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1. Einleitung

Schulterverletzungen nehmen einen groflen Platz im orthopddischen Krankengut ein,
insbesondere  dltere  Patienten und  Sportler klagen {iber Schmerzen und
Funktionseinschrankungen der Schulter.167 Die hiufigste Ursache dafiir sind, neben der
Schulterinstabilitit, Rupturen der Rotatorenmanschette, welche durch traumatische
Ereignisse oder degenerative Sehnenverdnderungen entstehen kénnen.46

Pradisponierend fiir Schulterverletzungen ist die Anatomie des Schultergelenkes. Die kleine
Kontaktfliche der Gelenkkdrper und die iiberwiegende Weichteilfiihrung durch die
Rotatorenmanschette ermdglichen eine grofle Bewegungsfreiheit, sind aber gleichzeitig bei
langerfristiger starker Beanspruchung besonders verletzungsanfillig.

So stellen Rotatorenmanschettenldsionen die héufigste Ursache fiir Schmerzen und

Kraftverlust der Schulter dar und finden sich bei etwa 50 % der Bevolkerung. 4662

Sie konnen zwar traumatische Erstverletzungen sein, meistens entstehen sie jedoch aufgrund
wiederholter Mikrotraumata.’® Viele Patienten jenseits des 50. Lebensjahres weisen diese
Abnutzungserscheinungen der Sehnenplatten auf, die im Laufe der Jahre schlieBlich zu
partiellen oder kompletten Rotatorenmanschettenrupturen fithren kénnen.

Verstarken sich die Beschwerden oder zeigt sich beim Patienten ein hochgradiger
Funktionsverlust, so ist die Therapie der Wahl eine operative Rekonstruktion in
arthroskopischer oder Mini - open - Technik, welche klinische Erfolgsraten von bis zu 85 %
zeigen. 116

Da Rotatorenmanschettendefekte hdufig kompensiert und somit asymptomatisch sind, erfolgt
die operative Versorgung meist erst im fortgeschrittenen Stadium.

Dabei stellt sich das biologische Problem, dass intrinsische Verdnderungen, sowie schlechte
Durchblutungsverhiltnisse und in ihrer Folge die Degeneration des Sehnengewebes, das
Heilungspotential der Sehne verschlechtern.

Dies wiederum fiihrt zu schlechteren postoperativen Ergebnissen mit z. T. hohen
Rerupturraten, da operativ eine hohere Spannung notwendig ist, um die Ruptur decken zu
konnen und gleichzeitig die degenerativ veridnderte Sehne des é&lteren Patienten kein
hinreichendes Heilungspotential besitzt.116

So beobachteten zahlreiche Studien, dass trotz stabiler Fixation eine hohe Rerupturrate von
23 - 68 % nach Rekonstruktionen zu verzeichnen ist und damit stellt insbesondere die

Reduktion der Rerupturrate ein wichtiges Thema in der Schulterchirurgie dar.



27,49,50,51,56,58,59,68,87,88,89,130,131,146,166,168

Wie  Veroffentlichungen  zeigen, wird das  postoperative  Ergebnis  nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion von mehreren Faktoren beeinflusst:

Vor allem Alter und Sehnenqualitit des Patienten spielen eine entscheidende Rolle fiir das
klinische Ergebnis. Gerade éltere Patienten weisen nach Imhoff et al. ein vermindertes
Heilungspotential durch Rotatorenmanschettentendinose oder assoziierte Osteoporose des
Tuberculum majus auf.76.77

Weitere Griinde fiir ein schlechtes Heilen stellen Uberbeanspruchung, schlechte Vaskularitit,
Geschlecht sowie endokrine und metabolische Faktoren dar.90.91

So bestimmen den postoperativen Heilungsverlauf zum einen die Reduktion der
Muskelmasse und fettige Infiltration von Sehne und Muskel, zum anderen die Defektgrof3e
und die primére Stabilitdt der Fixierung.

Des Weiteren sind die spéte klinische Symptomatik und der damit verzdgerte
Operationszeitpunkt der chronischen Rotatorenmanschettenldsion Ursachen fiir schlechtere
Heilungsbedingungen im Vergleich zur zeitnah operierten akuten Ruptur.76.77

Gerade die Optimierung der Heilung von chronischen Lidsionen gewinnt zunehmende
Bedeutung, denn Studien zeigen, dass ein wesentlicher Unterschied im operativen Outcome
und Heilungsverlauf von akuten und chronischen Lisionen zu verzeichnen ist.152

Daran ldsst sich erkennen, dass ein alleiniges operatives Vorgehen bei der chronischen Lasion
bisher noch nicht die groStmdgliche Erfolgsrate garantiert, das Sehnenheilungsverhalten noch
suboptimal bleibt und der erfahrene Schulterchirurg mit der Frage konfrontiert wird, welche
Faktoren Einfluss auf ein schlechteres klinisches Ergebnis besitzen.49.50.51

Zumal heutzutage der postoperative Anspruch, wie u. a. hohe Leistungsfahigkeit, auch beim
alteren Patienten zunimmt und gute Langzeitergebnisse nach

Rotatorenmanschettenrekonstruktionen erforderlich macht.

Auch wenn bereits eine Vielzahl von Studien iiber den Heilungsverlauf nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion existieren, stehen Untersuchungen, welche mit
Wachstumsfaktoren diesen positiv beeinflussen, noch in ihren Anféngen.

In der Literatur werden verschiedene biologische Augmentationsmethoden zur in-vivo
Heilung der Rotatorenmanschette aufgezeigt. Neben der Applikation von Stammzellen oder
lokaler Gabe verschiedener Wachstumsfaktoren liegen Untersuchungen zu autologen

Methoden, z. B. Platelet Rich Plasma, vor.>-85,103



Im Vordergrund dieser Studie sollen Wachstumsfaktoren stehen, dabei sollen folgende
herangezogen werden, welche laut Literatur wéihrend des Wundheilungsprozesses die
Geweberegeneration und das Heilungsverhalten positiv beeinflussen und im klinischen Alltag

genutzt werden konnen.90.91,103,133

¢ B - FGF: Basic - Fibroblast Growth Factor

* G - CSF: Granulocyte - Colony Stimulating Factor

B - FGF unterstiitzt vor allem die Zellproliferation und - migration und fordert die

Kollagen - III - Produktion und - Expression sowie die Angiogenese.30.31,147,158

Auch G - CSF ist fiir seine Forderung von GefdBwachstum und Zellproliferation von
Stammzellen bekannt. 16

Somit erwarten wir, dass die genannten Wachstumsfaktoren in dieser Studie die gewiinschte
verbesserte Einheilung der induziert rupturierten Supraspinatussehne bewirken.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, zum einen in der ersten Studienphase mittels
verschiedener Zeitpunkte nach Absetzen der Sehne die humane chronische
Rotatorenmanschettenldsion im Tiermodell zu simulieren.

Dafiir setzen wir die Supraspinatussehne der Ratte operativ ab und beurteilen sie histologisch
vergleichend mit der Kontrollgruppe in ihrem zeitlichen Verlauf.

Als erste Hypothese wird angenommen, dass zu einem der gewihlten Zeitpunkte eine
vergleichbare histologische Situation zur chronischen Rotatorenmanschettenldsion des
Menschen vorliegt, und dass dieser Zeitpunkt im Tiermodell fiir die chronische
Rotatorenmanschettenldsion verwendet werden kann.

Fiir die zweite Phase der Studie wird der evaluierte Zeitpunkt aus Phase I als Ausgangslage
fiir eine chronische Supraspinatusldsion herangezogen und die Behandlung von
Supraspinatuslidsionen mittels transossdrer Refixation und kontinuierlicher Applikation von
Wachstumsfaktoren iiber 20 Tage via Osmosepumpen untersucht.

Als zweite Hypothese wird angenommen, dass hierdurch histologisch ein verbessertes
Remodelling der Sehne erzielt wird.

Als dritte Hypothese werden synergistische Effekte bei Kombination beider
Wachstumsfaktoren erwartet.

Zusammenfassend soll die vorliegende experimentelle Studie ein Tiermodell etablieren und

die Auswirkung einer wachstumsfaktorgestiitzten Therapie der Sehneneinheilung



untersuchen. Zugleich sollen die Ergebnisse als Grundlage fiir weitere Untersuchungen

unterschiedlicher Applikationsformen von Wachstumsfaktoren dienen.

2. Theoretische Grundlagen

2.1 Funktionelle Anatomie der Rotatorenmanschette

Als Rotatorenmanschette wird die vierteilige Muskelgruppe des Schultergelenks bezeichnet,
die an der Scapula ihren Ursprung hat und unterhalb des coracoacromialen Bogens (Spatium
coracoacromiale) als breite Sehnenplatte zum Humeruskopf zieht. Die Sehnen der vier
Muskeln, M. subscapularis (ventral), M. supraspinatus (kranial), M. infraspinatus und M.
teres minor (dorsal) umgreifen manschettenférmig den Humeruskopf (s. Abbildung 1).14
Neben der willkiirlichen Schulterbewegung ist die Rotatorenmanschette ebenso fiir die

Zentrierung der Schulter gegen von aullen einwirkende Kréfte verantwortlich.

Abbildung 1: Rechte Schulter von lateral, nach Entfernung des M. deltoideus und der
Oberarmbeuger (Rauber / Kopsch, Band I: Bewegungsapparat)!2!



Der M. subscapularis entspringt an der Fossa subscapularis der ventralen Scapula, inseriert

am Tuberculum minus und ist eng mit der anterioren Schulterkapsel verbunden. Er
ibernimmt hauptsdchlich die Funktion der Innenrotation, ist aber auch an der Abduktion
(kranialer Anteil) und an der Adduktion (kaudaler Anteil) beteiligt. Seine Innervation erfolgt

durch den oberen und unteren Ast des N. subscapularis aus dem Plexus brachialis (C5 - Thl).

Das Dach des glenohumeralen Gelenkes bildet der M. supraspinatus. Er entspringt der Fossa
supraspinata und verlduft unter dem coracoacromialen Bogen zum Tuberculum majus.
Innerviert wird der M. supraspinatus durch den N. suprascapularis (C4 - C6) aus dem Plexus
brachialis. Im Schultergelenk erméglicht er eine Abduktion bzw. AuBlenrotation. Er zieht {iber
die Gelenkkapsel und bewirkt eine Zentrierung des Humeruskopfes in der Cavitas
glenoidalis.

Der M. infraspinatus entspringt von der dorsalen Flidche der Scapula, zieht zum dorsalen

Tuberculum majus und wird, wie der M. supraspinatus, vom N. suprascapularis innerviert.
Aus seiner kréftigen Sehne strahlen Fasern in die posteriore Kapsel und stellen analog zum
M. subscapularis eine enge Beziehung zur Kapsel her. Der M. infraspinatus ist der wichtigste
AulBenrotator im Schultergelenk.

Von der lateralen Kante der Scapula, der Margo lateralis, entspringt der M. teres minor, der
ebenfalls dorsal am Tuberculum majus unterhalb des M. infraspinatus inseriert und durch den
N. axillaris (C5 - C6) innerviert wird. Seine Funktion liegt in der Auflenrotation und
Adduktion im Schultergelenk. Zudem bildet er fiir die mediale und laterale Achselliicke
jeweils die obere Begrenzung. !4

Vom Rotatorenintervall ausgehend, zieht zum Unterrand des M. infraspinatus das ,,rotator
cable®. Es stellt eine halbmondférmige Verdickung der Rotatorenmanschette dar und ist fiir
die Kraftiibertragung des posterior - superioren Manschettenanteils auf das Tuberculum
majus zustindig, wobei die ,,suspension bridge* die Ansétze von M. supra - und infraspinatus
anspannt.!2.79 Dadurch dass die einwirkenden Kréfte primér auf das ,,rotator cable* einwirken
und verteilt werden, wird die Absolutkrafteinwirkung auf das diinnere, lateral angrenzende
Manschettengewebe (,,crescent zone*) reduziert.

Umfasst wird die Rotatorenmanschette schlieSlich vom M. deltoideus, der zwar nicht der
Manschette angehort, dieser aber kappenartig aufliegt.

Innerhalb des Schultergelenks entspringt die lange Bizepssehne am Tuberculum
supraglenoidale und setzt an der Tuberositas radii sowie iiber die Aponeurosis musculi

bicipitis an der Unterarmfaszie an. Die lange Sehne des M. biceps brachii wird intraartikuldr



in der Rotatorenintervallschlinge (syn. Bizepssehnen - Pulley) eingefangen und in den Sulcus
intertubercularis eingefiihrt. Sie verlduft im Schultergelenk horizontal und biegt im
Rotatorenintervall scharf ab, um dann in senkrechtem Verlauf, durch den Sulcus
intertubercularis, den Oberarm zu erreichen.

Die Pulley - Schlinge ist ihrerseits eng mit den Sehnen des M. supraspinatus und des M.
suprascapularis verwoben. Die lange Bizepssehne nimmt im Glenohumeralgelenk, v. a. die
Funktion der passiven Stabilisation vor, besonders in Abduktion und AufBenrotation.
Zwischen Rotatorenmanschette (kaudal) und Acromion (kranial) befindet sich die Bursa
subacromialis. Nach ventral reicht diese bis zum Lig. coracoacromiale, dorsalwirts bis zur
Fossa infraspinata der Scapula. Die flachige Sehne des M. supraspinatus liegt direkt unter der
Bursa, die als Gleitlager fungiert, sodass bei Rotatorenmanschettenlidsionen eine Verbindung

zum Glenohumeralgelenk entsteht.

2.2 Pathoanatomie der Rotatorenmanschette

Die Rotatorenmanschette ist Bestandteil des Schultergelenks, welches sich aus vier Gelenken
zusammensetzt.

Im Zentrum steht das Glenohumeralgelenk, die Artikulation des Humeruskopfes mit der
Scapula.# Die Cavitas glenoidalis ist die flache Gelenkpfanne am &uBleren
Schulterblattwinkel, deren Auflageflache durch das Labrum glenoidale vergrof3ert wird. Das
Acromioclaviculargelenk, das Sternoclaviculargelenk und die Verschiebeschicht zwischen
Thoraxwand und hinterer Scapula sind weitere Teilgelenke, die die Mobilitdt des
Schultergelenkes ermdglichen. 14.78

Das Glenohumeralgelenk besitzt als typisches Kugelgelenk drei Freiheitsgrade und stellt in
Kombination mit den oben genannten Gelenken das beweglichste Gelenk des Korpers dar.
Aufgrund ihrer auBBergewohnlichen Beweglichkeit besitzt die Schulter damit auch zahlreiche
anatomische und funktionelle Besonderheiten, welche die Pathogenese von
Schulterschmerzen sowie eine Anfélligkeit fiir Luxationen und Instabilitdten bedingen. ¢!

Im Vordergrund steht, dass die kndchernen Strukturen nur wenig zur Stabilisierung beitragen
und somit der muskuldren Fithrung eine besondere Bedeutung zukommt.!53 Denn der
halbkugelformige Humeruskopf artikuliert in einem Missverhiltnis von 4 : 1 mit der flachen

und kleinen Gelenkpfanne der Scapula, sodass die Weichteilfiihrung zur Sicherung des



Gelenkes besonders bedeutsam ist. Die Vereinigung der rotatorisch wirkenden Muskeln zur
Rotatorenmanschette am  Humeruskopf macht diesen maximalen gesicherten
Bewegungsumfang moglich.’8 Des Weiteren ist die Gelenkkapsel des Schultergelenks weit
und schlaff, um die enorme Beweglichkeit des Gelenkes moglichst widerstandslos zu
gewdhrleisten.

Unterschieden wird zum einen in die statischen Stabilisatoren des Glenohumeralgelenks, wie
der knochernen Konfiguration von Glenoid und Humerus, dem Labrum glenoidale, der
Gelenkkapsel und dem Bandapparat. Zum anderen spricht man von den dynamischen
Stabilisatoren, zu denen die Rotatorenmanschette, die lange Bizepssehne und der M.
deltoideus gehoren. 61,162

Eine weitere wichtige Besonderheit stellt die relative Enge des subacromialen Gleitraumes
dar, die eine Pradisposition fiir mechanische oder hypoxische Lisionen durch ,,extrinsisches
Impingement“ der dort verlaufenden Sehnen darstellt, so insbesondere auch fiir den M.
supraspinatus.”’

Der intraartikuldre Verlauf der langen Bizepssehne stellt schlieflich eine weitere
Besonderheit dar, deren Pathologien, wie Instabilititen und Rupturen, hidufig mit Lasionen
der  Rotatorenmanschette  einhergehen.  Bei  gleichzeitigem  Vorliegen  eines
Rotatorenmanschettendefekts verstiarkt sich die Vorspannung der langen Bizepssehne und sie

nimmt eine Funktion als Humeruskopfdepressor ein.66

Inzidenz und Atiologie der Rotatorenmanschettenruptur

Unter einer Rotatorenmanschettenruptur versteht man die Kontinuitdtsunterbrechung der
Sehne oder des Muskels der Rotatorenmanschette.

Rotatorenmanschettenlésionen stellen eine haufige Pathologie im orthopddischen
Behandlungsspektrum dar. Jedoch wird, aufgrund asymptomatischer Verliufe, die Priavalenz
hoher eingeschitzt als die tatsdchliche Inzidenz in der klinischen Praxis. In der Literatur
finden sich verschiedene Angaben, die je nach Alter der Patienten schwanken, da das Alter in
Bezug auf die Epidemiologie und Grofle des Defekts eine entscheidende Rolle spielt.

