.biochem.wustl.edu

4.5. Reaktion auf Trauma und Entziindung des Sehnengewebes

4.5.1. Entzindungsreaktion nach Lasion der SSS

Unter Entziindung versteht man den Abwehrmechanismus des Organismus gegen einen
mechanischen, chemischen oder physikalischen Schadstoff. Diese Noxe kann endogen
(Urdmie) oder exogen (Trauma) zugefiihrt werden. Dem Kd&rper stehen zur Abwehr ein

humorales und ein zelluldres System zur Verfiigung.

Neben systemischen Symptomen wie z.B. Fieber, findet eine humorale Verdnderung im
Organismus statt. Leukozyten und Makrophagen werden an den Entziindungsort
gelockt. Zellen vor Ort, oder auch neu eintretende Zellen sezernieren Mediatoren,
sogenannte Zytokine, welche in den Vorgang mit eingreifen. Unter anderem sind
Interleukine (IL), welche durch Leukozyten gebildet werden, bei der Aktivierung von
Entziindungsprozessen wichtig. Hierzu gehort auch das IL-1, welches unter anderem
von Makrophagen, Lymphozyten und Fibroblasten gebildet wird, und eine
entscheidende Rolle in der Himatopoese und auf den Entziindungsverlauf hat. Auf die
Expression von Bestandteilen der extrazelluldren Matrix, besonders dem Kollagen

Typ II, hat IL-1 eine hemmende Wirkung. Es kann durch IL-1 Einfluss sogar zur
Gelenkdestruktion kommen (Biihling K.J., 2000; Saadeddin S.M.et al., 2002).
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Neben den Schiadigungen des Gelenkknorpels ist auch eine Schiadigung des
Faserknorpels moglich. In der Literatur wird auch ein Zusammenhang zwischen BMPs
und IL-1B beschrieben. Untersuchungen zeigten, dass in Fibroblasten, welche mit IL-108
inkubiert wurden, eine Hochregulation der BMP-2 mRNA nachzuweisen war. Zusitzlich
scheint das BMP-7 an Nierenzellen eine hemmende Wirkung auf die IL-18 Expression
zu haben (Fowler MJ Jr. et al., 1998; Gould SE Day M et al., 2002).

Die Expression von IL-1 (Untergruppen IL-1a und IL-18) stimuliert Zellen zur weiteren
Zytokinsekretion (Abb. 12). Chemotaktisch ist es verantwortlich fiir die Migration von
Entziindungszellen sowie Monozyten an den Ort des Geschehens. Da IL-1 eine
bedeutende Rolle im Entziindungshergang spielt (Abb. 12), kann man dieses auch als
Entziindungsmarker verwenden (Lotz M., 2001; Saadeddin S.M. et al., 2002).

Die zellulire Antwort auf ein Trauma vermitteln meist Leukozyten und Makrophagen.
Diese konnen {iber ihre Oberflichenrezeptoren nachgewiesen werden. Bei den
Lymphozyten sind sie iiber clusters of differentiation (CD) klassifiziert. CD3 ist ein
Rezeptor auf den T-Lymphozyten und kann somit als Marker fiir eine spezifische
Immunantwort verwendet werden (Cambier J.C., 1992; Noll S. & Schaub-Kuhnen S.,
2000).

Uber die Erfassung der Aktivitit der Makrophagen, welche zu den Hilfszellen gehdren,
kann man genauere Einblicke in die Geschehnisse gewinnen. Makrophagen wandern ins
Gewebe ein, um dort Bakterien, Zellreste, Antigene und Immunkomplexe durch
Phagozytose zu entfernen (Bocker W. et al., 2001). RAM11 (Anti-Rabbit-Makrophage)

ist ein Oberflidchenrezeptor, iiber den man Makrophagen im Gewebe nachweisen kann.
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Blutgefalle:
Zunahme der Leukozyten-
Haftung, Steigerung der
Prostaglandinsynthese

N\ /7

Hypothalamus:
Fieber

Leber. Interleukin- Abnahme der im
Bildung von Akute- von Makrophagen Blut zirkulierenden
Phase- Proteinen gebildet Lymphozyten

Aktivierung van Stimulierung von Anstieg der

Konzentration neutrophiler

B-Lymphozyten T-Helfer-Zellen Granulozyten im Blut

Abb. 15 Ubersicht iiber Funktionen des IL-1. Dargestellt sind die vielseitigen Wirkungen des IL-1.
Abgeédndert iibernommen aus (Roche, 1999 ).

4.5.2. Apoptosevorgang bei Gewebsumbildungen

Im Zuge des normalen Zellzyklus und bei Gewebsneubildungen gehen Zellen unter und
miissen ersetzt werden. Dieser Vorgang wird Apoptose genannt und muss von der
Nekrose unterschieden werden. Nekrose entsteht im Zuge eines Gewebstraumas, bei
dem der Zelltod von auBBen hervorgerufen wird. Bei der Apoptose hingegen begibt sich
die Zelle selbsténdig in den Untergang.

Die Apoptose ist ein sehr komplexer Vorgang, bei dem eine hohe Anzahl von
proteolytischen Enzymen mit beteiligt sind. Eine zentrale Rolle spielen hierbei die
Caspasen, welche in einer Kette von Reaktionsschritten die Zelle proteolytisch spalten.
Es entstehen pyknotische Zellen, charakterisiert durch Schrumpfung des Zellkerns unter
Verdichtung und Zusammensintern des Chromatins zu einer homogenen, stark
farbbaren, unregelmifig konturierten Masse.

Bei der Spaltung der DNA entstehen in hohem Malle freie 3°-OH Enden. Da dieser
Schritt nicht reversibel ist, gilt der Nachweis der freien Enden als eine Moglichkeit,
apoptotische Zellen nachzuweisen (Hengartner M.O., 2000).

Dies geschieht iiber enzymatische Inkorporation von markierten Nukleotiden an die

freien 3' OH Enden mittels der Desoxynucleotidyl Transferase (TdT). Uber einen
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Zweitantikorper, welcher die inkorporierten Nukleotide erkennt, (Anti- BrdU), kann
man diejenigen Zellen sichtbar machen in denen eine erhdhte DNS Fragmentierung
vorhanden ist. In apoptotischen Zellen steigt die Anzahl der freien 3°-OH Enden iiber
die Nachweisgrenze. Damit konnen Zellen, welche sich in Apoptose befinden sichtbar
gemacht werden.

So kann man unterscheiden, ob es sich bei Umdifferenzierungen im Gewebe um
Neubildungen nach Zelltod handelt oder ob eine Metaplasie stattfindet (Hengartner
M.O., 2000).
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5. Materialien

5.1. Gerite

Autoklav

Brutschrank
Eismachine

Gel Kammer

Histokinette
Kiihlplatte

Certoclav Sterilizer GmbH Tischcertoklav

Axiolab

Memmert GmbH Modell 400
Scotsman FRIMON AF 80

Bio-Rad Mini-Sub-Cell GT
Gerhardt Thermoshake THO5/THLS
Shanon Citodel 1000

Leica EG 1130

PCR (Polymerase-Chain-Reaktion)Machine Master Cycler Gradient, Eppendorf

Microtom

Mikroskop

Paraffinbehalter mit Wéarmeplatte
Spektralphotometer

Thermostat plus

Wasser-Filtrieranlage

Zentrifuge

5.2. Chemikalien

2-Propanol

Agarose

Borsaure

Bromphenol Blau

Chloroform
di-Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
DNA Marker

Essigsédure

Microm Typ HM 355

Zeiss Axiovert 200M

Leica EG 1120

Smart Spec' 3000 Bio-RaD
Eppendorf

TKA-LAB Reinstwassersystem Typ HP
6UV/VF

Eppendorf 5415D

Merck 1967540046

BIO-RAD High Strength Analytical
Agarose Control Nr. 161680A
Sigma Lot# 39H0134

Merck 1.11746

Merck K29322345

Merck K28272080

Carl Roth GmbH pUC19/Msp 1

Art. Nr. T149.1

Merck 72594862103
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Ethanol

Ethidiumbromid (Ethbr.)

Natrium Chlorid (NaCl)
Ethylendiamidtertraessigsdure (EDTA)
Glycerol

Kaliumchlorid (KCl)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH,P)
Methanol

Natriumhydrogenphosphat Dihydrat
Osteodec

Paraformaldehyd
Tris-hydroxymethyl-aminomethan
Trizol

Tween 20

Wasserstoffperoxid

Xylol

5.3. Enzyme

Albumin Fraktion V

Hyaluronidase

Trypsin

5.4. Farbungen

Eosin

Héamatoxylin nach Gill
Lichtgriin
Safraninlosung
Anilin-Orange-G Losung
Azocarmin

Anilinalkohol

Apotheke KIM

Carl Roth GmbH Art. Nr. 7870.1 10mg/ml
Merck K28431204045

Merck S05581046

Merck K28649392106

Merck F518033032

Merck F900877045

Merck K29889143

Merck K91420645106

Manfred Fremdling-Krankenhaus und
Laborbedarf. Fiirth/Landshut

Merck K28306405040

Merck K28265482042

Invitrogen / Life technologies Lot# 1106266
Merck S28933048

Merck ZU31011709

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig

Merck K28335418044
Sigma Lot# 30K7049
Sigma Lot# 39H74555

Chroma GmbH & Co.

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig
Dr. K. Hollborn & S6hne, Leipzig
Dr. K. Hollborn & Sohne, Leipzig
Dr. K. Hollborn & Sohne, Leipzig
Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig
Dr. K. Hollborn & S6hne, Leipzig
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5.5. Antikorper

bFGF 1gGlx

BMP 2 1gG2B

BMP 7 1gG1

CD3

Collagen Typ I Ig2ax

Collagen Typ Il 1gG1x

Fluoreszenz Antikorper IgG (H+L)

IgG Serum

RAM 11 (Makrophagen)IgGk

VEGF 65 1gG1

VEGF |, 1gG;

Oncogene, Research Produkt Lot# D13756-
1 monoklonal mouse anti-human 0,1 pg/mL
clone 3H3

R&D Systems Lot# CGC02 monoklonal
mouse  anti-human 500pug/mL clone
65529.111

R&D Systems Lot# DBL02 monoklonal
mouse anti-human 500pg/mL clone 80610
Dako Diagnostika GmbH Lot# 028
monoklonal mouse anti-human T-Cell
385ug/ mL clone PC3/188A

Oncogene, Research Produkts Lot#
D12319-1 monoklonal mouse anti-
human/rabbit Isotype 100ug/mL clone I-
8HS

Oncogene, Research Produkts Lot#
D09565-1 monoklonal mouse anti-
human/rabbit/mouse 1pg/mL clone 11-4C11
MoBiTec, Lot# F-2761Fluorescin goat anti-
mouse 2000 pg/mL

Calbiochem, Mouse IgG, Serum Lot#
B42236 10000 pg/mL

Dako, Macrophage Lot# 061 monoklonal
mouse anti-Rabbit 60pg/mL clone RAM11
Oncogene, Research Produkts Lot#
D13224-1 monoklonal mouse anti-human
200pug/mL

Clone JH121

Kamya Biomedical Company monoklonal
mouse anti-human/rabbit/rat 200ul/ml

Clone JH121
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5.6. Test Kits

Antifade Kit

Apoptose Detection Kit
Omniscript RT Kit

Hot Start Master Mix

5.7. Verbrauchsmateralien

Objekttrager
Paraffin
Stickstoff

Quarzsand

5.8. Computersoftware

Adobe Photo Shop 4.0

Diagramme

Literaturverwaltung

Mikroskopsteuerung

Quantifizierungsprogramm fiir Gele

Zellzidhlung

Antifadekit, MoBiTec (P-7481)

R&D Systems apoTacs "™ Lot # TA300
Quiagen Cat#205111

Quiagen Cat# 203443

Superfrost Plus, beschichtet, Menzel
Paraplast Plus, Merck

Linde

Merck TA1077836148

Adobe Systems, Inc.

