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Referat

Ziel dieser Arbeit war es, Muskelproben aus der Oberschenkelmuskulatur (Mm. vasti medialis
und lateralis) von Patienten mit wiederholter Kreuzbandruptur histochemisch zu untersuchen.
Fiir diese Untersuchung wurden 40 mannliche Patienten der Sportklinik Halle ausgewahlt. Die
Muskelproben wurden intraoperativ wahrend einer VKB-Rekonstruktion mit einem Quadriceps-
Sehnen-Transplantat gewonnen und im Muskellabor des Departments fiir Orthopadie, Unfall-
und Wiederherstellungschirurgie  Halle-Krollwitz  histochemisch  aufgearbeitet.  Zur
histochemischen Analyse wurden die HE-, mATPase pH 4,6-/9,4-, NADH-, PAS-, COX/SDH- und
van Gieson-Farbung genutzt. Die hergestellten Praparate wurden mithilfe des Mikroskops
Axioplan und des Programms AxioVision der Firma Zeiss GmbH untersucht. Die Ergebnisse
wurden mittels SPSS 25.0 (SPSS, IBM, Armonk, NY, USA) statistisch ausgewertet. Die Patienten
waren bei der ersten VKB-Ruptur durchschnittlich 23, bei der zweiten 27 Jahre alt. In 75% der
Falle ereigneten sich die Kreuzbandverletzungen wahrend einer sportlichen Aktivitat. Im
Durchschnitt beinhalteten die gewonnenen Muskelproben vorrangig Typ Il bzw. fast twitch
Fasern (M. vastus lateralis durchschnittlich 61-62%, M. vastus medialis 61-63% in den mATPase-
Farbungen) und wiesen in gréRBeren Anteilen einen glykolytischen Metabolismus
(durchschnittlich 54% bzw. 53% in der PAS-Farbung) auf. Die Gbrigen Muskelfasern arbeiteten
nachweislich oxidativ (M. vastus lateralis 43% in der NADH- und 42% in der COX/SDH-Farbung,
M. vastus medialis 46% in der NADH- und 44% in der COX/SDH-Farbung). Damit konnten keine
eindeutigen Unterschiede zu Literaturangaben nachgewiesen werden. Die zusatzlich
bestimmten Muskelfaserdurchmesser lagen im zu erwartenden Bereich zwischen 47 und 82 um,
dabei ergaben sich Hinweise auf eine selektive Hypotrophie der Typ Il Fasern. Die bestimmten
Bindegewebsanteile an den Muskelproben wiesen eine groRe Streuung (1-18%) auf, wobei fiir
den M. vastus lateralis und M. vastus medialis durchschnittlich 7% ermittelt wurden. In der
korrekten Bestimmung der Muskelfaserzusammensetzung ist die Biopsie der Goldstandard. Der
Vergleich mit der Gegenseite ist inhaltlich sinnvoll und indiziert, mittels Biopsie aber ethisch
nicht vertretbar. Deshalb bedarf es nicht-invasiver, validierter Assessments (z.B. EMG), um
dieses Erkenntnisdefizit zu beseitigen.

Liebhart, Sandra Janina: Ursachen der wiederholten Ruptur des vorderen Kreuzbandes —

Klinische Daten und histochemische Analyse des Musculus quadriceps, Halle (Saale), Univ., Med.
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1 Einleitung — Klinischer Hintergrund der Studie

1.1 Muskelfaserspektrum des Menschen

Das Muskelgewebe des Menschen wird in drei Arten unterschieden: quergestreifte
Skelettmuskulatur, quergestreifte Herzmuskulatur und glatte Muskulatur. Die Bezeichnung
»Querstreifung” beruht auf der licht- und elektronenmikroskopisch sichtbaren strengen
Anordnung von Aktin- und Myosinfilamenten, den kontraktilen Elementen. Aus funktioneller
Sichtweise ist hervorzuheben, dass lediglich die Skelettmuskulatur willklrlich gesteuert werden
kann, die Herzmuskulatur und die glatte Muskulatur, welche in den Wanden der Hohlorgane zu
finden ist, unterliegen dem autonomen Nervensystem (Aumdiiller, 2014). Im Folgenden soll die

Skelettmuskulatur im Mittelpunkt der Betrachtung stehen.