Das Durchschnittsalter zum Operationszeitpunkt von Rotatorenmanschettenldsionen betrigt
55 Jahre, wobei Ménner wesentlich hiufiger betroffen sind als Frauen.156

So werden nach Gohlke und Hedtmann bei 60jdhrigen Patienten 10 - 30% Komplettrupturen

beschrieben, wobei der M. supraspinatus sowohl bei den Partial - wie auch Komplettrupturen

10



am héufigsten betroffen ist.6!

Walch et al. und Uhthoff et al. finden in ihren Studien Inzidenzen von Totalrupturen bei

12,9 % und 20 %.156,154

Aufgrund degenerativer Prozesse wird in mehr als der Halfte der Fille von atraumatischen
Lésionen ausgegangen. Doch auch eine Schulterluxation kann bei {iber 40jdhrigen Patienten
in 40 - 70 % der Félle eine Rotatorenmanschettenruptur bedingen und im klinischen Alltag
oft iibersehen werden.66.67

Angaben iiber die Héaufigkeit von Rotatorenmanschettenrupturen weisen somit eine hohe
Schwankungsbreite auf, dabei ldsst sich jedoch in autoptischen Untersuchungen eine
Zunahme der Rupturen mit steigendendem Alter beobachten (s. Tabelle 1).

Kadaverstudien zeigten nur bei 17 % der < 39 - Jihrigen Sehnenverdnderungen der
Rotatorenmanschette, wahrend diese im Altersverlauf weiterhin zunahmen (40 % der 50 -
Jahrigen; 57 % der > 90 - Jéhrigen).32

Dabei treten Rupturen gewdhnlich in der kritischen Zone 1 - 2 cm von der Insertion entfernt
auf, da sich dort mehr Degenerationsverdanderungen finden.32.76,92,93,132

Bleibt das ,rotator cable* bestehen, kann die Rotatorenmanschettenldsion beschwerdefrei

verlaufen und man spricht von einem nicht - funktionellen Riss.

Alter Haufigkeit
<40 Jahre keine partielle / komplette Rpt.
< 50 Jahre 5 % partielle / komplette Rpt.
< 60 Jahre 11 % partielle / komplette Rpt.
> 70 Jahre 50 % partielle / komplette Rpt.
> 80 Jahre 80 % partielle / komplette Rpt.

Tabelle 1: Sonographische altersbezogene Privalenz der Rotatorenmanschettenruptur

(Quelle: Habermeyer P, Agneskirchner JD. Schulterchirurgie, Seite 335)67

Die klinische Symptomatik bei degenerativer Ausgangssituation tritt hdufig erst durch ein
akutes, meist inaddquates, Trauma auf, welches einen Reizzustand der Schulter initiiert,
moglicherweise einen vorliegenden Defekt vergréBert, und somit eine Dekompensation der
Schulterfunktion verursacht.

Dabei kann das Ausmal} der Rupturen von kleinen Rissen in den oberflichlichen Schichten
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bis zur Massenruptur (Humeruskopfglatze), mit oder ohne Beteiligung von Bizepssehne oder
Rotatorenintervall, stark variieren. Die Rupturgrofle und der Schmerzgrad stehen jedoch in
keiner Korrelation zueinander. So sind Partialrupturen héufig schmerzhafter als
Massenrupturen.6’

Da hiufig degenerative Vorschidden und nicht ein addquates Trauma die Ursache fiir eine
Rotatorenmanschettenlédsion sind, wird das Unfallereignis nur als Teilursache angesehen. 69
Nach Imhoff et al. ensteht die endgiiltige Ruptur auf dem Boden multifaktorieller Genese,
beispielsweise durch Durchblutungssstorungen, Belastung, Mikrotraumata oder durch die
pradisponierenden anatomischen FEigenschaften des Schultergelenks im Rahmen eines
,Impingements“.76 Bedeutend fiir die Atiopathogenese von Rotatorenmanschettenléisionen
sind nach Imhoft et al. extrinsische und intrinsische Faktoren:

Zum einen das altersbedingte intrinsische Impingement, bei welchem Sehnengewebe
aufgrund von Durchblutungsstérungen, mechanischem Druck oder Einklemmung
degeneriert.76.93

Diese als intrinsische Faktoren bezeichneten Veranderungen finden sich besonders in der
Nihe des M. supraspinatus und beginnen ab dem 40. Lebensjahr. Als primére Degenerationen
in der Sehne selbst, lokalisieren sie sich besonders an der Sehneninsertion.16! Letztlich
fithren sie zu einer Abschwéchung der ,,dehnbaren Widerstandskraft* der Sehne.

Im Gegensatz dazu steht die extrinsische Tendinopathie, bei der eine Enge des subacromialen
Raumes, z. B. Acromion Typ III nach Bigliani, AC - Gelenkarthrose, eine Pradisposition fiir
mechanische oder hypoxische Lésionen der dort verlaufenden Sehnen darstellt und diese im
Rahmen des ,extrinsischen Impingements“ von aulen mechanisch irritiert.17:111 Zumal sich
nach Rathbun et al. in minderdurchbluteten Arealen ein stirkeres Fortschreiten der
Degeneration beobachten 14sst.120

Der akute Riss der Rotatorenmanschette duflert sich in starken, spéter dann abnehmenden
Schmerzen, die iiber den M. deltoideus ausstrahlen. Gleichzeitig ist eine Pseudoparalyse des
Armes bei akut traumatischen Rupturen ein hiufiges klinisches Zeichen. Eine vollstindige
Aufhebung der aktiven Abduktionsfdhigkeit kann aufgrund der Starterfunktion des M.
supraspinatus hinweisend auf eine Supraspinatusbeteiligung sein.

Dahingegen bleiben langsam progrediente  degenerative  Verdnderungen lange
asymptomatisch oder zeigen eine milde klinische Symptomatik, bei der eher Nacht - und
Bewegungsschmerzen statt Funktionseinschrankungen im Vordergrund stehen. 161

In nur 5 - 8 % der Fille liegt eine traumatische Erstverletzung der gesunden Sehne vor, viel
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Ofter handelt es sich um wiederholte Mikrotraumata.34111 Durch eine biomechanisch
relevante Ruptur der Rotatorenmanschette verliert diese ihre zentrierende Wirkung, der
Deltamuskel erlangt ein Ubergewicht und es kommt zur Dezentrierung des Humeruskopfes
aus der Gelenkpfanne. Nach Budoff et al. kann das extrinsische Impingement sekundér durch
diese ,,superior migration“ bedingt sein.24 Das so entstandene sekundédre Impingement fiihrt
zu einer funktionellen Dekompensation mit Schmerzen und Bewegungseinschrankungen und
kann sich tiber die Zeit zu einer sekundéren Arthrose (Defektarthropathie) entwickeln.

So kann man zusammenfassen, dass intrinsische Faktoren die Degeneration der
Supraspinatussehne induzieren und im Zusammenspiel mit weiteren Faktoren, wie
anatomischen Varianten oder Traumata, diese fortschreiten lassen und eine Ruptur
begiinstigen.

Der therapeutischen Intervention kommt damit eine wichtige Rolle zu und die operative
Rekonstruktion, in Kombination mit Adjuvantien in Form von Wachstumsfaktoren, soll in

unserer Studie ndher beleuchtet werden.

Einteilung und Klassifikation der Rotatorenmanschettenruptur

Um ein therapeutisches operatives Vorgehen planen zu konnen, ist das Staging der
Rotatorenmanschettenruptur von entscheidender Bedeutung. Nur eine pathologiekonforme
Therapieplanung kann ein optimales Therapieergebnis gewihrleisten und beinhaltet neben
anamnestischer Abkldrung des Funktionsanspruchs eine ausfiihrliche Untersuchung,
kombiniert mit geeigneter Bildgebung.162

Wichtig ist es, bei der Anamnese die subjektiven Hauptbeschwerden herauszuarbeiten, wie

z. B. Ruhe -, Belastungs - oder Nachtschmerz, Lokalisation und Ausdehnung des Schmerzes,
Schwiche, Bewegungsgrad, Aktivititsgrad und bereits erfolgte Therapien.

Das Untersuchungsmodul der Supraspinatussehnenruptur sollte nach dem allgegenwértigen
Schema von Inspektion, Palpation, Beurteilung und der Bestimmung von Funktion,
Impingement und Instabilitdt erfolgen.

Bei der Inspektion sollte auf Symmetrie der Schultern und mdgliche Atrophien des M.
supraspinatus geachtet und zugleich die Schmerzangaben des Patienten lokalisiert werden.
Nach der Palpation der einzelnen Gelenkpunkte und der anatomischen Orientierungspunkte
der Schulter konnen Bewegungsumfang und skapulothorakaler Rhythmus beurteilt werden.

Auch Impingementzeichen (z. B. Neer, Hawkins, painful arc) sollten abgeklart werden. 134
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Besonderes Augenmerk muss der Krafttestung aller Anteile der Rotatorenmanschette
zukommen und in Hinblick auf den M. supraspinatus sind dies der Starter - Test (aktive
Abduktion bei 0° - Abduktion gegen Widerstand) sowie der Jobe - Test (Halten des Armes
gegen Druck von kranial bei 90° - Abduktion und 30° - Horizontalflexion mit nach unten
weisendem Daumen; positiv bei Schmerz / Kraftverlust).

Eine komplette radiologische Bildgebung der Schulter in drei Ebenen, einschlieBlich eines
axialen Bildes, ist essentiell, um die knocherne Konfiguration des Acromions, den acromio -
humeralen Abstand und die Kopf - Pfannen - Bezichung beurteilen zu konnen. 134

Des Weiteren komplettieren Sonographie und MRT die pridoperative Diagnostik, um
RupturgrofBe, Retraktion der Sehne und Muskelqualitét zu bewerten.

Die anamnestische Einteilung anhand der Krankheitsdauer ist eng mit der Prognose der

jeweiligen Rotatorenmanschettenruptur verbunden (s. Tabelle 2).

Einteilung nach Anamnesedauer
akut <6 Wo
subakut 6 Wo - 6 Mo
chronisch 6 Mo - 1 Jahr
alt > 1 Jahr

Tabelle 2: Klassifizierung der Rotatorenmanschettenruptur nach Anamnesedauer

(Quelle: Habermeyer P, Agneskirchner JD. Schulterchirurgie, Seite 336)67

Zusitzlich zur Krankheitsdauer bieten das Ausmall der Sehnenretraktion, der fettigen
Infiltration des Muskels sowie die Muskelatrophie Aufschluss iiber die Prognose der
Rotatorenmanschettenruptur. 64,150

Eine Rotatorenmanschettenruptur kann sich partiell oder komplett darstellen. Die partielle
Lision kann bursaseitig, intratendinds oder gelenkseitig lokalisiert ein.

Der komplette Einriss wird nach Bateman (s. Tabelle 3) anhand seiner gro3ten Defektbreite
am Insertionsort humeralseitig klassifiziert und nach Thomazeau (s. Tabelle 4) anhand der
Muskelatrophie im MRT. Die komplette Ruptur kann nur eine Sehne betreffen aber auch
zwei oder drei Sehnen, dann spricht man von einer massiven Ruptur. Meistens liegt dann eine
totale Ruptur mit Freilegung des Humeruskopfes (Humeruskopfglatze) vor, aus der sich eine

Defektarthropathie entwickelt.67
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Einteilung der kompletten Ruptur
Grad I - klein <lcm
Grad II - mittel 1-3cm
Grad III - grof3 3-5cm
Grad IV - massiv >5cm

Tabelle 3: Einteilung der Rotatorenmanschettenruptur nach Bateman

(Quelle: Habermeyer P, Agneskirchner JD. Schulterchirurgie, Seite 336)67

Muskelatrophie im MRT

Grad |

Normaler Muskel / geringe Atrophie,

Verhiltnis Muskel / Fossa supraspinata zwischen 1,00 und 0,60

Grad 11

MaiBige Atrophie,
Verhiltnis Muskel / Fossa supraspinata zwischen 0,60 und 0,40

Grad III

Starke Atrophie,
Verhéltnis Muskel / Fossa supraspinata < 0,40

Tabelle 4: Einteilung der Rotatorenmanschettenruptur nach Thomazeau

(Quelle: Habermeyer P, Agneskirchner JD. Schulterchirurgie, Seite 337)67

2.3 Behandlungsmoglichkeiten der Rotatorenmanschettenruptur

Die Therapie der Rotatorenmanschettenruptur setzt sich zum Ziel, eine schmerzfreie / - arme

Funktion wiederherzustellen und dabei den Funktionsanspriichen des Patienten gerecht zu

werden. Im Vordergrund steht, neben der Schmerzfreiheit, die optimale Zentrierung des

Glenohumeralgelenks und damit die Verbesserung der Biomechanik.

Als Herangehensweise bietet sich die konservative oder die operative Therapie an.

Entscheidend fiir die Wahl des Therapiekonzeptes sind das Alter und die Komorbiditéiten des

Patienten, sowie der Schmerzgrad und Funktionsanspruch.
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Konservative Behandlung

Bei einer symptomatischen Rotatorenmanschettenruptur ist in den meisten Féllen primér eine

konservative Behandlung fiir drei Monate indiziert.6”

Phase 1: Wiederherstellung der Schmerzfreiheit

In der ersten Phase ist die primére Zielsetzung, das Bewegungsausmal} zu normalisieren und
schmerzfrei zu gestalten. Zum einen durch passive Bewegungsiibungen und manuelle

Therapie, zum anderen durch analgetische und antiphlogistische Medikation.

Phase 2: Wiederherstellung des biomechanisch - muskuldren Gleichgewichts von Humerus
und Skapula

Im Anschluss folgt die zweite Phase mit muskuldrer Koordination, Kréftigung und

Zentrierung des Humeruskopfes durch skapulothorakale Schulung.

Phase 3: Riickfithrung in die Alltagsbelastung

In der dritten Phase wird der Patient durch langsame Belastungssteigerung in der
Ergotherapie und medizinischen Trainingstherapie an seine alltiglichen Bewegungsabliufe

herangefiihrt.

Bei zunehmendem Funktionsanspruch, insbesondere bei jiingeren oder sportlich aktiven
Patienten, steht das operative Vorgehen im Vordergrund der Therapiemdglichkeiten. Denn
dem Erfolg der konservativen Therapie sind Grenzen gesetzt, da durch Physiotherapie die
Funktion zwar kompensiert werden kann, es aber zu keiner Heilung kommt. Diese
kompensierte Funktion der Schultermuskulatur reicht jedoch fiir Patienten mit hohem

funktionellen Anspruch nicht aus.

Operative Behandlung

Die moderne Rotatorenmanschetten - Chirurgie ist nach Boszotta et al. Ergebnis
Entwicklungsprozesses der letzten zwei Jahrzehnte.!9 Dennoch blickt sie auf eine Geschichte
zuriick, die bis ins 19. Jahrhundert reicht.

So finden sich 1834 erste Beschreibungen der Supraspinatusruptur vom Anatomen Smith, die
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er anhand von Schulterpriparaten dokumentierte.!4! Franz Freiherr von Pitha, Ordinarius fiir
Chirurgie in Prag, beschrieb als erster in der deutschsprachigen Fachliteratur
Rotatorenmanschettenldsionen nach Schulterluxationen. 82

1898 fiihrte W. Miiller die erste operative Versorgung einer Rotatorenmanschettenruptur
durch und schilderte die operative Verndhung des M. supraspinatus beim Chirurgenkongress
zu Berlin. 108

In der neueren Zeit etablierte 1972 Charles Neer, welcher bereits in fritheren Studien das
Impingement - Syndrom als eine der wichtigsten Ursachen fiir die Supraspinatusruptur
erkannte, das erste Verfahren der offenen Akromioplastik zur Erweiterung des subacromialen
Raumes.!11

Die Weiterentwicklung zu dieser, anschlieBend als Standardverfahren geltenden Technik,
vollzog Harvard Ellman.43 Mit ihm begann 1983 die Ara der arthroskopischen
Akromioplastik, welche sich im Laufe der Jahre immer mehr durchsetzte und die Grundlage

fiir die heutige arthroskopische Therapie darstellt.

Im Vordergrund aller Operationsverfahren steht, die Biomechanik des Schultergiirtels nicht
zu verdndern und die Sehnen mdglichst anatomisch zu rekonstruieren, um dadurch ein
biologisches Anheilen der Sehne zu ermdglichen. Ziel ist die Erlangung von Schmerzfreiheit,
sowie die Normalisierung von Bewegungsablidufen, Kraft und Funktion.

Fiir das postoperative Outcome der akuten Ruptur ist der ideale Operationszeitpunkt von
entscheidender Bedeutung.!! Dem entsprechend sollte nach Cofield et al. der frische
traumatische Defekt des < 50jahrigen Patienten innerhalb der ersten drei Wochen, der des >
50jahrigen Patienten frithestens nach sechs Wochen operativ versorgt werden.34 Denn
fortgeschrittene Muskelatrophie, Vernarbung, Verfettung oder die Retraktion der
Rupturrdnder fithren zu einem erheblich schlechteren Outcome.!3! Ein weiterer wichtiger
Prognosefaktor der Rerupturrate ist die spannungsfreie Rekonstruktion der Manschette.
Grundvoraussetzung vor jeder Operation ist weiterhin die freie Beweglichkeit des
Glenohumeralgelenks. 66

Bei der chronisch - degenerativen Ruptur spielt jedoch nicht der Operationszeitpunkt die

wichtigste Rolle, sondern die Ausdehnung der Liasion beeinflusst malgeblich das

postoperative Outcome.
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Zur Auswahl der operativen Therapie der Rotatorenmanschettenruptur stehen drei Verfahren,
die:

- Klassische offene Operation

- Mini - open - Operationstechnik

- Arthroskopische Operationstechnik

Klassische offene Operation

Die klassische offene Operationstechnik galt lange Zeit als der ,,Goldstandard“ der
Rotatorenmanschetten - Chirurgie. Doch sie ist heutzutage fast vollkommen von der Mini -
open - und arthroskopischen Technik abgeldst worden und nur noch in Ausnahmefillen
indiziert. Beispielsweise, wenn das Ausmall der Lésion oder die Retraktion der
Sehnenstiimpfe durch minimal - invasive Verfahren nicht gedeckt werden konnen, sowie in
komplexen Revisionsfillen.