SigmaPlot 2000 for Windows

Version 6.00

EndNote 4.0 ISI Research Soft USA
Axiovert Vision 3.0 Carl Zeiss Vision
GmbH

Quantity One® Quantitation Software V 4
BioRad

Optimas 5.0 Optimas Corporation
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6. Methoden

6.1. Entnahme der Praparate

6.1.1. Supraspinatussehne

Die Untersuchungen am Kaninchenmodell wurden an acht weilen New Zealand
Kaninchen unter Ketamin/Xylazin-Narkose durchgefiihrt. Nach sterilem Abwaschen
und Abdecken erfolgte in Seitenlagerung das Anlegen eines kleinen gradlinig
verlaufenden Hautschnittes vom Akromion zum lateralen Humeruskopf ziehend. Die
Subkutanschichten wurden in Schnittldngsrichtung durchtrennt. Es folgte ein stumpfes
Spalten des M. deltoideus parallel zum Faserverlauf, um das Darstellen der Insertion
der Sehne des M. supraspinatus am Tuberkulum majus humeri zu erméglichen. Die
Supraspinatussehne (SSS) wurde unmittelbar am kndchernen Ansatz scharf
abgetrennt und durch ihre Spontanretraktion auf komplette Durchtrennung iiberpriift.
Der Durchtrennungsort wurde an dieser Stelle gewdhlt, weil dies mit 68% die
haufigste Rupturlokalisation in der humanen Schulter ist (Rickert M. et al., 1998).

Um den Verlauf einer Spontanruptur zu simulieren, wurde die Sehne nicht refixiert.
Die Supraspinatussehnen wurde einschlielich ihres muskuldren Anteils sowie des
proximalen Humerusanteils 1, 2, 4, und 16 Wochen nach Einschliaferung der Tiere mit
einer Uberdosierung Ketanest entnommen. Die Eroffnung der Schulter bei der
Entnahme erfolgte nach dem gleichen Prinzip wie der operative Eingriff. Nach
Eroffnung erfolgte das subperiostale Darstellen des proximalen Humerus und das
Anlegen einer queren Osteotomie mit der oszillierenden Sdge. Nach Identifikation der
Langen Bicepssehne wurde diese tenotomiert. Die iibrigen Anteile der
Rotatorenmanschette wurden identifiziert und unter Schonung der kndchernen
Ansatzregion des M. supraspinatus vom Knochen abgeldst. Das Schultergelenk wurde
dann von kaudal her eroffnet und der Kapselapparat am Glenoid abgetrennt. Nun
konnte das Praparat mit dem Tuberkulum majus entnommen werden. Abschlielend
wurden die Prédparate parallel des Faserverlaufs der Supraspinatussehne halbiert. Die
jeweiligen Halften wurden einmal in 1% Paraformaldehyd fiir histologische

Untersuchungen und in fliissigem Stickstoff fiir die PCR tiefgefroren und bei —80°C
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gelagert. Fiir die Kontrollen wurden die Schultern von acht gleichaltrigen gesunden
weillen New Zealand Kaninchen entnommen und nach gleichem Prinzip wie die
postoperativen Schultern weiterbehandelt.

Antrag: Reg.Nr. 02-28/99 ,,Analyse und Einheilungsprozesse kortikal reinserierter
und klebstoffadaptierter Sehnen und Ligamente.*

Antragsteller: Prof. Dr. R.Venbrocks

Gelenkknorpel Wachstumsfuge

Abb. 16 Blick auf das erdffnete Schultergelenk und Darstellung des Durchtrennungsortes in der Insertion der SSS

6.1.2. Bursa subacromialis

Die untersuchten Bursae subacromiales stammten von 20 Patienten mit einem
chronischen Subakromalsyndrom unterschiedlicher Atiologie. Die Patienten waren
zwischen 42 und 70 Jahre alt. Gemeinsam waren ihnen bewegungsabhingige
Schulterschmerzen und Bewegungsseinschrinkungen. Nach  entsprechender
Diagnostik und Ausschopfen konservativer Behandlungsmallnahmen wurde ein
operatives Vorgehen indiziert.

Die Bursen wurden im Rahmen einer Arthroskopie mit anschlieBender Bursoskopie
des betroffenen Schultergelenks entnommen. Dabei wurde auch der intraartikulédre
Befund erhoben. Dieser umfasste die Beurteilung der gelenknahen
Rotatorenmanschette, der Bicepssehne, der Gelenkknorpelverhéltnisse, des
glenoidalen Kapselansatzes bzw. der Verstirkungsbinder sowie der Synovialis.

AnschlieBend erfolgte eine Uminstrumentierung, um einen Zugang zum
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Subakromialraum zu gewéhrleisten (Bursoskopie). Hierbei wurde der Zustand der
Bursa subakromialis als auch der bursaseitigen Rotatorenmanschette dokumentiert.
Die partielle Resektion der Bursa erfolgte mittels elektrisch getriebener

Rotationsfriasen bzw. Fasszangen.

6.2. Herstellung von Puffern und Lésungen

Es wurden folgende Losungspuffer hergestellt: (Angaben fiir einen Liter)

PBS (Phosphatgepufferte Saline) Puffer fiir alle Methoden auBBer dem Apoptose-Test:
PBS (pH 5,0): 6,66 umol Na,HPO, (1,186g) + 14,46 umol KH,PO4(0,2g) + 2,67
umol KCI (0,2g) + 136,9umol

PBS"™ Apoptose-Test : 25 mmol NaH,;POy4 (3,9g)+ 75 mmol Na,HPO4(13,34g) +1,45
mol NaCl (84,73g) +a.d.

TBE: 0,1 mol Tris (12,4g) + 1,8 pmol EDTA (0,74g) + 0.09 mol H;BOs (5,6g) + a.d.
Elektrophorese Puffer: 300ml TBE + 15ul EthBr.

6.3. Histologie

6.3.1. Herstellung von Gewebsschnitten

Zur  Einbettung in  Paraffin  (Paraplast) wurden die  kompletten
Supraspinatussehnenpriparate in 1% Paraformaldehyd fixiert (6h) und mit Osteodec®
entkalkt (24h). Die Pdparate wurden nach einem kurzem Spiilvorgang mit a.d., mittels
einer Histokinette, in einer Serie von Waschschritten (aufsteigende Ethanolreihe (70%
2x, 96% 3x, 100% 2x) Ethanol- Xylol Gemisch (2/3-1/3 // 1/3-2/3) , reines Xylol ) fiir
je 1-2h behandelt. Es folgten zwei abwechselnde Tauchbdder in geschmolzenem
Paraffin fiir 2 bzw. 3 Stunden und eine Lagerung im Brutschrank (60°C) fiir 30
Minuten. Abschlieend wurden die Gewebestiicke in Kunststoffbehélter eingegossen
und bei -20°C gelagert. Die Schnitte von Spum wurden auf die beschichteten
Objekttrager bei 60° C eingeschmolzen.
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6.3.2. Vorbehandlung der Gewebeschnitte

Nach Entparaffinierung der Schnitte (zur Féarbung [1x 20 min, 1x 10min], zur
Immunhistochemie [3x 1h], zum Apoptosetest [2x 5 min]) wurden die Schnitte in
einer Serie von Waschschritten, beginnend mit einer absteigenden Ethanolreihe und
gefolgt von destilliertem Wasser ( Farbung und Immunhistochemie) sowie PBS

(Apoptosetest [2x 5 min]) in ein anorganisches Milieu gebracht.

6.3.3. Farbung

Zur histologischen Betrachtung wurden die Schnitte mit der Safranin O-, Azan- und
Hématoxylin- Eosin (H&E)-Farbung behandelt (Hageman & Rosemund., 1989). Nach
der Entparaffinierung und Uberfiihrung in anorganischem Milieu wurden die Schnitte
zuerst mit Himatoxylin nach Gill, bzw. Safranin O Lésung geféarbt (10 min). Nach der
Waschung mit a.d., (bei Himatoxylin 30°C), wurden die Schnitte im zweitem Schritt
mit Eosin (10 min) bzw. Lichtgriin (8§ min) gefarbt und mit einer aufsteigenden
Alkoholreihe in ein organisches Milieu gefiihrt. Nach abschlieBender Waschung mit
Xylol (2x) wurden die Schnitte mit Canada Balsam eingedeckt.

Die Himatoxylin Losung wurde mit 2g Hamatoxylin (in 20ml 100% Ethanol geldst),
0,4 g Na-Jodat, 100g Kali Alaun, 100g Chloralhydrat, 2g Zitronensdure in zwei Liter
a.d. geldst und fiir 14 Tage bei Raumtemperatur zur Reifung aufbewahrt.

Fiir die Herstellung von Eosin- und Safranin O-Losung wurde 10g Eosin bzw.
Safranin O (in 300 ml 95% Ethanol gelost) in einem Liter a.d. verdiinnt.

Zur Herstellung von einer Lichtgriin Losung wurden 2g Lichtgriin zusammen mit 2ml
Essigsdure (1%) in einem Liter a.d. geldst.

Zur Bindegewebsdarstellung wurde die Azan Firbung nach Heidenhain verwendet
(Hageman & Rosemund, 1989). Dafiir wurden die Schnitte nach Entparaffinierung
und Uberfiithrung in anorganisches Milieu im ersten Schritt 15 min in Azocarmin bei
56°C Anfangstemperatur abgekiihlt. AnschlieBend wurden die Schnitte in Anilin-
Ethanol geschwenkt bis sich die Kerne gut vom Hintergrund differenzieren lieen.
Diese Differenzierung wurde mit essigsaurem Ethanol unterbrochen. Nach Spiilung in

a.d. wurde das Bindegewebe in 5% Phosphorwolframsédure fiir 20 min gebeizt und
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anschlieBend wieder mit a.d. gespiilt. Es folgte eine 15 min Inkubation mit Anilin-
Orange G Losung mit abschlieBender Spiilung mit a.d. Vor der Eindeckung mit
Canada-Balsam wurden die Schnitte zuerst in 96% Ethanol und anschlieend in Xylol
gewaschen.

Zur Herstellung von essigsaurem Alkohol (1%) wurde Essigsdure in 96% Ethanol
verdiinnt. Die restlichen Firbemittel wurden von der Firma ,,Dr. K. Hollborn &

Sohne, Leipzig*™ gebrauchsfertig geliefert.