Die Muskelzellen bilden physiologisch Fibrillen aus parallel angeordneten Muskelfilamenten. In
der quergestreiften Muskulatur (Abb. 1) bilden die vielkernigen Riesenzellen Muskelfasern,
welche bis zu 20 cm lang werden kénnen und einen Durchmesser von ca. 50 bis 100 um besitzen.
Die kleinste Organisationseinheit, die fir die eigentliche Muskelkontraktion verantwortlich ist,
ist das Sarkomer. In diesem 2,5 bis 3 um langen Abschnitt findet man die regelmaRig
angeordneten Aktin- und Myosinfilamente, deren ATP-abhdngige zyklische Interaktion zur

Verkirzung der Muskelfaser fiihrt (Aumdiiller, 2014).

Sarkomer

Z-Linie A-Bande mit I-Bande mit
Myosin-Filamenten  Aktin-Filamenten

Abb. 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme der quergestreiften Skelettmuskulatur (Kiihnel
2008, S.167)

Das somatische Nervensystem ermoglicht die willkiirliche Aktivierung der Skelettmuskelfasern.
Ein efferenter motorischer Nerv, der sich terminal verzweigt und in mehreren motorischen

Endplatten endet, stimuliert die Muskulatur durch die Ausschiittung von Acetylcholin, welches



an nikotinergen Rezeptoren wirkt. Die Gesamtheit von motorischem Nerv und die durch diese
gesteuerten Muskelfasern bezeichnet man als motorische Einheit. Je nach Prazision, die von
einer Muskelgruppe verlangt wird, besteht die motorische Einheit entweder aus wenigen

einzelnen (Feinmotorik) oder bis zu tausend (Grobmotorik) Muskelfasern (Aumdiller, 2014).

Die Skelettmuskulatur des Menschen ist lokal unterschiedlich zusammengesetzt, was eine
Vielfalt von Bewegungen und Funktionen ermoglicht (Staron, 1997). Grundsatzlich ldsst sich eine
Einteilung in langsam (slow twitch bzw. Typ | Fasern) und schnell (fast twitch bzw. Typ Il Fasern)
kontrahierende Muskelfasern vornehmen, die auch morphologische Aspekte bericksichtigt
(Scott et al., 2001). So erscheinen erstere aufgrund ihres hohen Myoglobingehalts
makroskopisch rot und sind gut kapillarisiert. Sie arbeiten vorwiegend oxidativ und sind fir
ausdauernde Bewegungen sowie posturale Reaktionen von Bedeutung. Muskelfasern vom Typ |l
enthalten wegen ihres glykolytischen Metabolismus weniger Myoglobin und erscheinen
makroskopisch weilllich. Zu ihren Funktionen zédhlen die Ausfiihrung ballistischer Bewegungen
und das Erreichen hoher Kraftniveaus (Laube und Anders, 2009). Diese schnell kontrahierenden
Fasern werden beim Menschen zusatzlich in die Unterklassen llx, die schnell und
ermidungsanfillig (fast fatigue), und lla, welche schnell und ermidungsresistent (FR, fast
resistant) arbeiten, unterteilt (Pette und Staron, 1997; Pette et al., 1999). Letztere stellen
funktionell gesehen eine Intermedidrform zwischen den Typen | und lIx dar. Der menschliche
Muskelfasertyp lIx (auch als [ID bezeichnet) dhnelt dem Typ llb, der allerdings nur bei Nagetieren
zu finden ist, und wurde frilher daher mit diesem gleichgesetzt. Die korrekte Bezeichnung ist
heutzutage allerdings moglich und sollte aufgrund einiger morphologisch-funktioneller
Differenzen eingehalten werden (Pette, 2002). In der menschlichen Skelettmuskulatur finden
sich zusatzlich zu den aufgefiihrten reinen Muskelfasertypen auch Hybridformen, die sich aus
zwei oder mehr Isoformen zusammensetzen (Pette und Staron, 1990). Die wichtigsten

Eigenschaften der verschiedenen Muskelfasertypen sind in Tabelle 1 zusammengestellt.