Es erfolgt in der Regel ein anterolateraler, transdeltoidaler Zugang, iiber welchen die
Rotatorenmanschette dargestellt wird. Im Anschluss erfolgt die offene vordere
Acromioplastik und Resektion des Lig. coracoacromiale. Bedarfsweise kann zuséitzlich die
laterale Clavicula reseziert werden. Die Oberflache des Tuberculum majus wird angefrischt,
um das Anheilen der Sehnenstiimpfe zu verbessern. Nach Anlegen einer Knochenrinne
zwischen Tuberculum majus und Humerusknorpel fiir die spitere Insertion der Sehne,
werden die Sehnenstiimpfe mobilisiert und mittels entsprechender transossérer Nahttechnik

oder Fadenankern in der Knochenrinne refixiert.

Mini - open - Operationstechnik

Diese Technik, erstmals 1990 von Levy et al. beschrieben, kann mit einer vorgeschalteten
diagnostischen Arthroskopie und ggf. einer arthroskopischen subacromialen Dekompression
kombiniert werden.36

Die Mini - open - Operationstechnik erfolgt tiber einen Deltasplitzugang ohne Ablosung des
M. deltoideus vom Acromion. Die rupturierte Sehne wird dabei in oben beschriebener
Technik offen refixiert. Der Vorteil dieses Verfahrens ist die kurze Schnittlinge von 4 cm
direkt oberhalb der Rupturzone. Durch den Verzicht auf eine Ablosung des M. deltoideus

vom Acromion ist, im Vergleich zum offenen Verfahren, das Risiko fiir eine Deltainsuftizienz
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stark vermindert.

Arthroskopische Operationstechnik

Die arthroskopische Rotatorenmanschettenrekonstruktion ist ein technisch anspruchsvoller
Eingriff und erfordert ein grofes Maf3 an Erfahrung.20 In Abhéngigkeit von Grofe und
Retraktionsgrad kann dieses Verfahren nicht in allen Féllen der
Rotatorenmanschettenrekonstruktion zum Einsatz kommen.

Nach Einbringen des Arthroskops in das gleno - humerale Gelenk iiber die Arbeitsportale und
Fiillen des Gelenks mit Arthroskopie - Fliissigkeit erfolgt die diagnostische Inspektion
(Klassifikation der Rotatorenmanschettenruptur nach Grofle und Form).66 Im Anschluss
findet von intraartikuldr und bursal die Mobilisierung der Sehnenstiimpfe und die
Bursektomie statt, um die Ubersicht im Bereich des Footprints zu verbessern. Daraufhin
erfolgt die Refixation der Sehnen, z. B. mittels Fadenankern in unterschiedlicher Technik (u.
a. ,single row* - oder ,,double row* - Technik) mit abschlieBender arthroskopischer
Verknotung. Fakultativ finden heutzutage auch knotenlose Anker Anwendung, die das
arthroskopische Knoten tiberfliissig machen.20

Die Arthroskopie bietet durch ihre minimalinvasive Operationsweise die Moglichkeit den M.
deltoideus zu schonen und ist dabei dennoch in der Lage, die gesamte
Rotatorenmanschettenldsion sowie Begleitpathologien darzustellen. Weitere Vorteile sind die
geringe peri - und postoperative Morbiditdit mit geringer Infektionsrate, geringere
postoperative Schmerzen im Vergleich zu anderen Verfahren sowie gute kosmetische
Ergebnisse.¢7

Wie bei allen Maflnahmen der operativen Versorgung der Rotatorenmanschettenlédsion kommt
der zeitigen postoperativen Mobilisation eine tragende Rolle zu, um Adhéisionen zu
vermeiden und gute funktionelle Ergebnisse zu ermoglichen.57.163

Eine Vielzahl von Studien =zeigt gute klinische FErgebnisse fiir arthroskopische
Rotatorenmanschettenrefixationen und somit sind primdr biomechanisch stabile
Rekonstruktionen moglich.54.55.65.102,144,145,148 Trotzdem zeigen Untersuchungen eine hohe
postoperative Rerupturrate:

So sind nach Harryman et al. und nach Liu und Baker bei mehr als 50 % der OP - Follow -
Ups immer noch Defekte zu verzeichnen, insbesondere bei Rotatorenmanschettenldsionen, an

denen nicht nur der M. supraspinatus beteiligt war.68.89
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V. a. éltere Patienten und Patienten mit groen Lésionen wiesen eine hohere Privalenz von
bestehenden Defekten auf.

Auch weitere Studien nennen trotz stabiler Fixation hohe Rerupturraten von 23 - 68 %.
42,68,87,88,168

Sowohl das Alter, die Gewebequalitit, das Heilungsvermdgen, aber auch der Effekt der
Sehnenmobilisierung, scheinen dafiir verantwortlich zu sein, da das Sehnengewebe, die
Anhaftung am Knochen und das Potential fiir eine nachhaltige Reparatur mit Alter und
Nichtnutzung nachlassen. 112

Daneben sind zu hohe Spannungsverhiltnisse der operativen Rekonstruktion eine wichtige
Ursache fiir hohe Versagensraten und funktionell unbefriedigende Outcomes. 36,122

Somit stellt insbesondere die Verringerung der Rerupturrate ein wichtiges Thema in der

arthroskopischen Schulterchirurgie dar.

2.4 Anatomischer Vergleich: Mensch und Ratte

Die Ratte stellt, aufgrund ihrer dem Menschen sehr &hnlichen Anatomie von Knochen,
Muskulatur, Artikulation und Bewegungsablauf, ein gutes Tiermodell fiir die Untersuchung
von Schulterpathologien dar.!8.143 Die Rotatorenmanschette dieses Wirbeltieres gleicht in
threm Aufbau der des Menschen. Soslowsky et al. bestdtigen, dass die Ratte das
bestgeeignete Kleintier fiir das Untersuchungsmodell an der Rotatorenmanschette darstellt. 143
So passiert die humane Supraspinatussehne in ihrem Verlauf ein Gewodlbe, den
coracoacromialen Bogen, gebildet von Coracoid, Acromion und dem Lig. coracoacromiale.
Bei der Ratte wird der kndcherne coracoacromiale Bogen ebenso von Coracocoid, Clavicula
und Acromion gebildet.

Keines der anderen Tiere (Katze, Kaninchen, Chinchilla), die fiir vergleichende Studien
herangezogen wurden, wies solch ein Gewdlbe auf.

Zwar weisen Primaten, wie z. B. der Schimpanse, eine dem Menschen noch &dhnlichere
Anatomie auf, doch aus Logistik - und Kostengriinden ist das Rattenmodell zu bevorzugen.
Grundsitzliche Unterschiede des menschlichen und tierischen Schultergelenks ergeben sich
aus dem Zwei - bzw. Vierfii8lerstand.

Jedoch sind diejenigen Bewegungsabldufe, die als Ursache fiir Rotatorenmanschettenldsionen

in Betracht gezogen werden, bei Ratten ebenfalls per Videoaufnahmen beobachtet worden

20



(Arbeiten / Greifen mit den Vorfiissen, Gehen). So zieht das Tier wihrend der normalen
Vorwirtsbewegung wiederholt die Supraspinatussehne unterhalb des Acromions vorbei, was
vergleichbar ist mit einer Flexion in wechselnder Adduktions - und Rotationsstellung beim
Menschen.!43 Da die Supraspinatussehne der Ratte beim Rennen wiederholt das Acromion
passiert, kommt diese Bewegung auch den wiederholten Uberkopftitigkeiten des Sportlers
mit Supraspinatusbeanspruchung nahe.

Somit entschieden wir uns fiir die Ratte, deren Schulteranatomie zwar nicht dem
menschlichen Vorbild vollkommen entspricht, aber ihm doch sehr dhnlich ist und das am

besten realisierbare Tiermodell darstellte.

RAT

Photographs and schematics of the bony anatomy of the right human and rat shoulders
from a postero-superior view demonstrating the similarity of the acromion projecting
anteriorly over the humeral head to the clavicle.

Photographs and schematics of the right human and rat shoulders from a lateral or ""outlet’
view with the humerus removed demonstrating the similar presence of an enclosed arch
over the space for the supraspinatus tendon.

Figure 1 Comparison of human and rat shoulder bony anatomy from postero-
superior view and outlet view demonstrating enclosed arch over supraspinatus
tendon area in both cases. Rat is only animal studied with anatorny comparable
to humans.

Abbildung 2: Vergleich der Knochenstruktur der Schulter von Mensch und Ratte
(Quelle: Soslowsky et al.)143
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2.5 Wundheilung durch Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind zellsezernierte Proteine, die zellulire Funktionen, wie
Zellproliferation und Wachstum, darunter auch normale Entwicklung und Gewebereparatur,
regulieren. Sie konnen in autokriner Funktion auf die eigene Zelle oder in parakriner
Funktion auf andere Zellen wirken, indem sie extrazelluldr {iber Signal - Transduktions -
Rezeptoren arbeiten.

Jeder Wachstumsfaktor besitzt verschiedene Isoformen oder Varianten. Unterschiede in
GroBe und Struktur ermdglichen unterschiedliche Bindungsaftinitidten und Funktionen.

Auch die Applikationsarten weisen unterschiedliche Moglichkeiten auf, so kann auf
Applikation von isolierten Wachstumsfaktoren, platelet rich plasma, Stammzellen oder
Gentransfer mit anschlieender Produktion von Wachstumsfaktoren zuriickgegriffen werden.
Aufgrund der Fiille von Wachstumsfaktoren und deren Wirkung wird im Folgenden nur auf
diese verwendeten Wachstumsfaktoren eingegangen. In unserer Studie wurden die folgenden

Wachstumsfaktoren angewandt.

B - FGF (Basic - Fibroblast Growth Factor, FGF - 2):

Der Basic - Fibroblast Growth Factor gehort zu einer Familie von 23 strukturell verwandten
Polypeptiden von ca. 18 - 24 kD Molekulargewicht. Er ist Bestandteil einer Heparin -
bindenden Wachstumsfaktorenfamilie, von welchen jedem eine unterschiedliche Rolle im
Rahmen von Prozessen wie embryonaler Entwicklung, Organogenese und Tumorgenese
zukommt. Er bindet an Heparin und Heparan - Sulfat - Proteoglykane von Zelloberfliche und
Extrazellulirmatrix, worauf = FGF - Tyrosinkinasen eine Signalinitiierung bewirken.
Produziert wird b - FGF von Endothelzellen, Fibroblasten, glatten Muskelzellen,
Chondrozyten und Mastzellen. Er ist einer der am stirksten vertretenen Wachstumsfaktoren
im humanen Gewebe.63.73.74

Eine Studie von Kobayashi et al. zeigt, dass b - FGF zwischen Tag 7 bis 9 seinen Peak in der
Wundheilung findet.84

Des Weiteren fordert b - FGF die Proliferation und Migration von Keratinozyten, stimuliert
die Produktion von Kollagenase durch Fibroblasten und unterstiitzt die Proliferation von
Kapillarendothelzellen.

Somit libernimmt er eine wichtige Rolle in der Angiogenese sowie in der Endothelheilung
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nach GefédBschadigung und beim Muskelwachstum.48
In unserem Interesse liegt, dass b - FGF in der frithen Wundheilungsphase, durch
Entziindungszellen stimuliert, die Organisation des Granulationsgewebes bei der

Wundheilung unterstiitzt und Prozesse in der Angiogenese moduliert (s. auch Abbildung 4).

G - CSF (Granulozyten - Colony - Stimulating - Factor):

Die Wachstumsfaktoren G - CSF (Granulozyten - Colony - Stimulating - Factor) und GM -
CSF (Granulozyten - Makrophagen - Colony - Stimulating - Factor) sind Peptidhormone, die
unter anderem bei Entziindung die Bildung von Granulozyten stimulieren. Beide sind
monomere Glykoproteine mit einem Molekulargewicht von 15 - 45 kD und gehéren zu den
Zytokinen. Die molekularen Wirkmechanismen sind bei G - CSF, wie bei allen Rezeptoren
der Zytokinrezeptor - Superfamilie, Januskinasen und STAT - Proteine.

Zum einen stimuliert G - CSF laut Studien die Proliferation unreifer Vorlduferzellen aus dem
hamatopoetischen System (Prd - CFU) und determinierter Progenitorzellen fiir neutrophile
Granulozyten (CFU - GM).16.123 Dadurch werden hamatopoetische Vorlduferzellen aus dem
Knochenmarksverbund freigesetzt und in das periphere Blut freigegeben. Zum anderen wirkt
G - CSF bei Entziindung auch direkt auf reife neutrophile Granulozyten ein, indem er diese
aktiviert und sie durch Chemotaxis zu den Infektionsherden gelangen.

Im klinischen Alltag findet G - CSF als Medikament Einsatz, insbesondere fiir

Chemotherapiepatienten, deren Neutrophilenzahlen auf zu niedrige Werte abzusinken drohen.

CTRL 1wk 2 wks 4 wks 8 wks 16 wks
BFGF +/+ +++/++4+ +4+/+++ +/+ ++/++ +/-
BMP-12 +/+ +H++/+++ +/++ +/+ ++/++ +/-
BMP-13 +/- ++/+++ ++/+ ++/+ ++/4+ —/-
BMP-14 +/++ ++/+++ +/+ +/+ +/++ —/-
COMP +/+ +++/+++ +/++ ++/+ +/+ —/-
CTGF +/+ +++/++ ++/+4+ +/+ +/++ +/-
PDGF-B uD/+ UD/+++ UD/++ uD/+ uD/+ UD/+
TGF-B1 +/+ ++/++ ++/++ —/+ +/++ —/-

CTRL, control; bFGF, basic fibroblastic growth factor; BMP, bone morphogenic protein; COMP, cartilage oligomeric matrix profein; CTGF, connective fissue
growth factor; PDGFB, plateletderived growth factor B; TGF-81, transforming growth factor 81; UD, undetected.

Abbildung 3: Wachstumsfaktorenexpression wihrend der Heilung des M. supraspinatus
(Quelle: Wiirgler - Hauri, Seite 200)164
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Aktuelle Studien zeigten, dass einzelne Wachstumsfaktoren eine tragende Rolle bei der
intrinsischen und extrinsischen Sehnenheilung spielen, so unter anderem auch die von uns
verwendeten (s. Abbildung 5). Ide et al. zeigten, dass Wachstumsfaktoren wéhrend
verschiedenster Phasen von Knochen - und Sehnenheilung exprimiert werden.’3 Demnach ist
es von groflem Interesse, sie als therapeutische Substanzen einzusetzen, um das postoperative

Outcome von Rotatorenmanschettenrekonstruktionen zu verbessern.

Flexor Tendon Wound Healing Cascade

INFLAMMATORY | — | PROLIFERATIVE | —» | REMODELING

Neutrophil & Angiogenesis Collagen
macrophage VEGF reorganization
chemotaxis bEGF
PDGF PDGF
TGF-
Cell proliferation
IGF-1
bFGF
PDGF

Collagen synthesis &
extracellular matrix deposition

TGF-p
bFGF
PDGF

Abbildung 4: Wundheilungskaskade
(Quelle: Hsu, Seite 558)7!
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3. Material und Methoden

3.1 Behandlung der Tiere

Nach Genehmigung des Tierversuchsvorhabens (N° 55.2 - 1 - 54 - 2531 - 138 - 07) gemal3

§ 8 des deutschen Tiergesetzes durch die Regierung von Oberbayern, wurde unsere
experimentelle Studie, finanziert durch die Deutsche Arthrosehilfe e. V., an insgesamt 107
Tieren durchgefiihrt.

Die Haltung der Tiere und die Versuche erfolgten im Zentrum fiir priklinische Forschung
(ZPF) der Technischen Universitidt Miinchen, unter Leitung von Frau Dr. med. vet. Gabriele
Wexel und stellvertretend Herrn Dr. med. Stefan Buchmann.

Fir die Versuche im Zeitraum von 05.2008 bis 05.2009 wurden adulte, weille, mannliche
Sprague - Dawley® - Ratten mit einem durchschnittlichen Gewicht von 427 g (SD 27,9)
verwendet.

Die Ratten wurden von der Fa. Charles River Laboratories (Sulzfeld) in einem Alter von 14
Wochen und mit einem Gewicht von ca. 400 - 500 g geliefert und waren speziell fiir
Versuchszwecke unter SPF - Bedingungen (spezifiziert keimfrei) geziichtet.

Nach Erhalt der Lieferung wurden die Tiere gewogen und einer allgemeinen tierdrztlichen
Untersuchung unterzogen, um ihnen anschliefend eine 14tigige EingewOhnungsphase zu
gewahren.

Fiir die gesamte Versuchsdauer befanden sich die Sprague - Dawley® - Ratten zu viert in
Standardkéfigen aus Makrolon Typ III (Hohe: 20 cm, Breite: 22 cm, Tiefe: 37 cm) mit
Holzgranulateinstreu. Sie erhielten Rattenpellets der Fa. Altromin und Wasser ad libitum.
Neben der eindeutigen Identifizierbarkeit der einzelnen Ratten nach den Operationen mittels
internationaler Ohrlochung, erhielt jeder Tierkéfig eine Kennzeichnung mit Kéfigkarten nach
Vorschrift des Tierschutzgesetzes (s. Abbildung 6). Anhand dieser waren Fiitterung,

Medikation und Art des Experiments stets nachvollziehbar.
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Abbildung 5: Versuchstier mit internationaler Ohrlochung und Kéfigkarte

Die Kifige befanden sich in einem Raum, der speziell fiir die Tierhaltung konzipiert war und
eine artgerechte Haltung sicherstellte. Zur Erholung und Ruhe war der Personenzutritt
begrenzt und ein Hell - Dunkel - Rhythmus von 12 Stunden mit Didmmerungsphase
vorgegeben. Das Raumklima betrug durchgingig etwa 23° Celsius.