6.3.4. Immunhistochemie

Zur Darstellung der untersuchten Wachstumsfaktoren, Kollagen bzw. der spezifischen
Zellen in Gewebsschnitten wurde die Immunfluoreszenzmethode verwendet, bei der
das an den Sekundirantikorper gekoppelte Fluorescein zum Nachweis dient (Noll S.
& Schaub-Kuhnen S., 2000).

Bevor man die Gewebsschnitte mit dem Erstantikdper inkubieren konnte, mussten
diese enzymatisch demaskiert werden, um spezifische Epitope im Gewebe erkennbar
zu machen. Hierzu mussten fiir die verschiedenen Antikérper unterschiedliche
Methoden angewendet werden, zum einen die Inkubation mit Hyaluronidase (1pug/ml
PBS) und 0,25% Trypsin (2,5 mg/ml TBS) je 30 min bei 37° C fir BMP-2,-4,-7;
Kollagen I, II, X ; bFGF; und RAMI11; zum anderen eine Hitzedemaskierung mit
1,0mmol, fiir VEGF und CD 3 5,0mmol,Tris- HCI (pH 10, 30min, 99°C).
AnschlieBend wurden die Schnitte mit dem jeweiligen Erstantikdper (Verdiinnung
1:20-1:100) beschichtet und bei einer Inkubationszeit iiber Nacht (5°C) fiir VEGF,
und CD 3 bzw. 30 min bei Raumtemperatur fiir BMP -2,-4,-7; Kollagen I, II, X;
bFGF; und RAM 11 beschichtet.

Nach einem anschlieBenden Waschvorgang wurden die Gewebsschnitte mit dem
Zweitantikorper, dem Fluoreszenzantikérper in einer Verdiinnung von 1:100 fiir 30
min inkubiert. Die Eindeckung mit dem Antifadekit erfolgte nach einem letzten

Waschvorgang in a.d. in trockenem Zustand.
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6.4. Auswertung der histologischen Schnitte

Zur Auswertung der histologischen Schnitte wurde der Sehnenansatz der
Supraspintaussehne zusitzlich zu den vier klassischen Zonen, wie sie in der Literatur
beschrieben werden, in acht weitere Regionen (a-h) eingeteilt (Abb. 17) (Woo SL.et
al., 1987; Thomopoulos S. et al., 2002).

Abb. 17 Regionendarstellung a-h in H&E Farbung.

a: Gelenkknorpel- subchondraler Knochen kaudal (Chondrozyten, Osteozyten)

b: Ubergang Gelenkknorpel- Sehnenansatz (Chondrozyten, Fibrozyten, Osteozyten)
c¢: Sehnenansatz (Chondrozyten, Fibrozyten)

d: Ubergang Sehnenansatz zu Sehne (d-h: Fibrozyten, Fibroblasten, Osteozyten,
Chondrozyten)

e: Ubergang von Sehne zum kranialen Humeruskopf

f: Fortsetzung von e weiter peripher

g: Fortsetzung von f weiter peripher

h: Beim jungen Tier auf Hohe der Wachstumsfuge 33
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6.5. Apoptose-Test

Zum Nachweis der apoptotischen Zellen wurde der "Apoptosis Detection Kit" (R&D-
Systems) benutzt, der auf dem Prinzip des TUNEL-Assays beruht.
Es wurde das vom Hersteller beigefiigt Protokoll verwendet, mit Ausnahme der

Gegenfirbung, welche mit 1,5% Eosin (in 70% Ethanol verdiinnt) erfolgte.

6.5.1. Auswertung des Apoptose-Tests

Die Zidhlung der apoptotischen Zellen erfolgte mit Hilfe der histologischen
Regioneneinteilung a-h. Dabei wurde zuerst die Gesamtzellzahl der bestimmten
Regionen mit einer Grofle von Imm? ermittelt. Dies erfolgte durch die Auszéhlung
der Zellkerne der H&E gefarbten Schnitte der entsprechenden Regionen mittels
Programm ,,Optimas 5.0%«,

Auf gleiche Weise erfolgte die Zahlung der positiven Zellen, welche aber nur mit
1,5% Eosin gegengefdrbt waren. Es wurden jeweils jedes Priparat und jede Region
viermal gezéhlt und der Mittelwert ermittelt.

Bei der zusiétzlichen Auswertung des Knochens wurde nach dem gleichen Prinzip

verfahren.

6.6. Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR)

6.6.1. RNA Extraktion

Fir die RNA Isolierung wurden die tiefgefrorenen  Gewebsstiicke
(Sehnenansatz | Bursa) unter Verwendung von Quarzsand in fliissigem Stickstoff
homogenisiert. Zur Lyse der Zellen wurde Trizol zu dem Quarz-Gewebe Gemisch
hinzugefithrt (1 ml Trizo/ mg Ausgangsgewebe). Nach Zentrifugation
(12000rpm/10min) und Aliquotieren (1 ml Trizol/ Aliquot) wurde Chloroform zur
Ausfillung zugesetzt (2ml/ ml Trizol). Nach leichtem Schiitteln und 3 min Ruhen bei
RT wurde, nach erneuter Zentrifugation (12000rpm/15min) und Entnahme der

wissrigen Phase, 500ul 2-Propanol/ml Trizol zugefiigt. Es folgte ein erneutes Ruhen
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(10min) und Zentrifugieren (12000rpm/10min). Das erhaltene RNA-Pellet wurde in
Ethanol (70%) gewaschen und fiir die reverse Transkription in 25ul RNase freies

Wasser gelost.

6.6.2. Reverse Transkription

Um aus der erhaltenen RNA cDNA zu synthetisieren, wurde nach folgendem
Protokoll verfahren:

Anschlieffend an eine Denaturierung (6min |65 °C) erfolgte eine Inkubation von 25ul
RNA Probe zusammen mit 4ul RT Buffer (Omniscript'™), 4ul dNTP Mix
(1mM/dNTP), 4ul Oligo dT, 2ul RNase Inhibitor, 2ul reverse Transkriptase (4 Units)
und 1pl H,0. (37°C | 60min)

Der RNase Inhibitor wurde in einer Stockldsung in folgender Zusammensetzung
hergestellt: 2,511 RNase Out (Omniscript' ') + 1l RT Buffer (Omniscript™) + 6,5ul
RNase freies H,O.

6.6.3. PCR (Polymerase-Ketten-Reaktion)

Die Amplifikation der durch reverse Transkription gewonnen cDNA Fragmente,

erfolgte nach folgendem Protokoll:

Ansatz: 12,51 Master Mix (Omniscript' ™ ; 1,25U HotStarTaq DNA Polymerase, 1x
PCR Puffer (Omniscript' " enthilt 1,5mM MgCl,, 200uM je dNTP)., 9,5ul H,0 und
je 1ul (20pmol/ul) Primer upstream und downstream, 1pl cDNA Template.

Das Standardprotokoll umfasste 30 Zyklen:

Annealing: 30sec 94°C
Extension: 45sec 60-70°C (Gradient 5°C)
Denaturierung : 45sec 72°C
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Es wurden folgende Primer benutzt:

Upstream Primer GAPDH:
Downstream Primer GAPDH:
Upstream Primer Coll Ia2 rabbit:
Downstream Primer Coll a2 rabbit:

Upstream Primer Coll [Ial rabbit:

Downstream Primer Coll lla.1 rabbit:

Upstream Primer Coll X mouse:

Downstream Primer Coll X

mouse/human:

Upstream Primer TGFB1 rabbit:
Downstream Primer TGFRB1 rabbit:
Upstream Primer BMP7 rabbit:
Downstream Primer BMP7 rabbit:
Upstream Primer BMP7 human
Downstream Primer BMP7 human

Upstream Primer bFGF2

human/bovine/rabbit:

Downstream Primer bFGF2

human/bovine/rabbit:

Upstream Primer VEGF

rat/human/mouse/horse:

Downstream Primer VEGF universal:

Upstream Primer IL-1 rabbit:

Downstream Primer IL-1 rabbit:

5’-CAT CAC TGC CAC CCA GAA GA-¥’

5’-CCT GCT TCA CCA CCT TCT TG-3’

5’-CCC AAG GAC TAT GAA GTC GA-3°

5’-ACA TCA TTG GAG CCC TGC AG-3’

5’-GGG CCA GGA TGT CCG GAA AAC A-3°

5’-CCA GGG GGG CCC GGA TTT CCA-3°

5’-GCC GCT TGT CAG TGC TAA CC-3°

5" GAG CCA CTA GGA ATC CTG AG-3’

5’-AGA GAA GAA CTG CTG TGT GC-3°

5’-GTA GTA ACA CGA TGG GCA GT-3°

5’-GAT GGG CAG AGC ATC AAC CCC-3’

5’-AGT AGT AGG CGG CGT AGC CTT-3’

5’-CCA TCT CCG TCC TCT ACT- 3’

5-TTT TCC TTT CGC ACA GAC ACC-3’

5’-TAC AAC TTC AAG CAG AAG AG-3’

5’-CAG CTC TTA GCA GAC ATT GG-3’

5’-AAG TGG TCC CAG GCT GCA-3°

5’-ATC TCT CCT ATG TGC TGG CC-3’

5’-ATC GCT TTG GGA TTC TCT CC-3’

5’-GGA GAA CACCACTTG TTG GT-3’

Da ein Teil der Sequenzen beim Kaninchen nicht publiziert ist, wurden diese durch

Sequenzierung verifiziert (Fichter M. und Wenz I. et al., unverdffentlicht).
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Die amplifizierten Produkte wurden mit Hilfe von Gelelektrophoresen
(3%Agarosegel) aufgetrennt. Zugefiigt wurde je 1ul Loading Buffer und 5ul Marker
pUC 19Msp I mit einer Laufzeit von 90 min (90 V/ 400 mA). Das Agarose Gel (3%)
wurde wie folgt hergestellt: 75Sml TBE- Puffer + 2,25g Agarose + 3,75ul EthBr. Das
Loading Puffer (10X) enthielt 0,004g Bromphenol-Blau + 0,5g Glycerol + 0,46
1 XTBE Puffer + 0,5ul EthrBr.

6.6.4. Auswertung der RT-PCR

Die Semiquantifizierung der entstandenen cDNA Menge wurde mit Hilfe des

Auswertungsprogrammes ,,Quantity One™

Version 4 von Bio Rad durchgefiihrt. Zur
Verhiltnisdarstellung wurden die erhaltenen Werte in Verhéltnis zu den vorgegebenen
Werten des Markers und dem GAPDH, als Housekeeping Enzym gesetzt. Somit
konnten unterschiedliche Ausgangskonzentrationen der extrahierten RNA
(7-99ug/ml) korrigiert werden. Die Ausgangskonzentrationen der RNA wurden bei
260nm mit einem Spektralphotometer gemessen.