Tab. 1: Eigenschaften der Muskelfasertypen des Menschen (nach Steinacker et al., 2002;

Laube und Anders, 2009)

strukturelle und Slow Twitch (ST) Fasern Fast Twitch (FT) Fasern
funktionelle Typ | Fasern Typ lla Fasern Typ lix Fasern
Eigenschaften
Kontraktionszeiten langsam (60-120 ms) schnell (20-65 ms)
MHC-Isoform I lla l1x
mATPase-Aktivitat gering relativ hoch sehr hoch
Entladungsrate 20-30/ s 70-90/ s 120-150/ s
Stoffwechsel aerob aerob-anaerob anaerob
oxidative Enzyme glykolytische
Enzyme
Myoglobingehalt hoch gering sehr gering
Kapillarisierung ausgepragt relativ gut gering
Ermidbarkeit niedrig mittel hoch

Zusatzlich zu genetischen Einfliissen auf die Muskelfaserkomposition ist eine gewisse Plastizitat
nachweisbar (Sciote et al., 2013). Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil der Typ | Fasern,
wohingegen der Anteil der Typ lIx Fasern sinkt. Die altersabhangige Atrophie lasst sich aber
durch regelmaRigen Ausdauersport verlangsamen (Gollnick et al., 1972; Melichna et al., 1990).
Man findet auch Hinweise, dass die prozentuale Verteilung bei gleichbleibender korperlicher
Belastung konstant bleibt (Bell et al., 1980). AuRerdem beeinflussen Hormone wie Thyroxin,
Cortisol, Testosteron, Wachstumshormon und der Insulin-like-Growth-Factor (IGF) die
Genexpression. Uberdies kénnen auch Verdnderungen des pH-Wertes sowie die verfiigbaren
Energiereserven den Stoffwechsel der Muskulatur verandern (Steinacker et al., 2002). Ebenso
fihren Abweichungen in der funktionellen Beanspruchung zur Adaptation des Gewebes. Ein
Beispiel dafiir ist die Forschung zur niederfrequenten Stimulation, bei der durch chronische
Stimulation mit  niedrigen  Aktionspotentialfrequenzen eine  Veranderung des
Muskelfaserspektrums von Typ Il zu Gberwiegend Typ | Fasern erfolgt (Martins et al., 2006).
Diese Beobachtung beruht auf der Tatsache, dass langsam kontrahierende Muskelfasern von
ihrem jeweiligen Motoneuron mit geringen Aktionspotentialfrequenzen erregt und zur
Kontraktion gebracht werden (Pette und Vrbova, 1992; Martins et al., 2006). Dadurch ergibt sich

eine weitere Variante zur funktionellen Unterscheidung der Muskelfasertypen. Alpha-



Motoneurone, die slow twitch Fasern ansteuern, haben eine Entladungsfrequenz von 20 bis 30
pro Sekunde (Tab. 1). Fiir FT Fasern wurden hingegen Werte im Bereich von 70 bis 90 pro
Sekunde fir den Typ lla und 120 bis 150 pro Sekunde fiir den Typ lIx ermittelt. Diese Daten
zeigen auf, dass ST Fasern eine niedrigere Aktivierungsschwelle als FT Fasern haben (Laube und

Anders, 2009; Kupa et al., 1995; Wakeling und Syme, 2002).

Einen groRen Effekt auf die Muskelfaserkomposition hat das kdrperliche Training. Grundsatzlich
fihrt Ausdauertraining zu einer prozentualen Zunahme der ermidungsresistenten, langsam
kontrahierenden Muskulatur. Dahingegen flihren Kraft- und Schnelligkeitstraining insbesondere
zu einem hoéheren Anteil an Typ lla Fasern (Andersen et al., 1994). Letzteres basiert jedoch vor
allem auf einer Verschiebung des Spektrums innerhalb der schnell kontrahierenden Fasern,
sodass zeitgleich eine Abnahme von Typ lIx Fasern nachgewiesen werden kann (Hakkinen et al.,
1998). Die sogenannte schnell-zu-langsam-Transformation — also sowohl die Umwandlung von
Typ Il in Typ |, als auch von Typ lIx in Typ lla Fasern — ist in der Literatur beschrieben worden
(Steinacker et al., 2002). Ebenso konnte die Umwandlung von langsamen in schnelle
Muskelfasern nachgewiesen werden (Steinacker et al., 2002). Dies geschah beispielsweise durch
ein kombiniertes Krafttraining der Arme mit maximalen Kontraktionen, ballistischen
Bewegungen und Dehnungs-Verkirzungszyklen. Alle Veranderungen der
Muskelfaserkomposition traten erst nach lang anhaltender bzw. wiederholter Belastung auf

(Steinacker et al., 2002).