Wiéhrend der gesamten Versuchszeitrdume unterlagen die Tiere einer regelmiBigen
tierpflegerischen und veterindrmedizinischen Kontrolle und die Durchfiihrung der Versuche
fand unter Beriicksichtigung der Richtlinien des fiir diese Studie eingeholten TV - Antrages
statt.

Primedikation, Anisthesie und Postmedikation

Alle operativen Eingriffe an der Rotatorenmanschette der Sprague - Dawley® - Ratten
erfolgten unter Vollnarkose. Zu Beginn jeder Operation wurde das entsprechende Tier
gewogen, um eine gewichtsadaptierte Narkosemenge verabreichen zu kdnnen.

Als Narkose wurde eine Kombination aus 0,15 pg / kg Medetomidin (Dormitor®, Fa. Pfizer),
2 mg / kg Midazolam (Dormicum®, Fa. Ratiopharm) und 0,005 mg / kg Fentanyl

(Fentanyl®, Fa. Deltaselect) verwendet. Jedem Tier wurde eine gewichtsadaptierte Dosis
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mittels Mischspritze (Fa. Braun) intramuskuldr (i. m.) injiziert.

Die Narkose bot die Moglichkeit einer bedarfsorientierten Nachdosierung und einer
kompletten Antagonisierbarkeit nach Beendigung des Eingriffs. Zudem enthielt sie eine
analgetische Komponente, so dass die Tiere in der Lage blieben spontan zu atmen, wobei
eine ausreichende Sauerstoffzufuhr durch einen stindigen Nachschub von 100 %igem
Sauerstoff (3 1 / min) wihrend der Operation gewihrleistet wurde. Herzfrequenz und
periphere Sauerstoffsittigung unterlagen einer stindigen Kontrolle durch ein Pulsoximeter
(Fa. Ohmeda), welches an einem der Hinterldufe angelegt war (s. Abbildung 7).

Die Auskiihlung des Tierkorpers wihrend der Operation wurde durch eine Warmematte (36 °

Celsius, Fa. Horn) verhindert.

Abbildung 6: Operative Uberwachung

Nach Beendigung des Eingriffes wurde mittels einer Mischspritze subkutan (s. c.), der
Antagonist appliziert, bestehend aus 0,75 mg / kg Atipamezol (Antisedan®, Fa. Pfizer), 0,2
mg / kg Flumazenil - hameln (Fa. Inresa) und 0,12 mg / kg Naloxon (Fa. Deltaselect).

Mit diesem narkotischen Antagonisten war ein schnelles Wiederaufwachen der Tiere

ermoglicht und damit ein Auskiihlen, welches unter Kreislaufbelastung besonders in der
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Nachschlafphase eintritt, unterbunden.

Postoperativ erhielten die Tiere als weitere analgetische Komponente 1 - 2 Tropfen / 4 h
Metamizol p. o. (Fa. Ratiopharm) und zusédtzlich, einen Tag prdoperativ bis drei Tage
postoperativ, einmal téglich 0,05 mg / kg Buprenorphin s. c. (Temgesic®, Fa. Reckitt
Benckiser Healthcare (UK) Ltd.).

3.2 Muskel - / Sehnendegeneration bei Supraspinatussehnenruptur (Phase I)

3.2.1 Operatives Procedere

Im Versuchsmodell I erfolgte die ansatznahe Durchtrennung der rechten Supraspinatussehne
ohne Rekonstruktion, um nach 3, 6 und 9 Wochen die Verdnderung und Defekteinheilung des
Muskel - und Sehnengewebes makroskopisch und histologisch zu untersuchen. Die
histologische Beurteilung fand am Pathologischen Institut, Bad Homburg vor der Hohe,
durch Herrn Dr. med. Lars Walz und Herrn PD Dr. med. Achim Battmann statt. Ziel war es,
ein standardisiertes Rattenmodell zur chronischen Rotatorenmanschettenruptur des Menschen
zu erstellen, um daraus den geeigneten Zeitpunkt fiir die Refixierung der Sehne in Phase II zu
evaluieren. Demnach sollten die degenerativen Verdnderungen der Rattensehne im
histologischen Priparat denen einer chronischen Rotatorenmanschettenruptur des Menschen
moglichst nahe kommen. Die kontralateralen linken Schultern wurden als normale, nicht
operierte Kontrollgruppe zum Vergleich miteingesandt.

Samtliche operative Eingriffe der ersten Phase fanden vom 15.04.2008 bis 11.06.2008 in den
Tieroperationsrdumen des ZPF der Technischen Universitdt Miinchen unter Vollnarkose und
aseptischen Bedingungen statt.

Fiir jedes Zeitintervall (t = 3,6,9) wurden 15 Ratten operiert, beginnend mit den 9 Wochen -
Tieren im April 2008. Aufgrund einer hochstwahrscheinlich bereits prioperativ bestehenden
Nierenerkrankung, verstarb Tier Nr. 43 aus der Untersuchungsgruppe t = 3, so dass insgesamt
46 Tiere operiert wurden (s. Tabelle 5).

Nach Einleitung der Narkose wurde das OP - Feld der Ratten, der rechte Schulter - und
Unterarmbereich, rasiert (Fa. Aesculap - Rasierapparat) und desinfiziert (Cutasept®, Fa.
Bode).

Anschliefend wurde das Tier in linker Seitenlage auf dem OP - Tisch positioniert und der
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Korper, unter Aussparung der Schulter - Arm - Region, mit einem Lochtuch abgedeckt.

Um Korneaschdden und einer damit verbundenen moglichen Erblindung vorzubeugen,
wurden prioperativ die Augen der Sprague - Dawley® - Ratten mit Augensalbe
(Bepanthen®, Fa. Bayer) bedeckt.

Nun erfolgte mit einem Skalpell (No. 15) eine 1,5 - 2 cm lange Hautinzision (Deltasplit) iiber
dem antero - lateralen Acromion nach distal auslaufend, um primir den M. deltoideus
freizupraparieren. Im Anschluss wurde Pars acromialis nach scharfer Eroffnung der
Deltafaszie stumpf in Faserrichtung iiber dem M. supraspinatus mittels Priparierschere
gespalten, ohne den acromialen Ansatz abzutrennen. In Adduktion, leichter Innenrotation und

Retroversion erfolgte nun die Exposition der Supraspinatussehne (s. Abbildung 8).

Abbildung 7: Exposition der Supraspinatussehne

Im Folgenden wurde die Supraspinatussehne ansatznah am Humeruskopf mit einem
monofilen, nicht resorbierbaren Faden (Prolene 5/0, Fa. Ethicon) angeschlungen, ein

dreifacher Knoten gesetzt und ca. 1 - 2 mm Fadenende zur spéteren leichteren
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Wiederauffindung des Stumpfes bei Skarifikation belassen (s. Abbildung 9). Nun konnte die
Supraspinatussehne vom anatomischen Footprint (Feather® Disposable Scalpel, No. 11)
scharf abgetrennt werden (Rotatorenintervall anterior bis zum Ansatz des ISP posterior) und

anschlielend nach ventral und dorsal mit dem Skalpell mobilisiert werden.

Abbildung 8: Anschlingen der Supraspinatussehne

AbschlieBend wurde der OP - Zugang durch eine subcutane Naht mit resorbierbarem
Nahtmaterial in Einzelknopftechnik verschlossen (Prolene 4/0 - Faden, Fa. Ethicon) und mit
wasserdampfpermeablem Spriihverband (Opsite, Fa. Smith & Nephew) versorgt.

Jedes Tier wurde zur Registrierung mit der international standardisierten Ohrlochung
versehen. Im Anschluss an die Operation wurden die Tiere mit dem narkotischen
Antagonisten samt Analgetikum versorgt. Die Tiere durften sich postoperativ ohne
Einschrankungen frei im Kifig bewegen. Die postoperative Schmerzmedikation mittels
Metamizol p. o. und Buprenorphin s. ¢. wurde postoperativ im 12 h - Rhythmus fiir drei Tage
durchgefiihrt.
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3.2.2 Datengewinnung und - auswertung

Das Einheilungsverhalten der Supraspinatussehne und die Morphologie des Muskels wurden
zu drei Zeitpunkten (3, 6 und 9 Wochen postoperativ) erhoben, wobei jede Gruppe nur an
einem der Zeitpunkte ausgewertet wurde.

Zur makroskopischen und histologischen Untersuchung der Defektheilung der abgesetzten
Supraspinatussehne wurden die Tiere nach jeweils 3, 6 und 9 Wochen euthanasiert
(17.06.2008 bis 08.07.2008). Die Narkotisierung der Tiere erfolgte mit MMF (0,45 ml) und
die  darauffolgende  Euthanasie in Form einer intracardialen iiberdosierten
Pentobarbitalinjektion (0,4 ml).

Es wurde post mortem die rechte, operierte Schulter prapariert, um die histologischen
Verdnderungen bei einem natiirlichen Heilungsverlauf einer Ruptur nachzuvollziehen (s.
Abbildung 10). Zudem wurde zur histologischen Kontrolle die nicht operierte linke Schulter
als Vergleichsgruppe entnommen.

Nach eingetretenem Herzstillstand wurde beidseits post mortem die Muskel - Sehnen -
Einheit des M. supraspinatus proximal der Fossa supraspinata und distal von der kndchernen

Insertion des Humeruskopfes abgesetzt und entnommen.

e

Abbildung 9: Muskel - Sehnen - Einheit nach Freipréparation
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Eine primédre makroskopische und photographische Beurteilung der Defektheilung der
Supraspinatussehne nach Phase I erfolgte bereits direkt nach Euthanasie, um anschlie3end,
gestiitzt durch die histologische Auswertung, den optimalen Zeitpunkt fiir das zweite
Versuchsmodell zu ermitteln.
Die Defektheilung wurde makroskopisch in:

* keine Defektdeckung,

* partielle Defektdeckung (> 50 % des Footprints bedeckt),

* komplette Defektdeckung
eingeteilt.
AnschlieBend wurden beide Pridparate nach Fixierung in 4 % - igem Formalin in
EinzelgefdBen zur histologischen Untersuchung an das Pathologische Institut, Bad Homburg
vor der Hohe (Dr. med. Lars Walz und PD Dr. med. Achim Battmann) geschickt.
Dort wurden die Préparate jeder Gruppe parafinisiert, in 5 pum dicke Prédparate geschnitten
und in Hiamatoxylin / Eosin - und PAS - Farbung histologisch aufgearbeitet.
Die qualitative histologische Untersuchung durch den Pathologen erfolgte verblindet mittels
digitaler Mikroskopie (Leica Microsystems, Jena, Germany). Mit einem Digital Kamera
System (Nikon Inc, Duesseldorf, Germany) wurden die Bilder aufgenommen und analysiert.
Die Schnitte waren parallel zum Sehnenfaserverlauf ausgerichtet und enthielten sowohl
Sehnen - und Muskelgewebe als auch jegliches Narbengewebe, welches den Spalt zwischen
Sehne und Knochen im Verlauf der Heilung ausgefiillt hatte.
Die linke Schulter wurde zur Standardfestlegung der histologischen Beurteilung
mituntersucht.
Es wurden in 6 Hauptgesichtsfeldern (HPF, high - power field) pro Muskel - und
Sehnenanschnitt

e die Zellzahlen von Sehne und Muskel in Rastereinteilung (im Vergleich

unterschiedlicher Regionen),

* der Verfettungsgrad mit Subtraktionsanalysen,

* der Muskelquerschnitt,

* die Faserausrichtung (geordnet / ungeordnet),

* die Sehnendegeneration und lipomatdse Atrophie des Muskels (40fach Gesichtsfeld),

* das AusmalB von florider oder chronischer Entziindung

untersucht.
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Zur Beurteilung der Inflammation verwendeten wir ein semiquantitatives Schema, welches
die Grade in N = normale oder keine Inflammation, + = milde und ++ = starke Inflammation
einteilte. Zur Auswertung der histopathologischen Verdnderungen nach Absetzung der
Supraspinatussehne verwendeten wir einen nach Maftulli et al. modifizierten MOVIN - Score
(s. Abbildung 11).96,105 Dieser bot bereits in verschiedenen Studien an humanen Praparaten
die Grundlage fiir eine vergleichende pathologische Diagnostik von Tendopathien und war
somit einerseits als reines Klassifikationsschema, andererseits fiir den Vergleich mit humanen
Préparaten flir unsere Studie geeignet.

Der MOVIN - Score wendet semiquantitative Kriterien zur Beurteilung an, basierend auf
einer vierstufigen Skala von 0 - 3 mit insgesamt sechs zu untersuchenden Variablen.

Dafiir werden die Sehnen - und Muskelpridparate mit Himatoxylin - Eosin eingefarbt und
anschliefend unter dem Lichtmikroskop untersucht.

Der modifizierte MOVIN - Score setzte sich aus sechs Variablen zusammen:

(1) Faserstruktur

(2) Faseranordnung

(3) Rundheit der Zellkerne

(4) Regionale Unterschiede der Zellpopulationen

(5) Verstarkte Vaskularitat

(6) Hyalinisierung

Jede Variable wird mittels der vierstufigen Skala beurteilt. Dabei bedeutet:

0 = normale, 1 = leichte Verdnderung, 2 = mittlere Verdnderung und 3 = starke Verdnderung.
Aus den einzelnen Variablenergebnissen wird letztlich der Summenwert errechnet, der dem
Intervall von 0 - 18 zugeordnet werden kann.

Die Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mittels des Wilcoxon Tests (Software R,

Version 2.10.0) evaluiert. Das Signifikanzniveau betrug p < 0,05.

Versuchsmodell 1 :

45 Ratten (+ 1 Ratte)

3 Gruppen, Gruppengrofle 15 Tiere

Induzierte rechte SSP - Ruptur

Makroskopie + Histologie: Zeitpunkte nach 3, 6, 9 Wochen (Kontrolle linke Schulter)
MOVIN - Score

Tabelle 5: Versuchsmodell der Phase 1
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45 (+1) Tiere

15 Tiere

15 Tiere

15 Tiere

Induzierte rechte SSP-Ruptur

|

Makroskopie + Histologie
(Kontrolle: linke Schulter)

3 Wochen

T

6 Wochen

9 Wochen

\M

MOVIN-Score

Abbildung 10: Flussdiagramm der Versuchsreihe Phase I
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3.3 Pumpenapplikation von Wachstumsfaktoren (Phase II)

3.3.1 Operatives Procedere

In der zweiten Phase wurden die Refixation der Supraspinatussehne 3 Wochen nach
Absetzung der Sehne gemiB den in 3.2 beschriebenen Abldufen durchgefiihrt und
gleichzeitig die mit Wachstumsfaktoren beladenen Osmosepumpen (Model 2004, Alzet,
Cupertino, CA, USA) implantiert. Die Versuche erfolgten im ZPF im Zeitraum vom
16.09.2008 bis zum 10.03.2009.

Anhand von insgesamt vier Gruppen (pro Gruppe n = 15 Ratten) unterschiedlicher
Wachstumsfaktorenbefiillung der Osmosepumpen sollte untersucht werden, inwieweit eine
verbesserte Einheilung unter kontinuierlicher subacromialer Wachstumsfaktorfreigabe

erfolgt.

Insgesamt wurden 60 Tiere operiert (mittleres Gewicht 492 g, SD 42,3) und 45 Pumpen
implantiert, wobei Tier Nr. 103 aufgrund eines Narkosezwischenfalls verstarb, sodass

insgesamt 61 Tiere operiert wurden.

Die Losungen der Osmosepumpen waren fiir Zeitrdume von bis zu 4 Wochen konzipiert,
wobei in unserer Studie eine Wachstumsfaktorfreigabe iiber 20 Tage erfolgte.!148 Die
Forderleistung der Pumpe betrug 0,28 + 0,01 pl / h. Das Fiillungsvolumen berechnete sich
aus dem Nettogewicht der Pufferlosung und war festgesetzt auf im Mittel 251,8 = 6,0 ul.

Gruppe 1 der Wachstumsfaktoren enthielt b - FGF (ProSpec, East Brunswick, NJ, USA) mit
einer fixen Freisetzungsrate von 0,5 pg / 24 h. Gruppe 2 war mit G - CSF (Neupogen,
Amgen, Thousand Oaks, CA, USA) 5 ng /24 h und Gruppe 3 mit b - FGF und G - CSF

50 % / 50 % beladen. Gruppe 4 erhielt eine Rekonstruktion ohne spétere Pumpenapplikation
(s. Tabelle 5 - 6, Abbildung 18).