Da die Auswertung semiquantitativ durchgefiihrt wurde und die Menge an Tieren

keine Statistik zulésst, sind die PCR- Ergebnisse als Tendenzen anzusehen.
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7. Ergebnisse

7.1. Histologische Auswertung des Supraspinatus- Sehnenansatzes

Postoperativ verdnderte sich die Faseranordnung. Bereits in der ersten postoperativen
Woche war eine Desorganisation der gesamten Ansatzregion zu beobachten. Der
Ubergang zwischen mineralisiertem und demineralisiertem Knorpel wies eine
Verbreiterung auf, welche auch iiber die nachsten Wochen bestehen blieb. Zusétzlich
war eine Zunahme der Fasermenge zu beobachten. Der vermehrte Anteil rétlich
gefarbter Fasern in der Azanfirbung weist auf einen erhdhten Anteil von
Knorpelgrundsubstanz hin (Abb. 19).

Zusitzlich verdnderten sich in der ersten postoperativen Woche die Anordnung und
Anzahl der Knorpelzellen im Gelenkknorpel (Zone a Abb. 20). Diese Beobachtung
war in der zweiten postoperativen Woche nicht mehr gegeben. An der Peripherie der
Sehne war in der ersten Woche Granulationsgewebe zu erkennen, welches bis in die
vierte postoperative Woche existent blieb (Abb. 21). Neben der Desorganisation des
Gewebes zeigte die Sehne im postoperativen Verlauf einen Zellverlust und eine

Auflockerung der noch vorhandenen Fasern (Abb. 18).
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Abb. 18 Sehnenansatz vier Wochen nach Abb 19 Ubersmht iiber die Desorgamsatlon im
Durchtrennung. Deutlich zu sehen ist die Faserknorpel vier Wochen post-OP.
Verbreitung der mineralisierten ObjektivvergroBerung 10X Farbung Azan
Faserknorpelzone. Zu beobachten ist auch der

Zell- und Faserverlust in der Faserknorpelzone

ObjektivvergroBerung 5X Farbung H&E

Abb. 20 Verinderte Anordnung der Knorpelzellen Abb. 21 Granulatlonsgewebe (*)oberhalb des
im Gelenkknorpel. Thre Linearitét ist nicht mehr Sehnenansatzes in der ersten Woche post-OP
vorhanden, stattdessen sind sie vereinzelt im ObjektivvergroBerung 5X Farbung H&E
Knorpel eingestreut (*). An der Gelenkoberflache

scheint es auch zu einem Proteoglykanverlust

gekommen zu sein (+). Eine Woche postoperativ.

ObjektivvergroBerung 10X H&E Farbung

7.2. Expression von Extrazelluldrer Matrix (EZM) in den

Kaninchenschultern

7.2.1. Histologische Auswertung

Da die H&E- und Azanfirbungen wenig bzw. nur andeutungsweise tiiber die
Zusammensetzung der EZM aussagen, wurden die Schnitte zusitzlich mit Safranin O
gefirbt, um besonders das Vorhandensein von Proteoglykanen im Gewebe zu

analysieren, wobei eine intensive Safranin O- Fiarbung hohe Konzentrationen des
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groBen Knorpelproteoglykans Aggrekan anzeigt (Junqueira L.C. und Carneiro J.,
1996; Hageman & Rosemund, 1989)

Abb. 22 Kaninchenschulter nach Durchtrennung und ohne Wiederverankerung. 1. Woche post-OP (a).
2.Woche post-OP (b) 4.Woche post-OP (c) 12.Woche post-OP (d) 16.Woche post-OP (e) Zusitzlich
Kontrollschulter (f)

Bei den Kontrollpriparaten farbten sich der Gelenkknorpel, die Wachstumsfuge und
der Faserknorpel Safranin-O-positiv. Im postoperativen Verlauf breitete sich die
Knorpelzone entlang der Sehne nach distal aus. Besonders auffillig war auch die
Tatsache, dass die Sehnen trotz fehlender Reinsertion bereits nach einer Woche
wieder insertionsnah readaptiert waren. Besonders ausgepriagt war die Beobachtung
der Faserknorpelausdehnung in der 4. postoperativen Woche. In der 16.
postoperativen Woche schien diese Entwicklung riicklaufig zu sein. Zu erkennen ist
aber, dass die klar definierte Grenze zwischen Faserknorpel und Sehne nicht mehr

vorhanden ist (Abb. 22).
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In der zweiten postoperativen Woche waren neue Knorpelnester in Hohe des direkten
Sehnenansatzes bursanah zu sehen (Regionen e-f) (Abb. 22). Diese weiteten sich in
der vierten Woche aus und hatten eine Struktur, die einem neuen Sehnenansatz
entsprach. Diese Beobachtungen waren auch in der H&E- und Azanfarbung zu sehen
(Abb. 23+24). Zusidtzlich zu den Knorpelfeldern in Region e-f wurden parallel
verlaufende Faserziige in der Sehne beobachtet, welche dem oberflachlichen
Sehnenverlauf entsprachen (Abb. 25). In der 16. postoperativen Woche waren

Anzeichen der Riickbildung, bzw. Abbau zu beobachten (Abb. 26).

Vi

3 o 4 a S
Abb. 23 Neue Ansatzzone in Region e-f . Abb. 24 Azanfirbung 4. Woche post-OP Region
4.Woche 5X ObjektivvergroBerung H&E e-f 5X ObjektivvergroBerung

Abb. 25 Neue Ansatzzone vier Wochen post-OP  Abb. 26 Riickgang der neuen Ansatzzone 16 Wochen
Safranin-O-Firbung, ObjektivvergroBerung 10X  post-OP Azanfarbung ObjektivvergroBerung 5X
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7.2.2. Immunhistologische Untersuchungen

Um genauere Angaben iiber die Expression der EZM zu bekommen, wurde zusétzlich
zur Safranin O- Farbung das Vorhandensein bestimmter EZM- Bestandteile mittels
der Immunhistochemie nachgewiesen.

An der gesunden Supraspinatussehne der Kaninchenschulter wurden &hnliche
Untersuchungen schon von Kumagai et al. (1994) durchgefiihrt (Kumagai et al.,
1994).

Kollagen Typ I lieB3 sich in den gesunden Kontrollschultern und in den postoperativen
Wochen, wie erwartet, im Knochen, in der Sehne und in dem Faserknorpel
nachweisen. Kollagen Typ II beschrinkte sich auf den Knorpel, die Wachstumsfuge
und den Faserknorpel.

Im Heilungsverlauf verdnderte sich die Intensitit der einzelnen Kollagenexpressionen.
Kollagen Typ I wurde in der ersten Woche vermehrt innerhalb der Sehne und im
Faserknorpel beobachtet. Im Heilungsverlauf nahm dessen Intensitét ab, so dass es in
der sechzehnten Woche nur noch in geringem Malle vorhanden war (Abb. 27+28).
Kollagen Typ II wurde in stark vermehrter Form innerhalb der gesamten Sehne
gefunden, besonders in der 2. bis 4. postoperativen Woche. In der 16. Woche war ein
leichter Riickgang des Kollagen Typ II zu verzeichnen. Zu beobachten war auch, dass
es im Vergleich zu den Kontrollpriparaten keine in sich geschlossene Kollagen Typ II
Region mehr gab (Abb. 29+30). Sie erstreckte sich liber den gesamten sichtbaren
Sehnen- und Faserknorpelanteil. Zu erkennen war auch die Desorganisation im
Faserknorpel, welche schon in den klassischen Anfarbmethoden zu beobachten war.
In den Regionen e-f zeigte sich auch in den Kontrollpriparaten ein gewisser Anteil an
Kollagen Typ II. Im postoperativen Verlauf wurde hier eine Steigerung beobachtet,

welche bis in die sechzehnte Woche vorhanden blieb (Abb. 31+32).
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Abb. 27 Kollagen-Typ-I-Expression am Abb. 28 Kollagen-Typ-I-Expression 16. Woche
gesunden Sehnenansatz. Rechts ist ein Teil post-OP. Links ist der Knochen zu sehen. Zu

des Knochens zu sehen. beachten ist der stark verminderte Kollagen-Typ-
Objektivvergréﬁerung 10X [-Gehalt. Objektivvergréﬁerung 10X

A s

Abb. 29 Kollagen-Typ—H—Exressio im Abb. 3 Kollagen-Typ-II-Expression 16.

gesundem Knorpelfaseransatz. Zu sehen ist Woche post-OP. Es ist keine klare Abgrenzung
der klar definierte Abschluss. innerhalb der Sehne. Rechts unten ist
Objektivvergroferung 5X Bindegewebe. ObjektivvergroBerung 5X

Abb. 31 Kollagen-Typ-II-Expression in der Abb. 32 Kollagen-Typ-II-Expression in der 16.
Region e-f (Region, in der spéiter die neue Zone Woche post-OP. Zu sehen sind Chondrozyten und
auftritt) in der gesunden Schulter. eine Verbreitung der Zone.

ObjektivvergroBerung 10X ObjektivvergrofBerung 10X

e e =

: : PR 5575
Schema Abb. 27+28 Schema Abb. 29+30 Schema Abb. 31+32

PR S i -

i -
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7.2.3. mRNA Expression

Da die immunhistochemischen Untersuchungen nur Detektierbarkeit bestimmter
Proteine im Gewebe nachweisen konnen, wurden die Supraspinatussehnen auf ihre
mRNA-Expression mittels der PCR untersucht (Abb. 33). Dabei wurden als Kontrolle
acht gesunde Supraspinatussehnen unterschiedlichen Alters mituntersucht.

1) GAPDH - 254 bp

2) Kollagen Typ [ a2 1:10 Verdiinnung -516 bp

3) Kollagen Typ llal —215 bp

4) Kollagen Typ X -423 bp

5) TGFB -242 bp

® -
- =  6) BMP7-318bp
- -
“-_® & 7) bFGF -281bp
= §) VEGF-293bp

9) ML Puc 19 Marker
10)Il-1 —528bp

Abb. 33 PCR Analyse einer gesunden Sehne eines 6 Monate alten Tieres.

Bei den untersuchten mRNA-Produkten der Kollagene Typ I, -II und -X zeigten sich
folgende Ergebnisse:

Kollagen Typ la2, mit der Bande bei 516 bp, zeigte eine deutliche Steigerung der
mRNA-Expression in den ersten beiden Wochen, welche sich ab der vierten
postoperativen Woche den Kontrollwerten der gesunden Praparaten ndherte

(Abb. 34). Besonders ausgeprigt war die mRNA-Expression der zweiten
postoperativen Woche, welche fast doppelt so stark wie in den Kontrollprdparaten

war.

Bei der Kollagen Typ Ilal mRNA-Expression, Bande bei 215bp, zeigt sich eine
Abhingigkeit im postoperativen Verlauf (Abb. 34). In der zweiten und vierten
postoperativen Woche war die mRNA-Expression vergleichbar mit der Expression
der Kontrollsehnen. Eine besondere Beobachtung war, dass die Kollagen-Typ-Ila1-

Expression in der ersten postoperativen Woche deutlich unter dem Kontrollwert sank,
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um dann in der zweiten Woche wieder anzusteigen. In der sechzehnten Woche sanken

die Werte wieder unter die Kontrollwerte.