Speziell auf die Muskulatur des menschlichen Oberschenkels bezogen, ist ein Uberwiegen der
slow twitch Muskulatur beim durchschnittlich aktiven Menschen aufgrund von Halte- und
Stutzfunktionen nachvollziehbar. Fiir den M. quadriceps femoris betragt der Anteil ca. 60% Typ
I, 25% Typ lla und 15% Typ lIx. Fir den antagonistisch arbeitenden M. biceps femoris liegen
folgende Werte vor: ca. 75% Typ |, 10% Typ lla und 15% Typ lIx Fasern (Tirrell et al., 2012). Eine
andere Untersuchung (Staron et al., 2000) verglich die Zusammensetzung des M. vastus lateralis
von 55 Frauen und 95 Mannern, die freiwillig einer Biopsie zustimmten. Dabei zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Geschlechtern. Im Mittel bestanden die Proben zu 41%
aus Typ |, 31% Typ lla und 20% Typ lIx Fasern. Die einzige gravierende Differenz ergab die
Bestimmung der FasergroRe. Bei den Mannern hatten die Typ lla-Fasern, bei Frauen die Typ I-
Fasern den groRten Durchmesser (Loughlin, 1993; Staron et al., 2000). So fihrte stetiges
Training, vor allem im Bereich der Kraft und Kraftausdauer, bei Mannern zu einer selektiven
Hypertrophie der Typ Il Muskulatur, wohingegen Frauen eine gleichmaRige Hypertrophie aller

Muskelfasertypen erzielten (Bell und Jacobs, 1990).



Der Einfluss von spezifischem Training auf die Zusammensetzung der Oberschenkelmuskulatur
wurde in zahlreichen Studien durch den Nachweis von MHC-Isoformen untersucht (Beck et al.,
2007; Beck et al., 2009). Untersuchungen an jugendlichen (11 bis 15 Jahre) FuRballspielern
zeigten beispielsweise, dass bereits in diesem Alter hohere Kumulativtrainingszeiten signifikante
Differenzen in der Muskelfaserdekomposition herbeifiihren. Dies spiegelt sich vor allem in der
Zunahme der Kraft-Ausdauer-spezifischen Typ lla Fasern wider. Damit verknipft sind folglich
héhere Kraftniveaus und eine hhere anaerobe Schwelle (Metaxas et al., 2014). Sogar innerhalb
einer Saison konnten bei professionellen Eishockeyspielern &hnliche Verdnderungen
nachgewiesen werden. Bei einem konstanten Anteil von Typ | Fasern wurde eine deutliche
prozentuale Vermehrung der Typ lla zuungunsten der lIx Fasern nachgewiesen. Dies ist
vermutlich aufgrund der geringeren Ermidbarkeit der Ila Fasern erklarbar, die fiir eine
andauernde Ausdauerbelastung wahrend der Saison besser geeignet sind (Green et al., 1979).
Eine andere Untersuchung zeigt, dass sportlich inaktive Menschen einen Typ Il Anteil von ca.
44% haben, was zwischen den Werten von Ausdauer- und Kraftsportlern liegt (Bagley et al.,

2016).

Um die Morphometrie der Muskelfaserzusammensetzung moglichst genau zu beschreiben, ist
es notwendig, sowohl die prozentualen Anteile der Muskelfasertypen, als auch den jeweiligen

Faserdurchmesser differenziert zu betrachten.

In Tabelle 2 liefert einen Uberblick iiber die Zusammensetzung der Oberschenkelmuskulatur.
Dabei wiesen die genannten Autoren darauf hin, dass die Entnahmestelle moglichst identisch
sein sollte, um vergleichbare Werte zu erzielen, da sich oberflachliche und tiefe Muskelanteile

erheblich unterscheiden kénnen (Johnson et al., 1973).



Tab. 2: Prozentuale Muskelfaserzusammensetzung ausgewahlter Oberschenkelmuskeln
(Johnson et al., 1973; Staron et al., 2000; Tirell et al., 2012).

Muskel Typ | Fasern Typ lla Fasern Typ lIx Fasern
[%] [%] [%]

M. quadriceps femoris 60 25 15

(Tirrell et al., 2012)

M. vastus lateralis 43 34 23

(Staron et al., 2000)

M. vastus lateralis, oberflachlich 38 62

(Johnson et al., 1973)

M. vastus lateralis, tief 47 53

(Johnson et al., 1973)

M. vastus medialis, oberflachlich 44 56

(Johnson et al., 1973)

M. vastus medialis, tief 62 38

(Johnson et al., 1973)

Von einer Pradominanz eines Typs wiirde man sprechen, wenn in einem Muskel mehr als 55%

Typ | oder mehr als 80% Typ Il Fasern vorliegen (Loughlin, 1993).