Die Pumpen wurden extern in sterilem Verfahren mit Proteinlosung versehen und

unverziiglich fiir unsere Experimente angeliefert.
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G - CSF b - FGF G-CSF +b -FGF
Konzentration 834 pg/ml 83,4 ng/ml 834 pg/ml; 83,4pug/ml
Freisetzung / 24 h S5ug 0,5 pg 5ug; 0,5 ug
Losung 10mM 10mM PBS-Lsg. 10mM

Acetatpufferlsg. pH 7,4 Acetatpufferlsg.

pH 3.9 0,1 % BSA pH 3.9

0,004 % Tween 0,004 % Tween

5 % Sorbitol 5 % Sorbitol

Tabelle 6: Zusammensetzung der Wachstumsfaktorlosungen der Osmosepumpen

Nach Eingang iiber den Zugang der ersten Operation erfolgte ein T - formiger Schnitt durch
den M. deltoideus mit acromialer Ablosung des Ansatzes nach dorsal und ventral des
Deltasplitzuganges. Nach ausfiihrlicher Adhésiolyse von subacromialen Verwachsungen
erfolgte das Aufsuchen des Sehnenstumpfes mit dem Markierungsfaden. Um eine
spannungsfreie Rekonstruktion erzielen zu koénnen, wurde eine Mobilisierung subacromial
und periglenoidal durchgefiihrt. Nach ausreichender Mobilisierung erfolgte die Fixierung der
Supraspinatussehne am Humeruskopf mittels transossdrer Naht (Prolene 5/0, Ethicon) nach
Technik wie von Thomopoulos et al. beschrieben.152 In allen Fillen erlaubte die ausreichende
Mobilisation eine Rekonstruktion ohne iiberméfige Spannung.

Der Faden wurde standardisiert von ventral durch die Sehne gefiihrt und von der Oberflédche
wieder nach dorsal ausgestochen (Matratzennaht). Darauthin wurde er in den ventralen
Ansatz des M. infraspinatus am Tuberculum majus gestochen und abschlieend transossér
nach ventral gefiihrt. Ventral erfolgte dann das Verknoten mittels vier gegenldufiger
Einzelknoten.

Uber einen 2 cm langen zentralen Hautschnitt, etwa 1 cm distal des unteren medialen Pols
der Scapula, wurde ein subcutaner Raum fiir die Pumpe freipripariert. Am Abgang des
Schlauches wurde die Pumpe mit einem Faden verknotet und dieser weiter distal durch die
subcutane Schicht gestochen und dort verknotet. Somit war die Pumpe lokal fixiert (s.
Abbildung 12). Der Schlauch wurde dann subcutan zur Schulter durchgefiihrt und mittels
einer transacromialen Matratzennaht (Prolene 5/0) nach Perforation des Schlauches
subacromial fixiert (s. Abbildung 13 - 17). Der dorsale Fliigel des T - formigen Zuganges
wurde dann iiber den Schlauch nach acromial refixiert (Prolene 5/0). Anschlieend erfolgte in

gleicher Weise die Fixation des ventralen Fliigels nach acromial. Dadurch war eine tdglich
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definierte Abgabe von Wachstumsfaktoren liber 3 Wochen mdoglich. Der Verschluss beider

Operationswunden erfolgte wie unter 3.2.1 beschrieben.

Abbildung 11: Osmosepumpe vor Implantation

Abbildung 12: Hautschnitt fiir die interscapuldre Pumpenimplantation
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Abbildung 14: Fixierung der Osmosepumpe

38



Abbildung 16: Subacromiale Fixierung des Schlauches

39



'Versuchsmodell 2:

60 Ratten mit implantierten osmotischen Pumpen (+ 1 Ratte)

4 Gruppen, GruppengrofBBe 15 Tiere

Induzierte rechte SSP - Ruptur

Bestimmter Zeitpunkt aus Versuchsmodell 1 - Pumpenimplantation

Gruppe 1 mitb- FGF 0,5 ug/24h

Gruppe 2 mit G- CSF 5,0 ug/24 h

Gruppe 3 mit b - FGF und G - CSF 50 % / 50 %

Gruppe 4 ohne Wachstumsfaktor

Makroskopie und Histologie nach 6 Wochen

MOVIN - Score

Tabelle 7: Versuchsmodell der Phase 11

Gruppe 14: Gruppe 1: mit bFGF 1000ng/100yl Gruppe 1234
DurchtrennungM.  Gruppe 2 mit GCSF 1000ng/100u Totung und Auswertung
supraspnatus Gruppe 3. mit bFGF und GCSF 50/50 1000ng/1 00yl
Gruppe 4. ohne Wachstumsfaktor
OP OP Reflix SSP + Pumpe Totung
| | ' i
3,60.9Wochenaus1 0Wo 6 Wo

Abbildung 17: Zeitplan der Phase 11
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60 (+1) Tiere

e N,

15 Tiere

15 Tiere

15 Tiere

15 Tiere

— < =

Induzierte rechte SSP-Ruptur

Pumpenimplantation zum
Zeitpunkt nach Phase |

T N

Gruppe 1:
B-FGF

Gruppe 2:
G-CSF

Gruppe 3:
B-FGF, G-CSF

Gruppe 4:

Kein GF

W

Makroskopie + Histologie

MOVIN-Score

Abbildung 18: Flussdiagramm der Versuchsreihe Phase II
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3.3.2 Datengewinnung und - auswertung

Im Versuchsmodell II wurden die Tiere nach 6 Wochen durch eine {iberdosierte intrakardiale
Pentobarbital - Injektion (0,4 ml) nach dem Schema aus Phase I euthanasiert. Es erfolgte eine
primére makroskopische und photographische Beurteilung mit Kontrolle und Dokumentation.
AnschlieBend wurde post mortem die Pumpe entfernt, beidseits der Humeruskopf mit Schaft
und M. supraspinatus entnommen, und nach Fixierung in 4% - igem Formalin an das
Pathologische Institut Bad Homburg vor der Hohe geschickt.

Die histologische Auswertung erfolgte analog Phase I anhand des MOVIN - Scores (3.2.2),
zusitzlich zur H. E. - Farbung in Kollagenfarbung.

Es wurden die p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich ermittelt, bei einem
Signifikanzniveau von < 0,05. Wie in Phase I wurden die Gruppenunterschiede mittels
Wilcoxon Test (Software R, Version 2.10.0) verglichen. Eine Vorversuch Power - Analyse
(power > 0,80) wurde fiir den Summenwert (MOVIN) durchgefiihrt, mit einem
prognostizierenden Score - Unterschied von 3 Punkten und einer Standardabweichung von

2,25 Punkten.

4. Ergebnisse

4.1 Phase I

In Phase I wurde nach Absetzen der Supraspinatussehne eine schwerwiegende Komplikation
beobachtet. Ein Versuchstier verstarb in der ersten postoperativen Nacht an einem
wahrscheinlich schon vorbestehenden Nierenschaden. Von allen anderen Tieren wurde der
Eingriff ohne Komplikationen toleriert.

Die Tiere durften sich postoperativ ohne Einschrinkung in ihren Kéfigen bewegen. Dabei
war zu beobachten, dass sie innerhalb der ersten drei Tage die frisch operierte, geschwollene
und schmerzhafte Schulter schonten, im Anschluss jedoch kein Unterschied mehr im

Belastungsverhalten zu sehen war.
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4.1.1 Makroskopische Auswertung

Makroskopie von Muskel und Sehne

Schon bei der Priparation zeigte sich bei allen Prdparaten makroskopisch hypertrophes
Narbengewebe der rupturierten Supraspinatussehne (s. Abbildung 21 / 22) Durch die
Markierung des Sehnenstumpfes mittels Prolene - Faden konnte eine durchschnittliche
Retraktion der Sehne von 3 mm evaluiert werden. Vom subacromialen Raum ausgehend,
zogen sich Adhésionen von Narbengewebe sowohl zum Acromion, dem Lig. coracoacromiale
als auch zur verbliebenen Rotatorenmanschette.

Makroskopisch fand sich in der Gruppe 1 (3 Wochen) mit 60 % (9 Tieren) die hochste Rate
an persistierenden Defekten (s. Abbildung 23). In Korrelation mit der Zunahme des
Zeitraumes nach der Sehnenabsetzung (3, 6 und 9 Wochen) lie} sich eine zunehmende
Deckung des Defektes mit Narbengewebe beobachten (s. Abbildung 20). Sodass schlieBlich
in Gruppe 2 (6 Wochen) 20 % (3 Tiere) und in Gruppe 3 noch 0 % einen persistierenden
Defekt aufwiesen (s. Abbildung 24). Eine partielle Defektdeckung mit Narbengewebe fand
sich bei 3 Tieren der Gruppe 1, bei 5 Tieren der Gruppe 2 und bei 3 Tieren in der Gruppe 3.
Komplett gedeckt war der Defekt bei 3 Tieren der Gruppe 1, 7 Tieren in der Gruppe 2 und 11

Tieren in der Gruppe 3.

12

10

m Defekideckung
6 m part. Defekideckung
O Defekt

JWo 6 Wo 9Wo

Abbildung 19: Defektdeckung
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Abbildung 20: Makroskopisches Beispiel I - Hypertrophes Narbengewebe

Abbildung 21: Makroskopisches Beispiel II - Hypertrophes Narbengewebe
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Abbildung 22: Defektdeckung nach 3 Wochen

Abbildung 23: Defektdeckung nach 9 Wochen
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4.1.2 Histologische Auswertung

Degeneration von Muskel und Sehne

In der Histologie zeigte der M. supraspinatus einen Massenverlust und eine frithe
Degeneration mit GroBen - und Mengenzunahme der Fasern im high - power field.

Die Atrophie des M. supraspinatus nahm im Zeitverlauf ab. So lieB die eingetretene
Muskeldegeneration nach, je linger das postoperative Intervall nach Sehnenabsetzung war.
Zeigten die 3 - wochigen Tiere noch eine leichte Atrophie, fand sich 9 Wochen postoperativ
ein Muskelstatus nahezu wie in der Kontrollgruppe (s. Abbildung 25).

Folglich konnte eine schnelle, aber voriibergehende Degeneration des Muskels nach
Absetzung der Supraspinatussehne ausfindig gemacht werden.

Die kontralaterale Kontrollgruppe zeigte keine Defekte.

Als histologisches Zeichen der Muskeldegeneration fand sich intermuskuldr vermehrt
fibrotisches Gewebe (s. Abbildung 26). Dies lieB3 sich in den Gruppen 1 und 2 (3 und 6
Wochen) beobachten, Gruppe 3 (9 Wochen) zeigte schlieBlich keinen Unterschied mehr zur
Kontrollgruppe.

Dabei dnderte sich die Zellform von runden Zellen in der Frithphase (3 und 6 Wochen) zu

spindelférmigen Zellen nach 9 Wochen.

Die Degeneration der Sehne war in Gruppe 3 (9 Wochen) mit 12 Tieren am hochsten und
starksten ausgeprigt, in welcher 6 Tiere eine leichte (6+) und 6 Tiere eine starke (6++)
Sehnendegeneration aufwiesen. In den Gruppen 1 und 2 (3 und 6 Wochen) zeigten jeweils 9
Tiere Zeichen einer Sehnendegeneration, welche jedoch geringer ausfiel (s. Abbildung 27).
So zeigten nach 3 Wochen 7 Tiere eine leichte (7+) und nur 2 Tiere eine starke (2++)
Degeneration. Nach 6 Wochen lief3 sich bei 6 Tieren eine leichte (6+) und bei 3 Tieren eine
starke (3++) Sehnendegeneration beobachten.

Nach 9 Wochen zeigte sich histologisch ein vollstdndiger Orientierungsverlust (s. Abbildung
28).

Die kontralaterale Kontrollgruppe zeigte keine Sehnendefekte.

Es konnte eine Zunahme des Ausmalles der Sehnendegeneration im Zeitverlauf beobachtet

werden.
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0 3 Wochen
@ 6 Wochen
0 9 Wochen

Abbildung 24: Degeneration - Muskel

Abbildung 25: Degeneration - Muskel (3 Wochen)
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@ 3 Wochen
@ 6 Wochen
8 9 Wochen

Abbildung 26: Degeneration - Sehne

Abbildung 27: Sehnendegeneration mit vollstindigem Orientierungsverlust (9 Wochen)
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Fettige Infiltration des Muskels

Interessanterweise war eine fettige Infiltration ohne spezielles Verteilungsmuster nur selten
und ungeachtet des Zeitraumes nach Absetzung zu beobachten. Sie fand sich bei 3 Tieren pro

Gruppe ohne spezifisches Verteilungsbild (s. Abbildung 29 - 32).

12

0 3 Wochen
@ 6 Wochen
0 9 Wochen

Abbildung 28: Fettige Infiltration

Abbildung 29: Mukoide Degeneration (3 Wochen)
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Abbildung 30: Fett mit lipomatdser Atrophie des Muskels (6 Wochen)

Abbildung 31: Mukoide Degeneration (6 Wochen)
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Inflammationsgeschehen

Es lielen sich zwar Entzlindungszellen nachweisen, doch keines der Tiere zeigte eine akute
Entziindungsreaktion. Von den 3 - wochigen Tieren wiesen 11 Tiere eine leichte (11+) und 2
Tiere eine starke (2++) Zunahme von chronischen Entziindungszellen im Sehnen - und
Muskelgebiet auf.

Das Entziindungsgeschehen nahm nach 6 Wochen ab, sodass nur noch 8 Tiere eine leichte
Zunahme der Entziindungszellen aufwiesen (8+) und keines eine starke (0++). Nach 9
Wochen zeigten schlieBlich nur noch 3 Tiere (3+/0++) eine erhohte Anzahl von
Entziindungszellen (s. Abbildung 33 - 34).

nnnnn

nnnnn

0 l
N

Abbildung 32: Inflammation
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Abbildung 33: Riesenzelle mit inkorporiertem Faden in der Polarisation

MOVIN - Score Phase 1

Weiterhin beurteilten wir die Sehnendegeneration mittels eines nach Maffulli et al.
modifizierten MOVIN - Scores (s. Abbildung 35).96.105 Dabei zogen wir Kriterien wie
Faserstruktur, Faserausrichtung, Rundheit der Zellkerne, regionale Unterschiede der Zellen,
verstirkte Vaskularitit und Hyalinisierung heran, um letztlich festzustellen, dass die Gruppe
der 9 - wochigen Tiere eine hohere Gesamtsumme erzielte als die der 3 - oder 6 - wochigen.

Die statistische Evaluation des gesamten Sehnenscores zeigte keinen Unterschied zwischen
den 3 - und 6 - wdochigen Tieren (p = 0,93), aber einen hohen signifikanten Unterschied

zwischen den 6 - und 9 - wochigen Tieren (p < 0,01).
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Ratte verstarb aufgrund eines Narkosezwischenfalls.

4.2.1 Makroskopische Auswertung

Makroskopie von Muskel und Sehne

(Median und Range): 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung

Vorderlauf, im Anschluss konnte kein schonendes Verhalten mehr beobachtet werden.

Abbildung 34: MOVIN - Score Phase I (H. E. - Farbung): Subgruppen und Summenwert

Der operative Eingriff wurde ohne Komplikationen mit Ausnahme eines Tieres toleriert. Eine

Nach der Operation schonten die Tiere innerhalb der ersten fiinf Tage ihren rechten

In Phase II stellte die Dislokationstendenz der Pumpen vom subacromialen Raum in die
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subdeltoide Bursa, in 33 % Prozent der Fille, ein Problem dar. So fanden wir bei den Tieren
der G - CSF - Gruppe 6 Dislokationen, in der b - FGF- und Mix - Gruppe 4 bzw. 5
Dislokationen, aufgrund Versagens der Operationsnaht.

Es zeigte sich keine Korrelation zwischen Operationszeitpunkt und Dislokationstendenz,
demnach gab sich keine Lernkurve zu erkennen.

Die Versuchstiere mit dislozierten Pumpen wurden aus der Auswertung ausgeschlossen, da
der Ort der Wachstumsfaktorfreisetzung und die Diffusionsreichweite nicht spezifiziert
werden konnten. Nach 6 Wochen zeigte sich bei allen Tieren makroskopisch eine komplette
Gewebedeckung des Defektes. Das entsprach somit dem in der Literatur beschriebenen
Regenerationsverhalten des Rattengewebes.10 Die Kontrollgruppe wies lediglich ein Tier mit
partieller Defektdeckung auf.

Auch in Phase II zeigte sich bei der Prédparation eine deutliche Hypertrophie des

Sehnengewebes im Sinne einer narbigen Heilung.

4.2.2 Histologische Auswertung anhand des MOVIN-Scores

S Control
Flbar structure — b-FGF
pre 5-C5F
Mix
Fibyer —_——
arrangement _:|
Rounding e
i the e me—r—
of the nucle
Regional variations
in cellularity s
Increased ry—
wasculari —|:
¥ e
—
Hyalinization
_|_
Tatal tendon scone F t
| | ] I I 1 | S Ore
i) 2 4 L] B 10 12 [pts.]

Abbildung 35: MOVIN - Score Phase II (H. E. - Farbung): Subgruppen und Summenwert

(Median und Range): 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung
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1) Fiber structure (Faserstruktur)

B - FGF zeigte im Vergleich zu der 0 - Gruppe einen signifikant positiven Effekt in Bezug auf

die Faserstruktur mit einem p -Wert von 0,04 und weniger pathologischen Verdnderungen als

die Kontrollgruppe.

Weitere signifikant positive Effekte konnten nicht verzeichnet werden (s. Tabellen 7 - 8).

Kontrolle |M

b - FGF

2-3 2

1-2

Tabelle 8: ,.fiber structure: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Fiber structure

0 b - FGF G - CSF
b - FGF 0.04 * NA NA
G- CSF 0.22 1 NA
Kombi 1 0.78 1

Tabelle 9: ,.fiber structure*: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich, Signifikanzlevel:

<0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not applicable
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2) Fiber arrangement (Faseranordnung)

Auch in der Faseranordnung zeigte die b - FGF - Gruppe im Vergleich zur 0 - Gruppe einen

signifikant positiven Effekt bei einem p - Wert von 0,04.

Die G - CSF - Gruppe wies ebenfalls im Vergleich zur 0 - Gruppe einen signifikant positiven

Effekt auf, bei einem p - Wert von 0,03, jedoch keinen im Vergleich zur b - FGF - Gruppe

(p =0,98) (s. Tabellen 9 - 10).