Die Expression von Kollagen Typ X mit einer Bande bei 423 bp zeigte auch eine
deutliche Zeitabhingigkeit (Abb. 34). In der ersten postoperativen Woche war die
Expression stirker als bei den Kontrollwerten, ab der zweiten Woche sank sie unter

die Kontrollwerte. In der sechzehnten Woche war kein Kollagen Typ X mehr

nachweisbar.
8 2
é Kollagen Typ la.2 Kollagen Typ lla1
6 1
5 —
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Abb. 34 Ubersicht der Kollagenexpression im postoperativen Verlauf. Da die Auswertung semiquantitativ
durchgefiihrt wurde und die Menge an Tieren keine Statistik zuldsst, sind diese Ergebnisse als Tendenzen
anzusehen. Bei den Kontrolltieren waren es jedoch 10 Tiere, so dass hier die entsprechende Statistik durchfithrbar
war.
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7.3. Expression von Wachstumsfaktoren in der Supraspinatussehne

des Kaninchens

7.3.1. Immunhistologische Untersuchungen

In den Kontrollpriaparaten konnte BMP-7 in der Wachstumsfuge, der Sehne und dem
Faserknorpel nachgewiesen werden. Es war auf den Fasern, sowie perizelluldr
vorhanden (Abb. 37). Besonders auffillig war die Beobachtung, dass das Innere der
Fasern BMP-7 positiv war (Abb. 36). Bei den angeschnitten Fasern erschien die
Farbung punktartig, da das Innere der Fasern BMP-7 positiv war. Gleiche

Beobachtungen wurden bei den humanen Bursae subacromiales gemacht.

Im postoperativen Verlauf verdnderte sich die lokale Expression von BMP-7.

Bereits in der ersten Woche war eine verstirkte Anwesenheit zu beobachten. Diese
erstreckte sich iiber den Sehnenansatz entlang des Knochens. Es waren auch
fleckenartige positive Felder in den Regionen e-h zu beobachten, die in der zweiten
Woche in der Safranin O- Firbung chondrogen -charakterisierter Regionen
entsprachen. In der zweiten Woche breitete sich die Expression entlang der
Ansatzzone aus. Auch eine Region innerhalb der Sehne war positiv (Abb. 39). Dieser
»Fleck®™ (schwarz umkreist) war in der ersten postoperativen Woche noch nicht zu
beobachten, sehr wohl aber in der vierten Woche. Die Ausbreitung entlang der
Regionen e-h war durchgéngig bis in die 16. Woche in unterschiedlichen Intensititen
vorhanden. Am stirksten war die Expression in der 2. bis 4. Woche, wobei die vierte
Woche die zweite noch {ibertraf. In der 16. Woche war diese Beobachtung
weitgehend verschwunden, nur noch in der Region e-f leicht erkennbar. Das periphere

Bindegewebe war in dieser Woche auch leicht positiv farbbar (Abb. 39).
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Abb. 35 BMP-7-Expression im Faserknorpel vier
Wochen post-OP. Zu erkennen ist die Verteilung
entlang der Zellmembranen.
Objektivvergrofierung 40X

100 _m'; I
Abb. 37 BMP-7-Expresion am gesunden
Sehnenansatz. Zu sechen ist dessen extrazellulédre
Lokalisation. ObjektivvergroBBerung 20X

Abb. 36 BMP-7-Expression in der Sehne vier
Wochen post-OP. Zu sehen ist die Verteilung
entlang der Fasern und an den Zellmembranen.
ObjektivvergrofBerung 40X

Abb. 38 BMP-7-Expression im gesundem
Faserknorpel des Sehnenansatzes beim
Kaninchen. Mittig sind hier zwei Knorpelzellen
zu erkennen welche, paarig liegen.
Objektivvergrofierung 40X
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Kontrolle

ADD. 39 Schematische Darstellung iiber die BMP-7-Expression im zeitlichen Verlauf.

Es ist eine klare Steigerung der BMP-7-Expression in der 2. und 4. postoperativen Woche zu erkennen.
Innerhalb der Sehne wird BMP-7 auch vermehrt nachgewiesen. In der sechzehnten Woche ist die
Expression mit den Kontrollen vergleichbar. Der umkreiste Fleck markiert die Stelle, an der das BMP-7
im postoperativen Verlauf verstirkt auftritt. Diese Region ist in der 1. und 16. Woche sowie bei den
Kontrollen negativ.

Zusitzlich zum BMP-7 wurden die Supraspinatussehnen auch auf das Vorhandensein

von BMP-2 untersucht.

BMP-2 war ubiquitir vorhanden und in seiner Erscheinung dem BMP-7 sehr dhnlich.
Besonders stark ausgepragt war die Expression im Knorpel und dem Knochen, sonst
in der Wachstumsfuge, der Sehne, an GefdBwinden und im Granulationsgewebe. Im
postoperativen Verlauf waren auch keine Verdnderungen, weder in der Quantitit,

noch im Verteilungsmuster zu beobachten (Abb. 41+42).

Im Gegensatz zum BMP-2 ergaben die Untersuchungen der bFGF-Expression eine
Zeitabhingigkeit. In den Kontrollen war bFGF in den Zellen der Region a und dem
Gelenkknorpel nachweisbar. In der ersten und in der vierten Woche waren die

Préaparate der operierten Tiere negativ (Abb. 40). In der zweiten Woche waren die
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Zellen am Sehnenansatz stark positiv. Hier war die topographische Anordnung nicht
granuldr wir beim BMP-2 und BMP-7. Fasern waren auch negativ. Lediglich die
Tenozyten und Chondrozyten im unmittelbaren Sehnenansatz waren intrazelluldr
positiv (Abb. 44). In der sechzehnten Woche waren wieder positive Zellen in der

Ansatzzone zu beobachten, allerdings in geringerer Auspragung und Quantitét (Abb.

43).
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Kontrolle

ADb. 40 Schematische Darstellung der bFGF-Expression im postoperativem Verlauf. Zu erkennen
ist deutlich die Expression in der 2. postoperativen Woche. In der 16.Woche ist bFGF gering am
Sehnenansatz nachweisbar.

r

Abb. 41 BMP-2-Expression am gesunden Abb. 42 BMP-2-Expression am Sehnenansatz eine
Sehnenansatz. Zu sehen ist die Verteilung entlang Woche post-OP. Im Vergleich zur Kontrolle ist zu
der Zellmembran. Links oben ist der Ubergang sehen, dass es keine Steigerung im postoperativen
zum Knochen. Objektivvergroflerung 20X Verlauf gab. Objektivvergroferung 20X

Abb. 43 bFGF-Expression in den Zellen des Abb. 44 bFGF-Expression in Sehnenansatz zwei

Sehnenansatzes sechzehn Wochen postoperativ. Wochen post-OP. Klar zu erkennen ist die

ObjektivvergroBerung 40X intrazelluldre Lokalisation des bFGF.
Objektivvergroferung 20X
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7.3.2. mRNA Expression

Um den Entstehungsort der Wachstumsfaktoren nachweisen zu kénnen, wurden die
Sehnen mittels der PCR auf das Vorhandensein spezifischer mRNA gepriift.
Besonderes Interesse galt dem BMP-7 und dem bFGF2.

Die BMP-7-Expression in den heilenden Sehnen zeigte eine zeitlich abnehmende
Tendenz (Abb. 45). Die Kontrollwerte lagen iiber den Werten des postoperativen
Verlaufes. Der niedrigste Wert war in der sechzehnten Woche zu beobachten. Diese
Ergebnisse zeigen, dass die lokalen Verdnderungen der BMP-7-Expression, welche in

der Immunhistochemie zu sehen waren, durch PCR nicht erfasst werden kénnen.

Die bFGF2-Expression zeigt eine klare Zeitabhingigkeit mit Werten welche in der 1.
bis 4. postoperativen Woche deutlich hoher lagen als die Kontrollwerte (Abb. 46). In
der 16.Woche sank der Wert unter die Kontrollwerte.

BMP-7 Expression Ubersicht bFGF 2
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Abb. 45+46 Diagramme iiber die Verteilung vom BMP-7 und bFGF2 im postoperativem Verlauf. Die Werte des
BMP-7 sinken im postoperativen Verlauf unter die Kontrollwerte. Anders ist dies beim bFGF. Hier steigert
sich die Expression im postoperativen Verlauf. Besonders stark ist dies in den ersten zwei Wochen zu erkennen.
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Die TGFB- und VEGF-Expressionen zeigten keine zeitliche Abhidngigkeit (Abb.
47+48).

TGF B VEGF
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Abb. 47+48 TGFB- und VEGF-Expression in den postoperativen Wochen. Es ist keine zeitliche
Abhéngigkeit zu beobachten.

7.4. Entziindungsparameter

7.4.1. Immunologische Untersuchungen

Um das Entziindungsverhalten der heilenden Supraspinatussehne erfassen zu kénnen,
wurde die Lymphozytenaktivitit mittels CD3 Antikorper, einem Marker fiir
T-Lymphozyten, und die Makrophagentétigkeit mit Hilfe von RAM 11 Antikdrper
untersucht.

Es zeigte sich, dass im Heilungsverlauf keine T-Lymphozyten beteiligt waren. Es
waren vereinzelte CD3 positive Zellen im Knochenmark vorhanden, was als

Kontrolle des Antikdrpers gilt.

Mittels RAM 11-Antikorper konnte ein starkes Vorhandensein von Makrophagen in
den postoperativen Gewebsschnitten beobachten werden. In den Kontrollpréparaten
waren nur vereinzelte Zellen im Knochenmark, der Wachstumsfuge und gelegentlich
in der Sehne zu beobachten. Neben der Anwesenheit von RAM11- positiven Zellen
im Knochenmark zeigten die Sehne, das Granulationsgewebe und das umliegende
Bindegewebe eine starke Anfdrbung. In der ersten postoperativen Woche waren
besonders die Sehne und die Regionen d-e betroffen (Abb. 50). Auch in den Regionen
f-g waren Makrophagen anwesend. Sie waren vereinzelt, meist aber in Gruppen

lokalisierbar. In der zweiten Woche breitete sich die Anfarbung aus. Hauptsiachlich
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war dies im Sehnenstumpf zu beobachten, aber auch die Regionen d-f waren
betroffen. In der vierten Woche waren in der Sehne weniger Makrophagen erkennbar,
dafiir aber vermehrt in den Regionen e-f, der neu entstandenen Ansatzzone,
anwesend. Dies konnte auch in der sechzehnten Woche beobachtet werden, wobei

sich in dieser Phase die Makrophagen mehr die Peripherie der Sehne und in den

Sehnenstumpf verlagerten. Der Sehnenansatz war weitgehend frei von Makrophagen
(Abb. 49+51).