Der Faserdurchmesser ist neben den oben genannten geschlechtsspezifischen Besonderheiten
auch vom Alter und der korperlichen Belastung abhangig. Im Laufe der Kindheit und Pubertat
nimmt der Durchmesser stetig zu, bis er in der Adoleszenz ein Plateau erreicht und mit
zunehmendem Alter wieder geringer wird. So wurden bei Neugeborenen Werte zwischen acht
und 16 um, bei Sechsjahrigen durchschnittlich 33 um und im Erwachsenenalter im Bereich von

45 bis 60 pm gemessen (Bell und Conen, 1967) (Durchschnittswerte erwachsener Manner vgl.

Tab 3).

Tab. 3: Muskelfaserdurchmesser ausgewahlter Oberschenkelmuskeln (Loughlin, 1993)

tief

Muskel Typ | Durchmesser Range Typ Il Durchmesser Range
(Mittelwert) [um] (Mittelwert) [um]

M. vastus lateralis, 40-87 (63) 48-78 (63)

oberflachlich

M. vastus lateralis, 44-85 (64) 58-70 (64)

tief

M. vastus medialis, 50-73 (62) 55-74 (65)

oberflachlich

M. vastus medialis, 47-77 (62) 50-81 (66)




1.2 Histochemische Differenzierung der Muskelfasertypen

Zur histochemischen Aufarbeitung ist nach der Entnahme einer Muskelbiopsie gegebenenfalls
eine adaquate Fixierung (Formalinldsung) notwendig. Die fixierten Praparate kdnnen entweder
in einen Paraffinblock gegossen und mithilfe eines Mikrotoms in 5 um dicke Scheiben
geschnitten werden. Andernfalls folgt im Anschluss an die Biopsierung bei nicht zu fixierenden
Praparaten ein gekihlter und verzogerungsfreier Transport in das Labor, wo aus dem Gewebe
entweder direkt (z.B. im Rahmen der intraoperativen Schnellschnittdiagnostik) oder nach
Lagerung bei -80°C mithilfe eines Kryostaten fiinf bis sieben um dicke Gefrierschnitte gefertigt
werden (Riede, 2004). Diese werden luftgetrocknet, gefarbt und ggf. zur dauerhaften

Aufbewahrung fixiert.

AnschlieBend wird in den meisten Fallen eine Routine-HE-Farbung durchgefiihrt, welche dem
Untersucher einen Uberblick tiber das Priparat verschaffen soll. Die wichtigsten Strukturen,
Atrophien, Hypo- oder Hypertrophien, entziindliche Infiltrate und Umbauprozesse des Gewebes
konnen schnell sichtbar gemacht werden. In der HE (Hdmatoxylin-Eosin)-Farbung stellen sich die
basophilen Zellkerne blau und das acidophile Zytoplasma rot dar. Eine weitere Standardfarbung
nach van Gieson ermdglicht die Differenzierung von Zellkernen, Zytoplasma einschlief8lich der

Muskulatur (gelb) und Kollagenfasern (rot) (Lillmann-Rauch und Asan, 2015).

Die PAS-Farbung, welche zur gezielten Lokalisation von Polysacchariden (z.B. Glykogen),
Glykoproteinen und -lipiden sowie Muzinen im Praparat dient, beruht auf dem Vorhandensein
von zahlreichen Kohlenhydratgruppen mit 1,2-Glykolgruppen (-HCOH-HCOH-) in diesen
Makromolekiilen. Durch Oxydierung der OH-Gruppen in Aldehyde, reagieren sie mit dem Schiff-
Reagenz und erzeugen eine purpurrote Farbung. Die Enzymhistochemie hingegen macht das
Vorhandensein von unterschiedlichen Enzymen mikroskopisch sichtbar. Prinzipiell werden die
Gewebeschnitte dazu mit einem fir das Enzym spezifischen Substrat unter exakt definierten
Bedingungen (u.a. pH-Wert, lonenkonzentration) inkubiert. Das entstehende Reaktionsprodukt
wird am Ort der Enzymaktivitdt in eine unlosliche, farbige Verbindung lberfiihrt. Beispiele fir
diese Methode sind die Anfarbungen der Enzyme (NADH), myofibrillare ATPase (u.a. bei den pH-
Werten 4,6 und 9,4), Succinat-Dehydrogenase (SDH) und Cyclooxygenase (COX). Die genannten
Farbemethoden sind bereits seit Beginn des 20. Jahrhunderts bekannt. (Lillmann-Rauch und

Asan, 2015).