Kontrolle |M

b - FGF

1-3 2

0-2

1 1-2

Tabelle 10: ,fiber arrangement*: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Fiber arrangement

0 b - FGF G- CSF
b - FGF 0.04 * NA NA
G- CSF 0.03 * 0.98 NA
Kombi 0.98 0.08 0.05

Tabelle 11: ,fiber arrangement: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich,

Signifikanzlevel: < 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not

applicable
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3) Rounding of the nuclei (Zellkernrundheit)

Alle Vergleichsgruppen wiesen bei einem p - Wert von 1 keinen signifikant positiven Effekt

auf (s. Tabellen 11 - 12).

Kontrolle |M b-FGF M
0-2 1 0-2 1 0-2 1 0-2 1,5

Tabelle 12: ,,rounding of the nuclei*: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Rounding of the nuclei

0 b - FGF G - CSF
b - FGF 1 NA NA
G - CSF 1 1 NA
Kombi 1 1 1

Tabelle 13: ,rounding of the nuclei“: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich,
Signifikanzlevel: < 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not

applicable
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4) Regional variations in cellularity (Regionale Unterschiede der Zellpopulationen)

Auch in Bezug auf Unterschiede der Zellpopulationen wiesen alle Vergleichsgruppen keinen

signifikant positiven Effekt auf (p - Werte > 0,05) (s. Tabellen 13 - 14).

Kontrolle

b - FGF

1-3

0-2

1 0-2

Tabelle 14: ,regional variations in cellularity: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Regional variations in cellularity

0 b - FGF G- CSF
b - FGF 1 NA NA
G - CSF 1 1 NA
Kombi 1 1 0.81

Tabelle 15: ,regional variations in cellularity: p - Werte der Wachstumsfaktoren im
Vergleich, Signifikanzlevel: < 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA =
not applicable
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5) Increased vascularity (Verstirkte Vaskularitiat)

Die Vergleichsgruppen wiesen keinen signifikant positiven Effekt in Bezug auf eine starkere

Vaskularitdt auf (p - Werte > 0,05, s. Tabellen 15 - 16).

Kontrolle | M

b - FGF

1-2 2

1-2

1 0-2

Tabelle 16: ,,Increased vascularity”: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Increased vascularity

0 b - FGF G- CSF
b - FGF 0.19 NA NA
G- CSF 0.22 1 NA
Kombi 1 0.22 0.22

Tabelle 17: ,Increased vascularity”: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich,

Signifikanzlevel: < 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not

applicable
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6) Hyalinization (Hyalinisierung)

Die p - Werte (> 0,05) zeigten, dass kein signifikant positiver Effekt der Versuchsgruppen

untereinander beziiglich der Hyalinisierung bestand (s. Tabellen 17 - 18).

Kontrolle | M

b - FGF

1-2 1

0-1

Tabelle 18: ,,hyalinization®: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Hyalinization

0 b - FGF G- CSF
b - FGF 0.83 NA NA
G - CSF 0.83 1 NA
Kombi 0.83 0.18 0.2

Tabelle 19: ,hyalinization®: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich, Signifikanzlevel:

< 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not applicable
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7) Total tendon score (Summenwert)

Bei der Aufaddierung der Einzelwerte auf einer Skala von 0 bis 18 befand sich die
Kontrollgruppe im Bereich von Wert 7 bis 12 mit einem Median von 10.

Die Werte der b - FGF - Gruppe lagen im Bereich von 3 bis 9 und besallen den Medianwert 7.
Der Sumscore der G - CSF - Gruppe erstreckte sich von Rang 3 bis 12 der Skala mit einem
Medianwert von 6. Die Werte der Mix - Gruppe befanden sich von Rang 5 bis 13 mit einem
Medianwert von 10 (s. Tabellen 19 - 20).

Kontrolle |M b-FGF M

7-12 10 3-9 7 3-12 6 5-13 10

Tabelle 20: ,.total tendon score*: Movin - Score

(M - Median; 0 - normale; 1 - leichte; 2 - mittlere; 3 - starke Verdnderung)

Anhand des Summenwertes ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen der b - FGF -
und der Kontrollgruppe (p = 0,03), bei weniger stark ausgeprigten pathologischen
Verdnderungen der b - FGF - Gruppe.

Die G - CSF - Gruppe zeigte ebenfalls einen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe

(p = 0,050) mit geringer ausgepragten pathologischen Verdnderungen.

Zuséatzlich zeigten beide Wachstumsfaktoren einen besseren Score im Vergleich zur Mix -
Gruppe (p = 0,04, p = 0,050), jedoch keinen im Vergleich zur Kontrollgruppe (p=1).
Zwischen der G - CSF - und b - FGF - Gruppe war kein signifikanter Unterschied
festzustellen (p = 1).
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"total tendon score"

0 b - FGF G- CSF
b - FGF 0.03 * NA NA
G- CSF 0.050 * 1 NA
Kombi 1 0.04* 0.050 *

Tabelle 21: ,total tendon score”: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich,

Signifikanzlevel: < 0,05, signifikante Ergebnisse sind mit * gekennzeichnet, NA = not

applicable

8) Kollagen I - und Kollagen III - Gehalt in der immunhistochemischen Fiarbung

Die Kollagenfirbung zeigte keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf Kollagen I fiir alle

Versuchsgruppen.

Kollagen III zeigte eine signifikante geringer ausfallende Féarbung bei G - CSF (p = 0,03),

jedoch nicht fiir b - FGF (p = 0,08).

Der Kollagen I/ III - Index zeigte hohere Werte fiir b - FGF- und die Mix - Gruppe (1,0 und

1,1) und niedrigere fiir die G - CSF- und Kontrollgruppe 0,6 und 0,5 (s. Abbildung 37).

1,2

0,8 -

0,6

04

0,2

Control

G-CSF

b-FGF

Abbildung 36: Semiquantitative Auswertung der Kollagenfarbung - Kollagen I/ III - Index
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4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die Ergebnisse der Phase [ zeigen, dass am Rattenmodell eine chronische
Supraspinatusruptur generiert werden kann. Zur Simulation eines auf den Menschen
ibertragbaren Modells einer chronischen Supraspinatusruptur eignet sich das Intervall von 3
Wochen am besten, da vergleichbar zum humanen Muskel eine beginnende Atrophie zu
beobachten ist, und die Sehne Zeichen der Degeneration aufweist. Es besteht zudem eine
ausgepréagtere chronische Entziindungsreaktion ohne bindegewebige Defektdeckung. Im
Gegensatz zum humanen Muskel zeigt sich keine wesentliche fettige Infiltration.

Zwar zeigten die 6 - wochigen Tiere keinen signifikanten Unterschied zu den 3 - wochigen
Tieren, doch Nachteil war die bereits eingetretene Defektdeckung, welche uns veranlasste,
den Zeitpunkt von 3 Wochen fiir die zweite Phase zu bevorzugen.

So zeigte die statistische Evaluation des gesamten Sehnenscores keinen Unterschied
zwischen den 3 - und 6 - wochigen Tieren (p = 0,93), aber einen hoch signifikanten

Unterschied zwischen den 6 - und 9 - wochigen Tieren (p < 0,01).

In Phase II ergibt sich ein signifikant verbessertes Remodelling der Sehne (Summenwert des
MOVIN - Scores) bei kontinuierlicher Applikation der einzelnen Wachstumsfaktoren (b -
FGF, G - CSF) im Vergleich zur Kontrollgruppe (p < 0,05). Die Kombination der
Wachstumsfaktoren zeigte jedoch keinen signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe

(p <0,05).

Anhand des Summenwertes des MOVIN - Scores ergibt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Wachstumsfaktoren und der Kontroll - / Mix - Gruppe (p < 0,05).
Zwischen b - FGF und G - CSF, sowie zwischen der Kontrolle und dem Mix, ldsst sich
hingegen kein signifikanter Unterschied festmachen.

Wihrend die Kollagenférbung fiir Kollagen I in allen Versuchsgruppen keine Signifikanzen
zeigte, liess sich fiir Kollagen III eine signifikant geringer ausfallende Féarbung in der G -
CSF - Gruppe erheben. So fand sich auch ein hoherer Kollagen I/ III - Index in der b - FGF -
und der Mix - Gruppe mit 1,0 und 1,1, wéhrend er sich in der G - CSF - und Kontrollgruppe

auf 0,6 und 0,5 reduzierte.
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5. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die histologischen Verdnderungen der
Supraspinatussehne samt ihrem Muskel nach operativer Absetzung am Rattenmodell zu
evaluieren. Diese Erkenntnisse sollten als Ausgangslage fiir die zweite Phase unserer Studie
herangezogen werden, um eine mdgliche Heilungsverbesserung mittels Wachstumsfaktoren
zu evaluieren.

Die histologisch orientierten Untersuchungskriterien konnten nicht in einer retrospektiven
klinischen Studie oder mittels Kadaverexperimenten untersucht werden, sondern erforderten

eine in - vivo - Studie.

5.1 Diskussion der Phase I

In dieser ersten Versuchsphase sollten die histologischen Verianderungen von Sehne und
Muskel der Ratten nach Absetzung der Supraspinatussehne zu verschiedenen Zeitpunkten
untersucht werden, um als Ansatzpunkt fiir Phase II zu gelten.

Wir nahmen an, dass im spéten postinterventionellen Zeitintervall von 9 Wochen eine
starkere Regeneration von Muskel - und Sehnengewebe zu verzeichnen sein wiirde, als im
Vergleich von 3 oder 6 Wochen.

Diese Hypothese konnte nur zum Teil bestétigt werden.

Um die geeignete Vergleichsmoglichkeit zur menschlichen Ausgangslage bei chronischer
Rotatorenmanschettenruptur zu erhalten, zogen wir anhand unseres Rattenmodells die friihe
Phase von 3 bis 6 Wochen heran, da diese den persistierenden chronischen Defekt mit starken
histologischen Verdnderungen wie Degeneration und Muskelatrophie am besten wiedergab,

und die Sehnendegeneration in ihrem Anfangsstadium blieb (s. auch Abbildung 37).

64



Human rotator cuff Rat rotator cuff

3 weeks 6 weeks 9 weeks

Muscle atrophy ++ Jol- £ +
Fatty infiltration -+ + 4 3
Tendon degeneration +-++ + + s
Chronic inflammation + -+ t 0
Defect rate 44+ ol 4 }-

Assessment of subcategories (0 = normal, + = mild level,
++ = distinct level, +++ = high level)

Abbildung 37: Rotatorenmanschettenldsion bei Mensch und Ratte - histologische und
makroskopische Verdnderungen im Vergleich
(Quelle: 1. - 5. in absteigender Reihenfolge: 1. Hata et al., 2. Goutallier et al., 3. Longo et al.,

4. Benson et al., 5. Yamaguchi et al.)70,64,90,15,166

Defektdeckung

Unsere Ergebnisse der ersten Phase, das rasche Selbstheilungspotential des Rattengewebes,
decken sich mit denen aus Carpenters et al. Studie, in welcher bei allen Versuchstieren nach 3
Wochen noch Defekte persistierten und eine Defektdeckung bei 3/8 der Tiere nach 6 Wochen
und bei 2/8 der Tiere nach 9 Wochen zu beobachten war.28

Im Gegensatz zu unserer Studie unterschieden sie nicht in keine, partielle und komplette
Defektdeckung.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich vergleichbarerweise, nach anfanglicher Degeneration
innerhalb des kurzen postoperativen Zeitraumes von 3 bis 6 Wochen, die partielle Heilung.
Bereits Walch et al. konstatierten, dass die humane Rotatorenmanschettenldsion nicht das
schnelle Selbstheilungspotential des Rattengewebes aufweist. 157

Eine Studie mit sonographischer Kontrolle von Yamaguchi et al. zeigte, dass bei 39 % aller
Patienten mit bestehender Rotatorenmanschettenruptur nach 2,8 Jahren die Grofe des
Defekts unter alleiniger konservativer Therapie zugenommen hatte. Bei keinem Patienten
fand sich eine Verkleinerung des Defektes. 165

Somit ist das Heilungsverhalten der Rotatorenmanschette zwischen Mensch und Ratte nicht
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komplett vergleichbar und unterscheidet sich im stirkeren Selbstheilungspotential des
Rattengewebes.
Der Alterseftekt des jungen Versuchstieres, im Vergleich zum vorgeschddigten Gewebe bei

der Supraspinatusruptur des élteren Patienten, lie3 sich im Rattenmodell nicht simulieren.

MOVIN - Score

In unserer Arbeit konnten in keiner der Versuchsgruppen pathologische Scores in den
Kategorien ,,Rundheit der Zellkerne®, ,,Regionale Unterschiede in den Zellpopulationen® und
,, verstiarkte Vaskularitit beobachtet werden.

Dagegen decken sich die degenerativen Verdnderungen in der ,Hyalinisierung®,
»Faserstruktur und ,,Faseranordnung®, mit denen der humanen Sehne in Longos et al.
Studie.% Sie zogen in ihrer Studie zur histologischen Untersuchung von intakten und
defekten humanen Supraspinatussehnen ebenfalls den MOVIN - Score heran und beschrieben
einen in allen Subkategorien hoheren Score der rupturierten Sehne im Gegensatz zur
gesunden Sehne.%0

Ebenso fanden sich bei Hashimoto et al. und Longo et al. Verdnderungen der
Faserstruktur.69:90 Wéhrend in den tiefen Schichten eine Desorientierung von diinneren
Fasern zu beobachten war, fiel in den mittleren Schichten eine hyaline und myxoide
Degeneration auf, zusatzlich zeigten sich in 21% der Félle Knorpelmetaplasien. 69

Das Rattenmodell von Galatz et al. zeigte eine Kapillarproliferation ab dem dritten Tag, mit
einem Peak am zehnten Tag.>3

Auch in frithesten Studien, so bei Wilson et al., zeigte sich eine zunehmende Hyalinisierung
mit Verlust des welligen Musters der Kollagenfasern.161

Im Tiermodell von Gimbel et al. lieB sich nach einer anfinglichen ungeordneten
Faserorientierung eine Regeneration derselben ab der vierten Woche beobachten. 60

In unserem Falle zeigte sich keine Reorientierung der Faserstrukturen, stattdessen nahmen
die ungeordnete Faserorientierung und die mxyoide Degeneration im gesamten Zeitverlauf

Zu.
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Inflammation

In der Literatur wird nach Sehnenabsetzung im Tiermodell eine Zunahme der
Entziindungszellen beschrieben.

So finden sich bei Soslowsky et al. und Perry et al. bei prolongierter Sehnenbeanspruchung
erhohte Level von Entziindungsparametern, bei Galatz et al. als initiales Geschehen innerhalb
der ersten 10 Tage.143.117.52

In unserer Studie konnten wir ebenfalls einen leichten anfinglichen Anstieg der
Entziindungszellen in Sehne und umliegendem Gewebe nach 3 Wochen erheben, welcher im

weiteren Zeitverlauf abnahm und sich nach 9 Wochen wieder nahe gehend normalisierte.

Regeneration und fettige Infiltration

Wir konnten beobachten, dass das Wiedererlangen eines normalen Muskelstatus bei der Ratte
viel schneller als beim Menschen erfolgt.

Es wurde keine zeitabhingige Korrelation der Muskelinfiltration durch Fett oder fibrotisches
Gewebe gefunden.

Das scheint insofern plausibel, als in der Literatur eine Speziesabhingigkeit im
Regenerationsverhalten beschrieben ist, die nicht komplett vergleichbar mit der humanen
Situation ist. So sind fettige Infiltration und Zunahme des fibrotischen Gewebes bei
chronischer Rotatorenmanschettenlésion typisch humane Reaktionen, die sich in unserem
Tiermodell nicht beobachten lieen.58

Fiir eine fettige Infiltration des Muskels hitte der Sehnenstumpf versiegelt werden miissen,
um eine Ausbildung von Adhésionen zu vermeiden. Da wir derart jedoch nicht das Modell
der Sehnendegeneration erhalten hitten, entschieden wir uns fiir die reine Abtrennung.

Nach Goutallier et al. bleibt die fettige Infiltration des menschlichen Muskels auch nach
Deckung des Rotatorenmanschettendefektes irreversibel bestehen. 64

Wihrend auch Coleman et al. bei Schafen eine signifikante fettige Infiltration fanden,
beobachteten Fabis et al. beim Kaninchen keine derartigen Veranderungen.35-44

Im Rattenmodell ldsst sich nach Farshad et al. histologisch keine signifikante fettige
Infiltration des Muskels bei chronischer Retraktion nach Supraspinatustenotomie

beobachten.45
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So auch bei Galatz et al., wo nach Sehnenabsetzung auBler einer intramuskuldren
Kollagenzunahme in keinem der postoperativen Zeitintervalle ein signifikanter Unterschied
in Bezug auf fettige Infiltration im Vergleich mit der Kontrollgruppe festzustellen war. 52
Unsere Ergebnisse decken sich mit denen von Barton et al. In ihrer Studie wurde ebenfalls
der M. supraspinatus von Ratten nach operativer Absetzung untersucht. Auch dort fand man
die stirkste Muskelatrophie nach 4 Wochen und zu den darauffolgenden
Untersuchungszeitpunkten zunehmende Regenerationszustinde bei Abnahme des
fibrotischen Gewebes. 10

Den hochsten Atrophiegrad des Muskels fanden wir bei den 3 - wochigen Tieren, der
anschlieBend in den spiteren Zeitintervallen immer mehr abnahm.