I 100pym

s % * Fw ;‘ b 'ﬁ%
Abb. 49 Makrophagen in der Sehne. 16.Woche Abb. 50 Makrophagenkonglomerat in der Sehne.
post-OP. Objektivvergroferung 20X 1. Woche post-OP. ObjektivvergroBerung 20X

RRTT R
i _‘.;1‘:___:
&

4. Woche 16. Woche

ADbb. 51 Schematische Darstellung der Verteilung der Makrophagen in den postoperativen
Wochen. Dargestellt ist die hohe Konzentration von Makrophagen speziell in der Sehne in der
1., 2. und 16. Woche.
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7.4.2. mRNA Expression

Auf der mRNA- Ebene wurde als Entziindungsmarker die Expression von IL-1
untersucht. Diese zeigte ein umgekehrtes Verhalten im Vergleich zu den restlichen
mRNA- Werten. Der niedrigste Wert war in der ersten Woche nachweisbar, gefolgt
von den Werten der zweiten Woche. Die Werte der 4. bis 16. Woche waren

vergleichbar mit den Kontrollwerten (Abb. 52).
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Abb. 52 IL-1 Expression in den postoperativen Wochen.
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7.5. Apoptose in der Supraspinatussehne

Da im Verlauf der Heilung eine klare Umstrukturierung und Verdnderung der
Regionen in der Schulter histologisch zu beobachten war, entstand die Frage, ob dies
durch Umdifferenzierung oder Neubildung hervorgerufen wurde. Um klarere
Einblicke in diesen Ablauf, speziell der Frage der Neubildung zu gewinnen, wurde ein
TUNEL- Assay durchgefiihrt, um die Apoptose in diesen Regionen beschreiben zu
konnen. In den Kontrollsehnen waren nur sehr vereinzelt und sehr unregelméBig
positive Zellen zu finden, so dass man diese generell als Apoptose-negativ ansehen
kann.

In der ersten postoperativen Woche waren die meisten apoptotischen Zellen im
Sehnenansatz zu beobachten. Eine klare regionale Verteilung war nicht erkennbar. Im
Sehnenstumpf so wie im Knochen waren keine positiven Zellen. In den néchsten
Wochen zeigte sich eine regional unterschiedliche Anzahl von apoptotischen Zellen.
In der zweiten Woche war in den Regionen b-d, dem unmittelbaren Sehnenansatz, die
hochste Konzentration an positiven Zellen, in den Regionen e-f prozentual weniger
Zellen apoptotisch. Die Region (a) war in der zweiten Woche nicht auswertbar.

Das regionale Muster der apoptotischen Zellen verénderte sich auch in der vierten
Woche. Die Regionen e-f, in denen die neue direkte Sehnenansatzzone sichtbar war,
zeigten haufiger als die anderen Regionen positive Zellen (Abb. 54). Besonders in der
neuen Ansatzzone waren hédufig diese Zellen in geordneter Weise anzutreffen.
Zusitzlich wurde eine hohe Menge an positiven Zellen in der Region (b), dem
Ubergang zwischen dem Gelenkknorpel und dem Sehnenansatz, beobachtet.
AuBerhalb der Sehnenansatzregionen a-h war in der vierten Woche eine hohe Anzahl
(bis zu 30%) an apoptotischen Zellen im subchondralen Knochen zu erkennen (Abb.
53).

In der sechzehnten Woche waren in den Regionen d-e und g-h die meisten
apoptotischen Zellen. Insgesamt waren in dieser Woche am wenigsten positive Zellen
aufzufinden. Beim Betrachten der Diagramme der 2. bis 16. Woche scheint die
prozentual hohere Anzahl der positiven Zellen wie zwei aufeinander folgende Wellen
iiber den Sehnenansatz zu gehen (Abb. 55).

Diese Ergebnisse zeigen, dass am unmittelbaren Sehnenansatz Zellen im Laufe der

Regeneration apoptotisch werden. Da der Faserknorpel hingegen keine apoptotischen
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Zellen aufweist, kann man davon ausgehen, dass die Ausdehnung der Knorpelplatte

eine Metaplasie ohne negative Zellselektion darstellt.

Abb. 53 Apoptose-positive Zellen (blau), ca. 30%, Abb. 54 Apoptotische Zellen in der Reion e,
im subchondralem Knochen vier Wochen post-Op ca. 2 % (neuen Ansatzzone).
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Abb. 55 Prozent apoptotische Zellen im postoperativem Verlauf. Wocheniibersicht der
Mittelwerte. Zu erkennen sind die zwei wellenartigen Verldufe iiber den Ansatz.
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7.6. Untersuchungen an der humanen Bursa subacromialis

Die untersuchten Bursae subacromiales stammten von 20 Patienten mit einem
chronischen Subakromalsyndrom unterschiedlicher Atiologie. Die Patienten waren
zwischen 42 und 70 Jahre alt. Gemeinsam waren ihnen bewegungsabhingige
Schulterschmerzen und Bewegungsseinschrankungen.

Es wurden auch gesunde Bursen untersucht, welche keine Anzeichen von Entziindung
zeigten (Abb. 56). Sie stammten von Patienten, bei denen die Resektion des

proximalen Humerus aufgrund eines malignen Tumors im Oberarmschaftbereich

erfolgen musste.

Abb. 56 Driisengange mit mukdsem Inhalt in Abb. 57 Entziindete Bursa subacromialis.
einer gesunden Bursa. H&E-Firbung. ObjektivvergroBerung 10X
H&E-Férbung Objektivvergroferung 10X

7.6.1. Immunhistologische Untersuchungen der EZM

Um die EZM -Zusammensetzung der Bursa subacromialis genauer bestimmen zu
konnen wurden die Schnitte auf die Anwesenheit von Kollagen Typ I und Typ II
untersucht.

Es war zu beobachten, dass die Bursa vor allem aus Kollagen Typ I besteht, was mit
Ausnahme des Schleimsekretes, ubiquitir vorhanden war (Abb. 58+60). Kollagen
Typ II war nur vereinzelt aufzufinden. Die Regionen, an denen Kollagen Typ II
nachweisbar war, waren Regionen mit Resten der abgerissenen Rotatorenmanschette

oder vereinzelte Knorpelbezirke in der Bursa (Abb. 59).
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Durch die Kollagen Typ I-Anfarbungen war die dreidimensionale Beschaffenheit der

Bursa besser erfassbar. Die Driisennester sowie auch die Gefdle waren sehr gut

darstellbar (Abb. 58+60+61).

Abb. 58 Kollagen-Typ-I-Expressio'er Bursa Abb. 59 Kollagen—Typ—H—Expression in einer

subacromialis. Objektivvergroferung 20X Bursa mit Faseranteile der RM.
ObjektivvergrofBerung 20X

Abb. 60 Kollagen-Typ-I-Farbung der Bursa. Zu
erkennen sind Driisengéinge und Gefal3e. Driisenginge und Gefifle. Farbung H&E
Objektivvergroferung 10X Objektivvergroferung 10X

7.6.2. Immunologische Untersuchungen der Wachstumsfaktoren

Zusitzlich zu den Beobachtungen iiber die EZM wurden die Wachstumsfaktoren in
der Bursa subacromialis untersucht. Besonderes Interesse galt dem Vorhandensein
von BMP-2 und -7, da diese fiir die chondrogene Metaplasie innerhalb der SSS mit
verantwortlich sein konnten.

Neben BMP-2 und -7 wurden die Bursen auf VEGF und CD3-positive Zellen
untersucht, um so den Entziindungshergang ndher beschreiben zu kénnen. Es zeigte

sich, dass keine Lymphozyten in den entziindeten Bursen nachweisbar waren. Die
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VEGF-Expression war innerhalb der Gefiwédnde und im Granulationsgewebe
erkennbar, besonders wenn sich neue Gefédlle hier entwickelten (Abb. 66+67).

Die BMP-2-Expression war nur in drei Bursen zu finden, von denen zwei zu
gesunden Kontrollen gehorten. Das BMP-2 war im Bindegewebe, den Sehnenanteilen
in der Bursa, im Granulationsgewebe und in den Zellen der Driisengénge sowie der
Gefdlle vorhanden. Das Expressionsmuster zeigte das gleiche Schema wie bei der SSS
der Kaninchen. Hier war wieder BMP-2 perizelluldr nachweisbar. Zusétzlich waren
noch Fasern positiv farbbar (Abb. 62+63).

Die BMP-7- und VEGF-Expressionen in den Bursen war unterschiedlich. Sie waren
beide in mehr Bursen nachweisbar als das BMP-2 und konnte vermehrt in den
makroskopisch sichtbar entziindeten Bursen beobachtet werden, besonders stark bei
Patienten mit langjdhrigen Beschwerden. BMP-7 war vermehrt an den Fasern
sichtbar, vereinzelt aber auch in Zellen, insbesondere in Zellen der Driisengénge und
Gefdle. Hier zeigten sie auch das gleiche Muster wie bei den SSS der Kaninchen. Die
genauere Betrachtung der Fasern zeigte, dass das BMP-7-Molekiil punktuell an der
Faseroberfliche und hiufig, durch den Anschnitt dieser Fasern beobachtbar, im
Inneren der Fasern lokalisiert war (Abb. 64+65). Da die Anzahl der Patientenproben
zu gering ist, um statistische Aussagen zu machen, konnen diese Ergebnisse nur als
Tendenzen betrachtet werden, welche weiter in einem groBeren Patientengut

untersucht werden miissen.
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Abb. 62 BMP-2-Expression in der gesunden Abb. 63 BMP-2-Expression in der esunden
humanen Bursa. Hier am Rand der Driisengéinge. = humanen Bursa. Hier im Bindegewebe zu
Erkennbar ist das Driisensekret. erkennen. Objektivvergréferung 20X

ObjektivvergroBerung 20X

Abb. 64 BMP-7-Expression in den GefdBen einer ~ Abb. 65 BMP-7-Expression im BAGW. Zu

entziindlich verdnderten Bursa. erkennen die Verteilung des BMP-7 an der

Objektivvergroferung 20X Oberflache bzw. im Inneren der Fasern.
Objektivvergrofierung 63X

Abb. 66 VEGF-Expression in einer entziindeten ~ Abb. 67 VEGF-Expression in Gefdllen einer Bursa,

Bursa. Zu sehen ist die Gefdfineubildung im besonders in den Zellen der Intima. Es sind auch

Granulationsgewebe. ObjektivvergroBerung 20X Zellen im BAGW als VEGF positiv zu erkennen.
Objektivvergrofierung 20X
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7.6.3. mMRNA Expression

Zusitzlich zu den immunhistologischen Untersuchungen wurden exemplarisch drei
Bursen auf ihren BMP-7 mRNA-Gehalt untersucht, um so feststellen zu konnen, ob
dieses hier produziert wird. Es wurden eine gesunde, eine leicht entziindete und eine
stark entziindete Bursa untersucht. Die Auswertung erfolgte nach dem gleichen
Prinzip wie bei den Kaninchenpréparaten.

Bei diesen drei exemplarischen Bursen zeigte sich eine Abhéngigkeit der BMP-7-
Expression von dem Entziindungsgrad der Bursa. Drei Bursen kénnen noch keinen
tatsdchlichen Zusammenhang festlegen, sie zeigen aber eine Tendenz, die weiter

untersucht werden sollte (Abb. 68).