Eine sehr exakte Differenzierung der Muskelfaser-lsotypen kann durch die Analyse des
Vorliegens unterschiedlicher, schwerer Myosinketten (MHC, myosin heavy chain) erfolgen. Die

Einteilung dieser beruht auf der jeweiligen MHC-Isoform MHC |, lla oder lIx. Dies kann einerseits



durch  eine  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese  (SDS-PAGE) mit
anschlieRender Silberfarbung erfolgen, bei der einzelne Muskelfasern nach Vorinkubation unter
definierten Bedingungen so aufgearbeitet werden, dass die MHC-Isotypen aufgetrennt werden
konnen (Pette, 2002; Miller et al., 2010). Andererseits ist eine immunohistochemische
Differenzierung moglich. Bei dieser Methode werden Gefrierschnitte luftgetrocknet und
anschlieBRend mit Pufferlésung und monoklonalen Antikérpern gegen die MHC-Isoformen
inkubiert. Die Antikdrper binden spezifisch, wodurch eine Abgrenzung der Muskelfasertypen am

Mikroskop erfolgen kann (Metaxas et al., 2014).

Funktionell unterscheiden sich die Muskelfasertypen bzw. ihre jeweiligen MHC-Typen durch das
Vorhandensein verschiedener Isozyme der myofibrillairen ATPase (mATPase). Die Funktion der
ATPase besteht in der Hydrolyse des Myosin-gebundenen Adenosintriphosphats im
Querbrickenzyklus. Durch diesen Schritt wird die Verklrzung des Sarkomers, der kleinsten
Funktionseinheit eines jeden Skelettmuskels, eingeleitet. Makroskopisch auRert sich dies als
Muskelkontraktion. Folglich bestimmt die Aktivitat dieses Enzyms die Geschwindigkeit der
Kontraktion (Scott et al., 2001). Moderne Labortechniken erlauben die Einteilung in bis zu sieben
verschiedene Muskelfasertypen anhand der vorliegenden mATPase-Isoform, wobei die
Unterteilung in die oben genannten drei Grundtypen |, lla und lIx fir die menschliche

Muskulatur entscheidend ist (Scott et al., 2001).



1.3 Ruptur des vorderen Kreuzbandes

1.3.1 Anatomie des Kniegelenks

Das Kniegelenk ist ein Scharniergelenk mit zusatzlicher Gleitachse und erlaubt in der
Beugestellung auRerdem eine Drehbewegung, weshalb es auch als Dreh-Scharnier-Gelenk
(Trochoginglymus) bezeichnet wird. Als Richtwerte fiir die BewegungsausmalRe des Gelenks
kénnen 10° flr die Extension, 140° fiir die aktive bzw. 160° fiir die passive Flexion, sowie 40° fir
die AuRen- und 10° fir die Innenrotation (jeweils in leichter Beugung) angenommen werden

(Miiller, 2016).

Die intraartikular gelegenen Menisken gleichen die Inkongruenzen der Gelenkflachen von
Femurkondylen und Tibiaplateau aus. Der laterale Meniskus ist kreisformig, der mediale
halbmondférmig und am medialen Seitenband fixiert. Bei Affektionen der Menisken kann ein
Schmerz durch die Kompression des Gelenkspalts provoziert werden. Dazu eignen sich z.B. die
klinischen Meniskus-Zeichen nach Steinmann (I/1l), Bohler und Payr. Die Kollateral- oder
Seitenbander stabilisieren das Kniegelenk in der Frontalebene, indem sie bei intaktem Zustand
die mediale (Lig. collaterale tibiale) und laterale (Lig. collaterale fibulare) Aufklappbarkeit
verhindern. Dementsprechend werden sie durch die Ausibung von Valgus- bzw. Varus-Stress
klinisch getestet. Die beiden Kreuzbander sorgen fiir eine Stabilisation in der Sagittalebene

(Niethard et al., 2014).