Dass die chronische Rotatorenmanschettenruptur des Menschen mit Verlust der Muskelmasse
einhergeht, wird unter anderem in der MRT - Studie von Thomazeau et al. beschrieben,
jedoch existieren liber Muskelbiopsien der menschlichen Rotatorenmanschette bisher wenige
Daten.!50 So sei die Muskelatrophie beim Menschen z. T. reversibel, doch betrigt der Prozess

der Regeneration mindestens ein halbes Jahr.49.70
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5.2 Diskussion der Phase I1

Fir die zweite Versuchsphase nahmen wir an, dass das Sehnenheilungsverhalten nach
Absetzung der Supraspinatussehne und anschlieBender Augmentation von b - FGF, G - CSF
und der Kombination beider einen positiven Effekt auf die histologische Sehnenqualitit
erzielen wiirde. Die einzelne Zuflihrung der Wachstumsfaktoren bestétigte unsere Hypothese,
die Kombination beider Wachstumsfaktoren zeigte jedoch keinen signifikant positiven Effekt.
Es zeigte sich histologisch ein Shift von Kollagen III zu Kollagen I in der b - FGF- und Mix -
Gruppe, mit einer erhohten Kollagen I/ III - Ratio.

Mit 95 % stellt Kollagen I die groB3te Matrixkomponente aller Kollageneinheiten in der Sehne
dar. Aufgrund seiner parallelen Faserorientierung leistet es einen groBen Beitrag zum
Strukturerhalt der Sehne.!25.140 Kollagen III nimmt mit ca. 5 % einen geringen Teil der
extrazelluldren Matrix ein.!26,127 Es wird in der Wundheilung gebildet und zeichnet sich
durch retikuldre Fibrillen kleinen Durchmessers aus, welche sich netzartig und ungeordnet
aneinander lagern.

Diese erhohte Kollagen I/ III - Ratio unserer zweiten Phase weist auf ein Remodelling der
Sehne und damit der Defektdeckung hin.

Studien zeigen jedoch, dass neben der Kollagenverteilung auch die Faseranordnung eine
wichtige Rolle fiir die biomechanische Stabilitdt spielt und somit die Kollagenverteilung

alleinig nicht zur Beurteilung der Reiffestigkeit ausreicht. 138

5.2.1 Andere Methoden zur Verbesserung der Sehnenheilung in der Literatur

In der Literatur finden sich unterschiedliche Methoden, die das klinische Outcome nach

Rotatorenmanschettenrekonstruktion verbessern sollen.25,118

1) Allografts, Autografts:

Azelluliire humane Matrix (GJA, Graftjacket Matrix)
Aseptisches, azelluldres dermales Gewebe des Menschen soll geschéddigtes Kollagengewebe

wihrend der Remodellingphase unterstiitzen.
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Barber et al. verzeichneten in humanen Kadaverstudien durch Augmentation mit Graftjacket
verbesserte biomechanische Eigenschaften der Rotatorenmanschette.® In klinischen Studien
zeigte eine Graftjacket - Applikation jedoch im 1 - Jahres - Follow - Up neben guten

Ergebnissen im UCLA - Shoulder - Score auch radiologisches Versagen.40

Pliittchenreiches Plasma (PRP)
Blutpléttchen beinhalten wichtige Wachstumstfaktoren wie PDGF, TGF - b, VEGF und IGF

und bdoten somit eine  attraktive Option bei der Augmentation von
Rotatorenmanschettendefekten. 3

PRP besitzt als Plasma eine hohere Pliattchenkonzentration als physiologischerweise gegeben
und zeigte in Studien eine verstirkte Kollagenexpression, Proliferation und Aktivierung von
kultivierten Sehnenzellen bei gleichzeitiger VEGF - Produktion.2.3,106,107,136

Die Vorteile dieser Verfahren sind das niedrige Risikoprofil, die leichte Applikation und das
Umgehen pharmakologischer Regulationen, doch ein positiver Effekt bleibt in Langzeit -
Follow - Ups aus.2%119

Da trotz Reinigungsprozessen DNA - Bestandteile im PRP bestehen bleiben, werden
Entziindungs - und Fremdkorperreaktionen begiinstigt.135.155 Weiterhin erweist sich als
nachteilig, dass keine kontinuierlichen, sondern nur wiederholte Injektionen postoperativ

moglich sind.
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Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Hierbei soll die Fahigkeit von MSC genutzt werden, die Reparatur menschlicher Sehnen zu
fordern und {ber die Sekretion verschiedenster Zytokine antiinflammatorisch zu
wirken.100.128 Im Folgenden seien die aktuellsten Studien zur Sehnenheilung mittels

Stammzellapplikation tabellarisch aufgelistet:

Summary of Recent Data of Mesenchvmal In Vitro and In Vive Investigations

Study Model Histological Data Biomechanical Data

Young et al. Rabbit Achilles tendon Collagen bundles more organized and Group treated with MSCs had greater stress
had larger cross-sectional area in MSC and strain properties at 4, 8, and 12 w
group

Chong et al. Rabbit Achilles tendon Collagen fibers denser and more Early greater increase in modulus. Similar
organized in MSC group properties at 6 and 12 w

Murphy et al. Goat meniscus Regeneration of meniscus histologically
indistinguishable from native meniscus
in MSC group

Ouyang et al. Tendon allograft MSCs migrate through allograft and
acquire phenotype resembling
tenocytes

Lim et al. Rabbit ACL MSC group developed fibrocartilagenous Higher load to failure in MSC treated
bone-tendon insertion resembling group
native ACL insertion

Juncosa-Melvin et al. Rabbit patellar tendon Mechanical stimulation caused 2.5-fold

increase in linear stiffness in
MSC-treated tendons

Dressler et al. Rabbit patellar tendon No difference in maximum stress or
modulus in tendon treated with MSCs
from geriatric vs. younger rabbit

Abbildung 38: Zusammenfassende Ubersicht zu Literaturdaten iiber mesenchymale

Stammzellen (Rios et al., Seite 5)128

2) Xenografts:

Xenografts, u. a. in Form von Rinderhaut oder dermalem Schweinekollagen, haben sich im
klinischen Alltag nicht durchsetzen konnen, da Entziindungs - und Fremdkorperreaktionen
sowie mangelnde funktionelle  Verbesserung und  verbliebene  Defekte in

Kontrolluntersuchungen beobachtet wurden.”.8.9,13.33,72,81.95,98,118,137,139,142,155

3) Synthetica:

Hier werden synthetische Materialen zur Uberbriickung des Defekts herangezogen.

Fasernetze aus gewebtem Polyester, wie Mersilennetze, sind nicht abbaubar und zeichnen
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sich durch eine hohe Dehnkraft aus.

Doch im prospektiven Studienversuch an 41 Patienten {iber 43 Monate bei Audenaert et al.
wurden nach  Rotatorenmanschettenmassenruptur  nichtresorbierbare  Patches  zur
Defektdeckung herangezogen. Es zeigte sich zwar eine verbesserte Bewegungsreichweite
(,,range of motion®) sowie eine Schmerzerleichterung, jedoch fand sich im letzten Follow -
Up bei 3 Patienten eine erneute Ruptur zwischen Patch und Muskel - Sehnen - Einheit.6

Als weiterer Studienversuch mittels Synthetica soll noch die Untersuchung von Ozaki et al.
erwiahnt werden.!15 In dieser prospektiven Studie anhand von 25 Patienten wurde als
Therapie - Option der chronischen Rotatorenmanschettenmassenldsion Teflon (PTFE) als
synthetisches Defektdeckungsmaterial gewéhlt. Es zeigte sich zwar auch hier eine
Verbesserung der ,,range of motion* sowie eine deutliche Schmerzreduktion, jedoch traten im
weiteren Untersuchungsverlauf Fremdkorperreaktionen auf, die durch Einwachsen der

PTFE - Fasern ins umliegende Gewebe ausgeldst worden waren.

All diese Verfahren lassen erkennen, dass Versuche, die anatomischen Verhiltnisse nach
Rotatorenmanschettenldsion durch verschiedenste Augmentations - oder Deckungsversuche
giinstig zu beeinflussen, bis dato oft nur begrenzt erfolgreich sind und dass die hohen
Komplikationsraten das Outcome langfristig ungeniigend erscheinen lassen. Derartige
Verfahren haben sich im klinischen Alltag, aufgrund ihrer geringen Einheilungsrate,
biomechanischer Ungeniigenheit sowie ihrer begrenzten Haltbarkeit, nicht durchsetzen
konnen.

Weiterhin war in unserer Studie ein Gebrauch von PRP - oder MSC - Losungen nicht
moglich, da die erforderliche Zusammensetzung von PRP - oder Wachstumsfaktoren in einer
passenden Pufferlosung nicht bekannt ist und eine MSC - Applikation via Osmosepumpen

nicht durchfiihrbar ist.99,101,129
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5.2.2 Wachstumsfaktorenapplikation zur Verbesserung der Sehnenheilung in der

Literatur

Als Ausgangspunkt fiir unsere Arbeit dienten zahlreiche Grundlagenstudien tiber Freisetzung,
physiologisches Vorkommen und Wirkung von Wachstumsfaktoren, insbesondere bei
Heilungsprozessen, welche in den letzten Jahren Gegenstand zahlreicher Verdffentlichungen
waren.

Friihere Studien nahmen sich bereits erster Theorien zur Verbesserung der Sehnenheilung an.
1,94,124

Mazzocca et al. ndherten sich dem Problem durch Anbindung von chemotaxisférdernden
Komponenten oder direktes Einbinden von Wachstumsfaktoren in die Operationsnaht, um die
korpereigenen Zellen zur Unterstiitzung des Heilungsprozesses anzuregen. 99

Eine der ersten Tierstudien zu Wachstumsfaktoren verdffentlichten Jann et al, in welcher man
zeigte, dass Operationsndhte als Gerliste fiir einwandernde Tenoblasten dienen kdnnen,
getriggert durch angelagerte Wachstumsfaktoren, worauf dann auch weitere Studienreihen
folgten.80,39.99

So verzeichneten Rodeo et al. bei mit osteoinduktiven Wachstumsfaktoren behandelten
Schafen nach induzierter Infraspinatusruptur und anschlieBender Rekonstruktion, eine
robuste Zone zwischen Knochen und Sehne in der Histologie, jedoch war diese
biomechanisch schlechterer Qualitit als die gesunde Sehne und zeigte lediglich ca. 31 % der
failure loads* gesunder Sehnen in der biomechanischen Testung. 129

Nach Gospodarowicz et al. kann man davon ausgehen, dass FGF schon an frithen
Entwicklungsprozessen mitwirkt und die Proliferation von mesenchymalen Zellen der
ausknospenden Extremitéten unterstiitzt.63

Duffy et al. waren die ersten, die zeigten, dass b - FGF physiologischerweise in gesunden
intrasynovialen Beugesehnen vorhanden ist.4!

Auch zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren wiahrend der Sehnenheilung finden sich bereits
einige Studienergebnisse.92.104.113 Dabei zeigen sich vereinzelte positive Effekte von
Wachstumsfaktoren, jedoch existieren keine einschneidenden Ergebnisse eines bestimmten
Wachstumsfaktors.

Kobayashi et al. postulierten, dass sich in der Sehnenheilung ein b - FGF - Peak zwischen
Tag 7 bis 9 fiande. Sie beobachteten im Kaninchenmodell unter b - FGF - Augmentation

durch Pellets bessere Kollagenorientierung nach 6 - 24 Wochen sowie eine verstirkte
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Neovaskularisierung.83.84

Chan et al. und Dufty et al. fanden in der postoperativen Heilungsperiode von Tag 1 bis 56 (8
Wochen) erhohte FGF - Level in Flexorsehnen.30:41

Chan et al. machten sich die Eigenschaften von b - FGF zunutze und erzielten eine
verbesserte Wundheilung, nachdem in vitro Patellarsehnen von Ratten exogen mit b - FGF
augmentiert worden waren.30

Duffy et al. zeigten, dass unter b - FGF - Injektion in heilenden Patellarsehnen von
Kaninchen die Kollagen - III - Produktion und Zellproliferation anstieg.4!

Weiterfithrend finden sich bei Otsuka et al. Forschungsergebnisse zum Kaninchenmodell, in
welchem die umgebende Knochenmatrix bei Defekten FGF - 2 in die Defekthohle zur
Knorpelreparatur freisetzt. 114

Weitere Studienergebnisse zum Rattenmodell bieten Nakamura et al.l98 Sie konnten
nachweisen, dass eine lokale Applikation von FGF - 2 im Knochen eine Zunahme des
Knochenvolumens auf der applizierten Seite bewirkte.

Fukui et al. versahen im Kaninchenmodell Defekte des medialen Kollateralbandes (MCL)
mit unterschiedlichen Einzeldosen von b - FGF, welche in Fibrin - Gel eingeschlossen
waren.4’7 Die mittlere Dosis (1 pg b - FGF) zeigte Regenerationsgewebe und eine schnellere
Reorganisation des Defektes.

Im Modell von Majewski et al. zeigten Achillessehnen von Ratten nach Behandlung mit ACS
(Autologous Conditioned Serum) vermehrt Granulationsgewebe, einen groferen
Durchmesser, sowie einen Wechsel von Kollagen III zu Kollagen I, welches die stirkere
mechanische Kraft besitzt.97

Im Rattenmodell von Ide et al. unterstiitzte ebenfalls eine lokale Applikation von b - FGF das
Heilungsverhalten der akuten Supraspinatusruptur, sodass schlieBlich nach 6 und 12 Wochen
die b - FGF - Versuchstiere in der biomechanischen Testung eine reiflfestere Sehnen - zu -
Knochen - Insertion als die Vergleichsgruppe zeigten. Daraus schlussfolgernd konstatierten
sie, dass schon eine lokale Applikation von b - FGF im Tiermodell das Heilungspotential bei
Supraspinatusrupturen unterstiitzen konne.’4

Es ist festzustellen, dass vorherige Studienmodelle bei Verwendung von b - FGF mit einer
Einmaldosis des Wachstumsfaktors zum Zeitpunkt der Operation ansetzten.

Vor unserer Studie gewdihrleisteten lediglich Sasaki et al. eine kontinuierliche Freisetzung
von Wachstumsfaktoren.133

Sie bieten Ergebnisse unter Verwendung von G - CSF. In einem Hundemodell konnten sie,
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nach ACL - Rekonstruktion und anschlieBender G - CSF Applikation in Form von
Hydrogelen, eine Zunahme von Mikrogefden und eine gute Knochen - Sehnen - Integration
feststellen, die auch in der biomechanischen Testung im Vergleich zur Kontrollgruppe
iiberzeugte.

Demnach veranlasste G - CSF eine Osteogenese in der Nihe der unreifen Knochen - Sehnen -
Integration, aufgrund seiner Potenz die Proliferation von Knochenstammzellen und

Endothelzellen zu fordern.16,26,37,110
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5.3 Versuchsaufbau

Fiir die Durchfithrung der Versuche wurde von uns das vorliegende Tiermodell konzipiert,
welches fiir Untersuchungen des Sehnenheilungsverhaltens der Rotatorenmanschette geeignet
schien. Die Rattenschulter darf in diesem Zusammenhang nach Soslowsky et al., welche
1996 die Ratte als Modell fiir akute Rotatorenmanschettenldsionen etablierten, auch als ein
geeignetes standardisiertes Tiermodell fiir die Untersuchung des Heilungsverhaltens bei
chronischen Rotatorenmanschettenldsionen gelten. 143

Und so bietet die Gegebenheit, dass die Anatomie der Rotatorenmanschette der Ratte der des
Menschen sehr nahe kommt, eine gute Basis fiir unsere Arbeit.

Die Vorteile des Versuchsaufbaus liegen in der einfachen Handhabung der artgerechten pra-
und postoperativen Versorgung und Pflege der Versuchstiere. Der Versuchsaufbau mit
festgesetzten Zeitpunkten bietet eine klare Struktur, Reproduzierbarkeit und somit auch
Vergleichbarkeit, insbesondere fiir weiterfithrende Studien mit anderen Applikationsarten von
Wachstumsfaktoren.

Doch es bleibt hervorzuheben, dass die humane Rotatorenmanschettensehne nicht in der
Lage ist, nach partiellen oder kompletten Rupturen von selbst zu heilen, wie es bei der Ratte
zu beobachten ist. Denn hinsichtlich fettig infiltrierter Sehnensubstanz und des
Selbstheilungsvermogens, ist der M. supraspinatus der Ratte nicht dem des Menschen
gleichzusetzen. 38,157

Die Synovialfliissigkeit des Menschen konnte dabei einen wichtigen Grund fiir das
schlechtere Selbstheilungsverhalten darstellen.

Die Wahl der verwendeten Wachstumsfaktoren fiel auf G - CSF und b - FGF, aufgrund ihrer
positiven Effekte in Bezug auf das Heilungsvermodgen in Tierstudien, der guten Verfiigbarkeit
und klinischen Erfahrung und somit der Option fiir einen schnellen Transfer in den klinischen
Alltag.

Unsere standardisierte kontinuierliche subacromiale Freigabe der Wachstumsfaktoren stiitzte
sich auf Osmosepumpen, welche ausfiihrlich in pharmakologischen Laboratorien getestet
wurden.

Im Vergleich zu anderen Studien zogen wir zwei Wachstumsfaktoren mit unterschiedlichen
Wirkungsweisen heran, um einen potentiell additiven Wirkungseffekt zu evaluieren.