BMP-7 (humane Bursa)
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Abb.68 BMP-7-Expression in der Bursa subacromialis.
Zu erkennen ist die starke Expression in stark entziindeten Bursae.
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8. Diskussion

Die den héufigen RM- Rupturen und Rerupturen zugrunde liegenden molekularen und
mikrostrukturellen Verdnderungen konnten bisher nicht zufriedenstellend geklart werden.
Es wurden unterschiedliche Untersuchungen am Tiermodell (Kumagai J. et al., 1994;
Carpenter J.E. et al., 1998; Uhthoff HK et al., 2000; Kobayashi K. et al., 2001;
Thomopoulos S. et al., 2002) und prospektive sowie retrospektive Untersuchungen an
selektionierten Patientenklientelen durchgefiihrt (Rickert M. et al., 1998; Gerber Ch. et al.,
2000; Jost B. et al., 2000; Kahn U. et al., 2000; Murrell G.A.C. & Walton J.R., 2001). Am
Tiermodell wurden die Rotatorenmanschetten im postoperativen Verlauf lediglich auf
deren = EZM-Zusammensetzung  untersucht.  Betrachtungen  iiber  eventuelle
Wachstumsfaktoren innerhalb der heilenden Sehne wurden bislang noch nicht
durchgefiihrt. Die Untersuchungen an humanen Préparaten beschrankten sich meist auf die
Analyse intraoperativ gewonnener Gewebsproben sowie die Untersuchung klinischer
Aspekte zum Vergleich von Operationstechniken und deren Auswirkung auf die SSS oder
die betroffenen Muskelgruppen.

Bei all diesen Untersuchungen wurden die degenerativen Verdnderungen der RM nahezu
ausschlieflich auf deren Raumbeengung unter dem korakoakromialen Bogen und die
unzureichende intrinsische Heilung auf die mangelnde Durchblutung zuriickgefiihrt.

Eine mogliche Beteiligung der Bursa subacromialis an der Entstehung degenerativer
Verdnderungen bzw. dem Heilungsprozess wurde erst in den letzten Jahren postuliert
(Uhthoff HK et al., 2000; Tillander B. et al., 2001). Dazu gehorte auch der Nachweis von
Wachstumsfaktoren bzw. Entziindungsfaktoren in der Bursa in Beziehung zu RM-Defekten

(Sakai H. et al., 2001; Yanagisawa K. et al., 2001).
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8.1. Die Expression von EZM in der heilenden Schulter

Die Verteilung der Expression der Kollagentypen I und II in der gesunden Ansatzzone von
SSS des Kaninchens ist durch immunhistochemische Untersuchungen von Kumagai et al.
(1994) untersucht worden und konnte dementsprechend als bekannt vorausgesetzt werden
(Kumagai J.et al., 1994).

Die Expression von Kollagen Typ II wiahrend des Heilungsvorganges in der SSS wurde von
Uhthoff et al (2000) im Kaninchenmodell mit Hilfe der Immunhistochemie in der zweiten
postoperativen Woche gepriift und zeigte vergleichbare Ergebnisse innerhalb dieses
Zeitraumes. Thomopoulos et al. (2002) untersuchten die Expression von Kollagentypen I,
XII und X in heilenden Rotatorenmanschetten der Ratte und konnten eine Zunahme von
Kollagen Typ I und XII sowie eine Abnahme des Kollagen Typ X im postoperativen
Verlauf beobachten (Uhthoff HK et al., 2000; Thomopoulos S. et al., 2002).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit waren mit denen in der Literatur publizierten
Ergebnissen vergleichbar, allerdings mit dem Unterschied, dass Thomopoulos et al. keine

Steigerung in den Kollagen-Typ-II-Expressionen erfassen konnten.

8.1.1. Kollagen Typ |

Die Expression von Kollagen Typ 1 =zeigte vergleichbare Ergebnisse in den
Untersuchungen durch IHC und PCR. Die Steigerungen der Kollagen-Typ-I-Expression in
den ersten Wochen ist ein normales Phdnomen im Heilungsprozess und charakterisiert
einen Regenerationsvorgang in der SSS (Kumagai J. et al., 1993; Hamada K. et al., 1997;
Boykiw R. et al., 1998).

8.1.2. Kollagen Typ X

Kollagen-Typ-X-Expression konnte in dieser Arbeit nur mittels PCR ermittelt werden, da
in der IHC keine Signale erfasst werden konnten. In der ersten postoperativen Woche war
eine Steigerung der mRNA zu beobachten, welche aber schon in der zweiten Woche unter

die Werte der Kontrollprdparate fiel. Der niedrigere Wert an Kollagen Typ X mRNA im
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Heilungsverlauf ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Thomopoulos et al., nicht
hingegen der Anstieg in der ersten postoperativen Woche. Dieses abweichende Ergebnis
kann mit der Ausbildung hypertropher Chondrozyten im Heilungsvorgang des
Faserknorpels zusammenhingen. In der sechzehnten Woche war kein Kollagen Typ X
mehr in den SSS nachweisbar. Dies deckt sich mit den histologischen Untersuchungen, bei
denen in diesem Zeitraum keine Wachstumsfuge mehr vorhanden war und die Heilung
abgeschlossen war. Die aufgefiihrten alleinigen PCR-Ergebnisse sind jedoch nicht
ausreichend, um das Verhalten des Kollagen Typ X und dessen Rolle im Heilungsverlauf

der SSS zu definieren.

8.1.3. Kollagen Typ Il und Beeinflussung durch Wachstumsfaktoren

Die Verteilung der Kollagen-Typ-II-Expression im postoperativen Verlauf zeigte in der
ersten Woche einen erheblichen Abfall unter die Werte der Kontrollpriparate. Diese
Absenkung wurde auch in den ICH-angefarbten Schnitten beobachtet. Dieses Phdnomen
war indirekt auch in den Safranin O gefarbten Schnitten zu beobachten, da in der ersten
postoperativen Woche noch keine vermehrte Anfarbung der Proteoglykane im Vergleich zu
den Kontrollpréparaten zu vermerken war. Moglicherweise ist dies durch den in der ersten
postoperativen Woche dominierenden Entziindungshergang zu erkléren.

Es ist bekannt, dass Chondrozyten unter dem Einfluss von Entziindungsfaktoren ihre
Makromolekiilsynthese einstellen. Besonders ist dies durch IL-18 beeinflusst (Huch K.
etal., 1997).

Im Vergleich zur ersten postoperativen Woche war in der zweiten Woche eine stark erhohte
Expression von Kollagen Typ II mRNA, eine stark vermehrte Anfirbung mittels IHC und
ein erhohter Proteoglykangehalt durch verstirkte Anfarbung in der Safranin O-Féarbung zu
beobachten. Daraus kann man auf ein verstirktes Vorhandensein von Knorpelgewebe
schlieBen, was sich histologisch durch die Ausweitung der Faserknorpelzone bestitigen
lasst.

Der erhohte Gehalt an bFGF im postoperativen Verlauf kann eine férdernde Wirkung auf
die chondrogene Metaplasie gehabt haben. Neuere in vivo-Untersuchungen zeigten im
Gegensatz zu den in vitro-Untersuchungen eine mitogene Wirkung des bFGF auf

Chondrozyten und fordernde Wirkung auf die Kollagen Typ II-Produktion des
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Regenerationsgewebes. (Shida J.et al., 1996; Hanada K. et al., 1997; Nakajima F. et al.,
2001; Shida J. et al., 2001). Nakajima et al. beobachteten ein Kollagen Typ II mRNA-
Maximum in Knorpelzellen heilender Rattenknochen zwei Wochen nach bFGF Injektion.
Dies korreliert mit den Beobachtungen dieser Arbeit in der Immunhistochemie und in den
Safranin O Férbungen ab der zweiten postoperativen Woche. Moglicherweise wird die
erhohte Kollagen-Typ-II-Expressionen deshalb maBgeblich durch den erhéhten bFGF
Gehalt in der SSS hervorgerufen. Dabei scheint der in der ersten Woche vorherrschende
Entziindungsprozess auf jeden Fall keinen negativen Einfluss auf die bFGF-Expression zu

haben, da die mRNA-Expression bereits in der ersten Woche stark zunahm.

Die Ausdehnung der Faserknorpelzone, die aufgrund der histologischen,
immunhistochemischen und molekularbiologischen Verfahren nachgewiesen werden
konnte, kann neben dem Einfluss der Wachstumsfaktoren auch biomechanisch induziert
sein. Dabei kann vor allem die Druckerhdhung unter dem korakoakromialen Bogen
verantwortlich gemacht werden. Bedingt durch die Desinsertion der Supraspinatussehne
kommt es zu einer relativen kranialen Instabilitit des Humeruskopfes, was die
Druckerh6hung des Regenerationsgewebes unter dem kndchernen Schulterdach erhéhen
kann. Dass es sich um eine echte Metaplasie handelt, kann vorausgesetzt werden, da sich
keine apoptotischen Zellen innerhalb der Sehne durch den TUNEL-Assay nachweisen
lieBen. Daraus folgert, dass es sich hier nicht um eine Neubildung nach Untergang des

Gewebes handelt, sondern um eine Umdifferenzierung innerhalb der Sehne.

Zusitzlich zum bFGF sind die Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) -auch Osteoinduktive
Proteins (OP) genannt- bekannt fiir ihre Knorpelinduktion in unterschiedlichen Geweben
(Forslund C. & Aspenberg P., 1998; Aspenberg P. & Forslund C., 2000; Ducy P.&
Karsenty G., 2000; Groeneveld E.H.J. & Burger E.H., 2000; Sanyal A. et al., 2002). In der
Immunhistochemie der durchgefiihrten Untersuchungen zeigte sich in den postoperativen
Wochen nicht nur ein erhohtes Vorhandensein von BMP-7, sondern auch ein verandertes
regionales Expressionsmuster im Verhéltnis zu den Kontrollen und im Zeitverlauf. BMP-7
war in der 2. bis 4. Woche am Sehnenansatz sowie in erhohtem Malle im Faserknorpel

vorhanden.
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Der Entziindungshergang innerhalb der Sehne konnte den niedrigen BMP-7 mRNA- Gehalt
im postoperativen Verlauf erkliren. Die Ergebnisse der PCR zeigen abnehmende
Tendenzen in der BMP-7-Expression in den postoperativen Wochen, welche auch deutlich
unter den Kontrollwerten waren und blieben. Hieraus ergibt sich eine Diskrepanz zu den
immunhistochemischen Ergebnissen. Da die mRNA- Analyse jedoch lediglich eine
Aussage liber den Entstehungsort von BMP-7 aussagt, kann aus diesem Ergebnis abgeleitet
werden, dass das BMP-7 moglicherweise auch extern produziert wird, um in der SSS in das

aktive Endprotein umgewandelt zu werden.

In der Literatur wird beschrieben, dass BMP-7 im Vergleich zu mechanischen Einfliissen
einen stimulierenden Einfluss auf chondrogene Verdnderungen innerhalb von Sehnen hat
(Forslund C.& Aspenberg P., 1998; Aspenberg P. & Forslund C., 2000).