Es zeigte sich in unserer Studie unter Wachstumsfaktorenapplikation liber 20 Tage

histologisch ein besseres Sehnenheilungsverhalten, doch es bleibt offen, inwieweit das
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Gewebe Kraftbelastungen standhielte. Somit bedarf es diesbeziiglich weiterfiihrender
biomechanischer Testungen. Zumal eine biomechanische Testung anfinglich in unserer
Studie geplant war, wir uns jedoch aufgrund der starken Dislokationstendenz (33 %) in der
zweiten Versuchsreihe auf die histologische Untersuchung beschréankten und sich die Zahl der
Versuchstiere auf das Vorversuchsprotokoll reduzierte. Eine Anfrage die Zahl der
Versuchstiere zu erhdhen, um in allen Versuchsgruppen 15 Tiere fiir die Auswertung zu
erhalten, wurde von der zustindigen Regierung abgelehnt. Um die statistische Power zu
erhalten, wurde die Auswertung auf die histologische Untersuchung beschriankt und auf die
biomechanische Testung, fiir welche 6 Tiere pro Gruppe geplant waren, wurde verzichtet.

Eine weitere Limitation stellte der Verzicht auf Implantation von Pumpen ohne Wirkstoff in
einer Kontrollgruppe dar. Da jedoch von der Ethikkommission nur eine Kontrollgruppe fiir
die Versuchsreihen gestattet wurde, beschriankten wir uns auf eine Kontrollgruppe ohne
Pumpenimplantation, da die Tiere fiir eine folgende Studie ohne Fremdkdrperimplantation

ebenfalls als Kontrollgruppe dienen sollten.

Aufgrund der Tatsache, dass die Ratte ein Vierfiiller ist und keinen Vorderlauf wéhrend
taglicher Aktivititen bevorzugt, bestand in der Wahl zwischen rechter oder linker Schulter
kein signifikanter Unterschied.143

Da die Ratte ithre Arme zum Bauen, zur Nahrungsaufnahme und Vorwirtsbewegung
heranzieht, konnte man einwenden, dass die Rattenschulter postoperativ stirkerer oder
laingerer Belastung ausgesetzt ist, als die des Menschen.

Allerdings war uns die Ruhigstellung des operierten Vorderlaufs nicht moglich. Doch es hat
sich gezeigt, dass auch die menschliche Schulter durch zahlreiche starke Belastungen, durch
das eigene Korpergewicht oder durch alltidgliche Pflichten, beansprucht wird.”8

So urteilten Untersuchungen, dass die Rotatorenmanschettenrekonstruktion innerhalb der
ersten sechs postoperativen Wochen ca. 1000 - 2000 repetitiven Belastungen ausgesetzt
ist.75,160

Ein weiterer Einflussfaktor, den es zu bedenken gilt, ist das vergleichsweise junge, adulte
Versuchstier mit optimalen Gewebeverhéltnissen. Denn die Zielgruppe unserer Studie wire
im klinischen Alltag der éltere Patient ohne entsprechende Vorbedingungen, wie optimale
Gewebequalitit und gute Durchblutungsverhéltnisse.

Doch um den Alterseffekt auf unsere Versuche zu minimieren und eine grof3ere Anatomie des

Schultergelenks vorzufinden, verwendeten wir erwachsene, ca. 14 Wochen alte, Sprague -
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Dawley® - Ratten, welche als phylogenetisch kleinstes Tier fiir unser Modell sehr gut die
Rotatorenmanschettenrekonstruktion ermdglichten.

Das vergleichsweise kleine Versuchstier mit guten anatomischen Voraussetzungen erlaubt
weiterfithrend auch groBere, unkomplizierte Testldufe von starker statistischer Aussagekratft.
Denn die Umsetzung fiir den klinischen Alltag bleibt noch limitiert, da es sich um einen
Tierversuch handelt.

In Hinblick auf eine spitere klinische Anwendbarkeit zogen wir Wachstumsfaktoren heran,
welche im klinischen Alltag genutzt werden.

Dabei bleibt zu beachten, dass die Verwendung von humanen Wachstumsfaktoren,
insbesondere G - CSF, zeitlich beschrinkt bleiben muss, um allseits bekannte
Nebenwirkungen zu minimieren.

Nach Fukui et al. konnte man davon ausgehen, dass hohe Dosen von Wachstumsfaktoren in
der Augmentation nicht unbedingt eine bessere Heilungsantwort erzielen als eine
bedarfsorientierte, geringere Dosis. Sie beobachteten bei hohen Dosen von b - FGF eine
ungilinstige Wirkung auf die Sehnenheilung. So zeigten diese Gruppen weniger
Regenerationsverhalten als die Kontrollgruppe.47

Diese Beobachtungen konnten auch erklidren, warum in unserer Studie die Kombination von
b - FGF und G - CSF einen nachteiligeren Effekt als die Einzeldosis der beiden erzielte.

Im klinischen Alltag ist eine Wachstumsfaktorenaugmentation beim Menschen mittels
interskapuldrer Pumpenimplantation nicht praktikabel und es sind Alternativen zu finden,

zumal die Dislokationstendenz der Osmosepumpen in unserer Studie ein Problem darstellte.

In zukiinftigen Studien sollten die histologischen Verdnderungen zu weiteren Zeitpunkten (2,
4 und 7 Wochen) evaluiert werden, um die Sehnenheilung detaillierter vergleichen und
aufzeichnen zu kénnen.

Die kontinuierliche Freisetzung der Wachstumsfaktoren in unserer Studie gewéhrte einen
stetig ausreichenden Zufluss. Es konnte somit nicht zu Peak - Zeitpunkten hochdosiert
angesetzt werden, welche ein besonderes Mal3 an Stimulation erforderlich gemacht hétten.
Doch aufgrund der damit verbundenen Komplexitdt einer programmierten, unterschiedlich
dosierten Freisetzung, vereinfachten wir den Zufluss via kontinuierliche Freisetzung iiber
osmotische Pumpen.

Somit konnte die physiologische Situation der Wundheilung mit Intervallen verringerter

Wachstumsfaktorfreisetzung nicht exakt simuliert werden und es bleibt unklar, inwiefern dies
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die Sehnenheilung unserer Studie beeinflusste.

Ein Vorteil der Zuhilfenahme von Wachstumsfaktoren zur Verbesserung des postoperativen
Outcomes ist, dass sie als azellulires Material ein geringeres Potential fiir
Fremdkorperreaktionen, wie Entziindungs - oder Abstoreaktionen, besitzen.

Nach Wang et al. ist Grundvoraussetzung fiir das ideale Biologicageriist, dass es fiir den
Patienten biokompatibel ist, die Integration des neuen Gewebes in das umliegende
Wirtsgewebe ermdglicht, dabei Zellanlagerung, - proliferation und - migration gewéhrleistet
und somit strukturelle Voraussetzungen fiir Zellen und neues Gewebe schafft.159

Dariiber hinaus muss der Balanceakt zwischen einer reproduzierbaren Implantationsmethode
fiir den klinischen Alltag und deren Standhalten gegeniiber mechanischen Kréften mit guten

Langzeitergebnissen bewiéltigt werden.
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6. Zusammenfassung

Fragestellung:

Es wurde untersucht, ob nach induzierter Supraspinatussehnenruptur im Rattenmodell durch
Wachstumsfaktorenapplikation tiber 20 Tage im Vergleich zum natiirlichen Heilungsverlauf
eine verbesserte Sehnenheilung erzielt werden kann.

Zielsetzung der Arbeit war es, zum einen die humane chronische Rotatorenmanschettenlésion
im Tiermodell zu simulieren; zum anderen die ecinzelnen Wachstumsfaktoren und ihre
Auswirkung auf die Sehnenheilung vergleichend zu beurteilen und mit ihrer potentiellen
Wirkungsweise den Grundbaustein fiir andere Applikationsformen zu legen. Von besonderer
Bedeutung dabei war es, die postoperative Rotatorenmanschettenrekonstruktion der

chronisch - degenerativen Lision des dlteren Patienten positiv zu beeinflussen.

Hypothesen:

Die histologische Situation der chronischen Rotatorenmanschettenldsion des Menschen ist im
Rattenmodell abbildbar.

Durch Augmentation des Sehnengewebes mit Wachstumsfaktoren iiber 20 Tage kann eine
verbesserte Einheilung der Supraspinatussehne erreicht werden.

Eine Kombination von Wachstumsfaktoren bewirkt additive Effekte.

Methode:

Die vorliegende Arbeit stellt eine tierexperimentelle Studie dar, die verschiedene
Wachstumsfaktoren zur Verbesserung der Sehneneinheilung nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion vergleicht. Die histologischen Verdnderungen wurden
gemdl dem MOVIN - Score in der H. E. - Farbung untersucht, welches eine vergleichende
Beurteilung der Wachstumsfaktoren ermoglichte.

Wir wéhlten fiir die Studie einen zweiphasigen Versuchsautbau, um in der ersten Phase die

Situation einer chronischen Rotatorenmanschettenruptur am Rattenmodell zu evaluieren.
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Nach Abschluss dieser Vorphase implantierten wir in der zweiten Phase die mit
Wachstumsfaktoren beladenen Osmosepumpen zum evaluierten Zeitpunkt aus Phase 1. Zur
Beurteilung der unterschiedlichen Wachstumsfaktoren unterteilten wir die Versuchsreihen in

vier Gruppen (Kontrolle, b - FGF, G - CSF, Kombination).

Ergebnisse:

Die Ergebnisse der Phase 1 =zeigten, dass am Rattenmodell eine chronische
Supraspinatusruptur generiert werden kann. Dabei eignete sich das Intervall von 3 Wochen
am besten, da im weiteren Zeitverlauf die Degeneration der Sehne samt Defektdeckung durch
Narbengewebe zunahm. Im Gegensatz zum humanen Muskel kam es zu einer ausgepragteren
chronischen Entziindungsreaktion ohne bindegewebige Defektdeckung und wesentliche
fettige Infiltration.

Die groBten Unterschiede zum Menschen bestanden in der raschen Selbstheilungstendenz des
Rattengewebes durch hypertrophes Narbengewebe und in der geringeren fettigen Infiltration.
Jedoch waren Sehnendegeneration, Entziindungszeichen und Atrophie von Muskel und Sehne
mit denen des Menschen bei chronischer Rotatorenmanschettenlidsion durchaus vergleichbar.
In Phase II ergab sich ein signifikant verbessertes Remodelling der Sehne (Summenwert des
MOVIN - Scores) bei kontinuierlicher Applikation der einzelnen Wachstumsfaktoren (b -
FGF, G - CSF) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei zeigte sich insbesondere die positive
Wirkung beider Wachstumsfaktoren in Beeinflussung der Faserstruktur und - anordnung.
Anhand des Summenwertes des MOVIN - Scores ergab sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den einzelnen Wachstumsfaktoren und der Kontroll - / Mix - Gruppe.

Zwischen b - FGF und G - CSF, sowie zwischen der Kontrolle und dem Mix, lie3 sich

hingegen kein signifikanter Unterschied festmachen.

Unsere Studie zeigt, dass die kontinuierliche Applikation einzelner Wachstumsfaktoren (G -
CSF, b - FGF) eine signifikante Verbesserung des Remodellings der Sehnenheilung in der

H. E. - Fiarbung bei chronischen Rotatorenmanschettenldsionen erzielen kann. Ein positives
Zusammenwirken verschiedener Wachstumsfaktoren mit additiver Wirkung lie} sich nicht
nachweisen.

Die Kombination der Wachstumsfaktoren bot keinen signifikanten Unterschied zur
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Kontrollgruppe. Der zu erwartende Effekt einer synergistischen Wirkung der Mix - Gruppe,
in Hinblick auf die positiven Effekte von b - FGF und G - CSF im Einzelnen, stellte sich
nicht ein.

Das Ausbleiben des verbesserten Remodellings bei der Kombination von b - FGF und G -
CSF, welches sich in unserer zweiten Phase zeigte, kann nicht verbindlich erklédrt werden.

Eine mogliche Interaktion beider Wachstumsfaktoren bote eine Erklarung.

Fazit:

Eine Simulation der chronischen Rotatorenmanschettenldsion im Rattenmodell, sowie deren
positive Beeinflussung via Wachstumsfaktorenapplikation, ist anhand der Ergebnisse
moglich.

Die postoperative Augmentation der Supraspinatusruptur mit Wachstumsfaktoren, in Form
von osmotischer Freigabe, stellt eine Moglichkeit fiir ein verbessertes Outcome nach
Rotatorenmanschettenrekonstruktion dar.

Die Hypothese, dass bei einer simulierten chronischen Rotatorenmanschettenruptur eine
kontinuierliche Applikation einzelner Wachstumsfaktoren (b - FGF, G - CSF) eine
verbesserte Sehneneinheilung bewirkt, konnte bestétigt werden.

So zeigt sich, dass b - FGF und G - CSF in der alleinigen Applikation eine verbesserte
Sehnenheilung der chronischen Supraspinatusruptur im Rattenmodell bewirken. Eine positive
Wirkung der genannten Wachstumsfaktoren in Kombination konnte jedoch nicht bestétigt
werden. Es zeigte sich keine signifikante Verbesserung im Vergleich mit der Kontrollgruppe.
Zwar fiel die erhoffte Zunahme der Vaskularisierung gering und ohne Signifikanz aus, jedoch
bekriftigten signifikante Verbesserungen von Faserstruktur und - anordnung die Hypothese,
dass b - FGF und G - CSF das postoperative Outcome positiv beeinflussen. Hervorzuheben
bleibt, dass Gewebereaktionen, interstitielle Fliissigkeit, sowie im Besonderen die
Dislokationstendenz der Pumpen, die Ergebnisse der Phase II beeinflussten.

In der Zukunft werden zusétzliche in - vivo - Untersuchungen erforderlich sein, um die
Invasivitit des Verfahrens und die Dislokationstendenz der Pumpen zu reduzieren.

Dabei sollte das Augenmerk auch auf eine biomechanische Austestung erster histologischer
Erfolge, sowie eine Verwendung weiterer Applikationsarten und vaskularisierungsfordernder

Wachstumsfaktoren (z. B. VEGF) gerichtet werden, um die Erkenntnisse {iber

82



Rotatorenmanschettenldsionen und deren positiver Beeinflussung durch Wachstumsfaktoren

zu vertiefen.

7. Ausblick

Die Ergebnisse unserer Arbeit zeigen, dass das Rattenmodell die Moglichkeit bietet,
bestimmte Aspekte einer chronischen Rotatorenmanschettenldsion beim dlteren Menschen zu
simulieren. Darauf aufbauend, dass Wachstumsfaktoren einen positiven Einfluss auf das
postoperative Sehnenremodelling nach Rotatorenmanschettenldsionen besitzen, stellt unser
Rattenmodell eine Grundlage fiir weitere Forschungen dar.

Mittels weiterer immunhistologischer Untersuchungen sollten hierzu weitere Erkenntnisse
angestrebt werden. Insbesondere Angiogenese und Kollagenstruktur, sowie Dosisanpassung
und Kombination anderer Wachstumsfaktoren sollten dabei im Vordergrund stehen.

Des Weiteren sind die biomechanischen Eigenschaften der verbesserten Sehnen - und
Muskelbefunde ein weiterer wichtiger Faktor, den es kiinftig zu untersuchen gilt.

Da eine einzelne Applikation von Wachstumsfaktoren bereits eine verbesserte Sehnenheilung
erzielen kann, wire eine Weiterentwicklung besserer und praktikabler Applikationsformen,
wie z. B. Gele oder Wachstumsfaktorengeriiste anzustreben, da langfristig eine
Pumpenimplantation im klinischen Alltag keinen Bestand haben wird.

Soll ein alternatives Biologica - Gerlist etabliert werden, muss es Voraussetzungen wie
geringe Fremdkorperreaktion, problemlose Handhabung im klinischen Alltag und Effizienz
erfiillen.

Eine zweite Studie der Arbeitsgruppe nahm sich dessen bereits an und untersuchte die
Heilungsantwort der Supraspinatussehne, indem Wachstumsfaktoren in Phospholipidgele

inkorporiert wurden.22

Neben der optimalen chirurgischen Fixierung des Rotatorenmanschettendefektes, wird die
postoperative Nachbehandlung stets eine tragende Rolle besitzen, um langfristig ein
optimales postoperatives Ergebnis zu erzielen. Unter der Voraussetzung, dass diese sich nach
den Wundheilungsphasen richtet, kann so das Gewebe adidquat geschiitzt und gleichzeitig
funktionell belastet werden.

Dabei konnen durch eine angepasste Rehabilitation mit zeitgerechter Mobilisation, in
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Anbetracht der chronisch - degenerativen Lidsion des dlteren Patienten, die notwendigen
Reize fiir einen funktionellen Umbau des regenerierenden Supraspinatusgewebes gesetzt
werden. Gleichzeitig muss jedoch auch die externe Krafteinwirkung minimiert bleiben, um
ein Versagen der Rekonstruktion zu verhindern.

Inwieweit derartige Entwicklungen, besonders der Gebrauch von Biologica fiir die
Verbesserung der Sehnenheilung, relevant sind, werden kommende Studien zeigen.

Denn die Verringerung der Rerupturrate, insbesondere bei Patienten mit vermindertem
Heilungspotential, bleibt ein wichtiges Thema und Biologica stellen diesbeziiglich eine
attraktive Option dar.

Ob in der Zukunft Wachstumsfaktoren als komplexe therapeutische Targets eine wichtige
Rolle in der Schulterchirurgie darstellen werden, bleibt abzuwarten. Ohne Zweifel sind sie
bei wichtigen proliferativen und angiogenetischen Antworten auf Sehnenschddigungen
beteiligt und ihre Augmentation oder Hemmung besitzt therapeutisches Potential.

Somit hoffen wir, einen Beitrag zur Unterstiitzung etablierter Rotatorenmanschetten -

Rekonstruktionsverfahren und zu deren Outcome - Verbesserung leisten zu konnen.
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»hyalinization*: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich

,,total tendon score*: Movin - Score

,»total tendon score®: p - Werte der Wachstumsfaktoren im Vergleich
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