Die  immunhistochemischen = Beobachtungen des regional unterschiedlichen
Vorhandenseins von BMP-7 ldsst vermuten, dass dem BMP-7 zusitzlich zum bFGF eine
Rolle fiir die chondrogene Metaplasie in der SSS nach einem akuten Trauma zukommt. In
der Literatur wird ebenfalls ein Synergismus zwischen bFGF und BMPs beschrieben
(Hanada K. et al., 1997). Diese Ergebnisse zeigen, dass die chondrogene Metaplasie in der
SSS nach traumatischer Desinsertion moglicherweise mit der Gewebsumwandlung im
Rahmen degenerativer Verdnderungen der SSS zu vergleichen ist. Aufgrund des zeitlich
ricklaufigen Verhaltens mit Reduktion von Kollagen Typ Il mRNA bei gleichbleibendem
Nachweis von Kollagen Typ II in der IHC ldsst sich schlielen, dass es sich um langfristige

Verdnderungen in der Sehne handelt.

8.2. Entziindungsreaktion im postoperativem Verlauf

Im postoperativen Verlauf waren keine CD3 Zellen im Sehnenansatz nachweisbar. Es war
somit keine lymphozytére Infiltration nachweisbar. Diese waren aber als positive Kontrolle
im Knochenmark erkennbar, womit der prinzipielle Nachweis von CD3 Zellen mit dieser
Methode erbracht ist. Die Anwesenheit der Makrophagen mit dem RAMI11- Antikdrper
zeigte, dass das Immunsystem der Tiere auf den Entziindungsreiz der Operation addquat
reagiert hat und die Makrophagen in die Umdifferenzierung und Heilung des Gewebes

integriert sind.
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Uberraschenderweise spielte IL-1 keine groBe Rolle im Entziindungshergang. Im Vergleich
zu den Kontrollpriaparaten zeigte sich sogar eine voriibergehende Absenkung der IL-1-
mRNA-Expression, wobei die Werte anschlieBend wieder den Kontrollpridparaten
entsprachen. Die Daten zeigen, dass IL-1 in der Ansatzregion der SSS beim Kaninchen
moglicherweise eher eine physiologische als eine pathophysiologische Rolle spielt. Die
Ergebnisse der PCR schlieBen jedoch die Moglichkeit nicht aus, dass dhnlich dem BMP-7
regional unterschiedliche Verteilungsmuster des IL-1 auf Proteinebene zum Tragen

kommen konnen.

Diese Untersuchungen zeigten zusammenfassend, dass es im postoperativem Verlauf zu

einer mafigen Entziindungsreaktion kam, welche nicht lymphozytér getragen wurde.

8.3. Neue Ansatzzone

Ab der zweiten postoperativen Woche waren in den kranialen Regionen des
Humeruskopfes, d.h. am periostalen Uberzug (e-f) einzelne Zonen zu beobachten, die
ebenfalls von ihrer histologischen und immunhistochemischen Charakterisierung her
Knorpelgewebe entsprachen. Diese Regionen waren zuerst durch Safranin O Férbung
sichtbar. In der vierten postoperativen Woche hatte sich diese ausgeweitet und vermittelten
damit den Eindruck einer ,,sekundidren direkten Sehnenansatzzone. IHC war in der
zweiten bis vierten postoperativen Woche BMP-7 in diesen Regionen nachweisbar. In der
sechzehnten Woche war eine Riickbildung diese Zonen zu beobachten. Insgesamt steht
dieser Befund jedoch nicht in einem unmittelbaren Zusammenhang mit dem
Heilungsvorgang innerhalb der fibrikartilagindren Region der SSS. Andererseits muss die
Ausbildung dieses ,,sekundidren Sehnenansatzes™ als Reaktion des Organismus auf das
artifizielle Trauma gewertet werden. Vermutlich handelt es sich dabei um den
Heilungsprozess des kranialen Sehnenabschnitts, der auch an der gesunden SSS des
Kaninchens direkt in das Periost des Humeruskopfs einstrahlt. Interessant ist in diesem
Zusammenhang, dass auch die Heilung des direkten Sehnenansatzes iiber knorpelig
praformierte Regionen verldutft.

Dieses beobachtete Phidnomen sollte in weitergehenden Arbeiten genauer untersucht

werden.
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8.4. Bursa subacromialis

Die SSS ist keine losgeldste anatomische Struktur. Sie steht in unmittelbarem Kontakt zu
der Bursa subacromialis, einem Schleimbeutel, dessen Funktion und Wichtigkeit schon
frith beschrieben wurde (Rowe C.R., 1988; Birnbaum K. & Lierse W., 1992; Rahme H. et
al., 1993). Da diese hiufig im Zusammenhang mit RM-Defekten entziindlich verdndert ist,
liegt die Vermutung nahe, dass sie bei der Heilung sowie bei der Pathogenese von RM-
Defekten eine Rolle spielt. Dies wurde auch schon in der Literatur vermutet (Uhthoff HK et
al., 2000; Tillander B. et al., 2001). Der entziindlich verdnderten Bursa subacromialis
kommt eine bedeutende Rolle in der Entstehung von Schulterschmerzen zu (Rowe C.R.,
1988; Kumagai J. et al., 1993; Gerber Ch. et al., 2001; Sakai H. et al., 2001; Yanagisawa et
al., 2001).

Die Tatsache, dass Entziindungsmediatoren und Wachstumsfaktoren von der Bursa
subakromialis abstammen konnen und nicht von der degenerierten Sehne selbst, wurde
schon in der Literatur beschrieben (Uhthoff HK et al., 2000; Sakai H. et al., 2001). Bekannt
ist jedoch noch nicht, ob die Bursa subacromialis aktiv oder passiv Faktoren sezerniert,
welche fiir die Pathogenese bzw. einem Heilungsvorgang der RM- Defekte von Bedeutung
sein konnten. Bekannt ist nur, dass chemisch hervorgerufene Entziindungen der Bursa
(Carrageenan) eine chondrogene Metaplasie in der SSS hervorrufen konnen (Tillander B.et
al., 2001). Sakai et al. (2001) beschrieb auch erhohte Mengen an Zytokinen und
Wachstumsfaktoren, mitunter bFGF, in humanen Bursen, welche fiir ihre entziindlichen
Verdnderungen verantwortlich sein konnen, aber auch die Pathogenese von RM- Rupturen

beeinflussen konnen (Sakai H. et al., 2001).

Da sich in den SSS der Kaninchen zeigte, das BMP-7 eine Rolle bei der chondrogenen
Metaplasie der Sehne zu spielen scheint, ergab sich daraus, die entziindeten Bursen auf die
Expression von BMP-7 zu untersuchen. Eine Untersuchung der Bursa subakromialis war
jedoch in den Tierversuchen nicht mdglich, da sich die Bursa auch nach dem iatrogenen
Trauma nicht als eigenstindige Struktur makroskopisch oder mikroskopisch identifizieren

liel und somit keine Analyse moglich war.

68




Diskussion

Aus diesem Grund wurden Bursapriparate aus humanem Gewebe bei vorliegender
degenerativer Ldsion der Rotatorenmanschette zur Analyse herangezogen. Hier waren
tatsdchlich Zellen der Driisengdnge und das Gewebe immunhistochemisch fiir BMP-7
anfarbbar. Exemplarisch wurden entziindlich verédnderte humane Bursen mit Hilfe der PCR
auf ihren BMP-7 mRNA- Gehalt untersucht. Da sich eine erhdhte Expression im Vergleich
zu gesunden Bursen zeigte, ldsst sich aus den Beobachtungen der Immunhistochemie und
der PCR vermuten, dass die Bursa moglicherweise in die Pathogenese der chondrogenen
Metaplasie der Rotatorenmanschette beteiligt ist. Eine durch Gewebedetritus verursachte
Entziindung der Bursa ist zwar denkbar, lisst sich jedoch aus unseren Beobachtungen nicht
bestdtigen, da in den Bursen keine CD3 positiven Zellen auffindbar waren und somit keine

lymphozytére Infiltration vorlagen.
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9. Schlussfolgerung

Die zelluliren und molekularbiologischen Untersuchungen {iiber die Reaktion der
Supraspinatussehne nach einer ansatznahen Desinsertion haben gezeigt, dass es im
Heilungsverlauf zu einer chondrogenen Ausweitung des Sehnenansatzes kommt. Derartige
Verdnderungen wurden schon in der SSS beobachtet, aber degenerativen Verdnderungen
und Impingementsyndromen der Schulter zugeschrieben (Rowe C.R., 1988; Schneeberger
AG. et al., 1998).

Die vorliegende Arbeit hat gezeigt, dass diese pathologischen Verdnderungen auch nach
einem akuten Trauma an gesunden Schultern auftreten, was den Riickschluss zuldsst, dass
gleichartige Mechnismen zum Tragen kommen. Ausgelost wird die chondrogene
Metaplasie moglicherweise durch das lokale Auftreten von BMP-7 und bFGF, wobei
aufgrund der Ergebnisse der PCR speziell beim BMP-7 davon auszugehen ist, dass die SSS
nicht der Produktionsort ist. In Frage kommt als Produktionsstdtte beispielsweise die Bursa
subacromialis, da in den humanen Priparaten BMP-7 sowohl auf mRNA- als auch

Proteinebene nachgewiesen werden konnte.

Diese Ergebnisse beinhalten neue Erkenntnisse, die das Verhalten der SSS nach einem
Trauma charakterisieren und moglicherweise bei der Therapie von Schulterldsionen mit in
Betracht gezogen werden sollten. Unterschiedliche operative Methoden verbessern die
Refixation der rupturierten Sehnenanteile am Humeruskopf, verhindern aber nicht die
metaplastischen Gewebeumwandlung. In wie weit die chondrogene Metaplasie das
Schliisselereignis fiir die Auslosung der Degeneration verantwortlich ist und auch das
entstandene Regenerationsgewebe charakterisiert, bleibt weiteren Untersuchungen

vorbehalten.

Eine spezielle Rolle scheint auch die Bursa subacromialis zu spielen. Durch ihre
entzlindlichen Verdnderungen und ihre Lage im subacromialen Raum kommt ihr nicht nur
fiir die Schmerzentstehung, sondern moglicherweise auch fiir die Induktion von
Verianderungen der Rotatorenmanschette eine bedeutsame Rolle zu (Rahme H. et al., 1993;
Schneeberger AG. et al.,, 1998; Sakai H. et al., 2001). Dies begriindet sich in den

vorliegenden Untersuchungen, die zeigen, dass in der humanen Bursa BMP-7 produziert
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wird, was die Chondrogenese in der Rotatorenmanschette stimulieren kann (Huch K. et al.,
1997).

Legt man diese Erkenntnisse zugrunde, wire es sinnvoll, die Bursa friihzeitig operativ zu
entfernen, um diesen pathogenetischen Prozess zu unterbinden, und damit eine Metaplasie

des Gewebes zu vermeiden.

Eine andere Moglichkeit bestlinde darin, lokale massive entziindungshemmende Therapie,
z.B. mit Corticosteroiden, im Subakromialraum durchzufiihren. Dabei wire aber nur eine
voriibergehende und kontrollbediirfige Unterdriickung der entziindlichen Verdnderungen

mdglich (Blair B. et al., 1996).
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