1.3.2 Verletzungsmechanismus und Diagnostik

Jedes Jahr treten allein in Deutschland mehr als 25.000 Kreuzbandrupturen auf (Inzidenz
32/100.000 Einwohner pro Jahr), wobei am haufigsten das VKB betroffen ist (Niethard et al.,
2014). Als klassischer Verletzungsmechanismus gilt das Rotationtrauma in Kombination mit
einer Valgusbelastung. Ebenso kénnen Abduktions-, Adduktions- und Luxationsverletzungen
ursachlich fur eine Schadigung des Bandes sein. Pradisponierend sind demnach Sportarten wie
Skifahren und Kontaktsportarten (z.B. FuBball und Handball). Sowohl in der Akutsituation als
auch bei nicht-therapierter chronischer Verletzung kann der Patient unter einer schmerzhaften
Bewegungseinschrankung, Weichteilschwellung und einem Instabilitatsgefiihl (,Giving-way-
Symptomatik”) leiden. Des Weiteren ist neben der Anamnese die klinische Untersuchung
unbedingt notwendig. In dieser kdnnen neben einem Erguss bzw. Hamarthros vor allem die
Schubladenphdnomene festgestellt werden. Dafir wird in 60° bis 90°-Beugestellung (bzw. in
20°-Beugestellung als Lachmann-Test) durch Zug am Unterschenkel nach ventral versucht, eine
vordere Schublade bei Ruptur des VKB auszulésen. Fir die Untersuchung auf eine HKB-
Verletzung wird dementsprechend durch Druck auf den Unterschenkel nach dorsal auf eine
hintere Schublade geachtet. Als pathologisch wird eine Verschieblichkeit um drei bis funf
Millimeter angesehen. Besonders ausgepragt ist diese bei einer Mitverletzung der Seitenbander
(z.B. im Rahmen der ,,Unhappy Triad“). AuBerdem kénnen bei einer VKB-Ruptur der Pivot-Shift-
Test positiv sein und eine Rotationsinstabilitdit bestehen. Neben diesen Methoden der
korperlichen Untersuchung sollte das Kniegelenk in mindestens zwei Ebenen gerdntgt werden,
um eine Beteiligung des knochernen Apparates auszuschlieRRen. Eine
Magnetresonanztomographie kann zur bildmorphologischen Darstellung der Bandaffektion und
moglicher Begleitverletzungen dienen. Die Punktion des Kniegelenks stellt zum einen eine
Entlastung dar, zum anderen lassen Blut und Fettaugen im Punktat auf mogliche Mikrolasionen
von Knorpel und Knochen schlieRen. In der Arthroskopie kénnen bei uneindeutiger nicht-
invasiver Diagnostik Band-, Knorpel- und Kapsel-Strukturen beurteilt und bei Bedarf direkt

operativ versorgt werden (Niethard et al., 2014; Mdiller, 2016).
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1.3.3 Konservative Therapie

Allgemeine MaRnahmen nach einer traumatischen VKB-Verletzung betreffen die Schonung und
Hochlagerung der Extremitdt, lokale Kiihlung, Analgesie bei Bedarf und eine
Thromboseprophylaxe. Sollte der Patient keine Instabilitdt verspliren und nur minimale
Schubladenphdanomene oder kein Pivot-Shift ausgelost werden konnen, besteht die Moglichkeit
einer konservativen Therapie. Dieser Ansatz sollte bei Vorliegen einer isolierten
Kreuzbandverletzung, eines geringen sportlichen Aktivitatsniveaus bzw. wenig kniebelastender
Sportarten sowie eines hohen Alters oder einer vorbestehenden Arthrose praferiert werden.
Haufig entsteht im Laufe der Zeit eine narbige Verwachsung des vorderen auf das hintere
Kreuzband (Lambda-Lasion). Die dabei entstehende partielle Stabilitdit ist fir die

Alltagsbelastung vieler Patienten ausreichend (Niethard et al., 2014).

Neben den genannten Basismallnahmen ist eine intensive Kraftigung der Beuge- und
Streckmuskulatur vordergriindig. Dabei sollte die ,,geschlossene Kette” eingehalten werden, um
das Kreuzband nicht weiter zu schadigen. Die Patienten werden zu schmerzadaptierter
Belastung motiviert, diirfen friihzeitig normal gehen, Rad fahren und in der Kraulbewegung
schwimmen. Eine Immobilisierung durch Gipsverbande oder fixierende Orthesen ist bei
isolierten VKB-Rupturen nicht zu empfehlen. Lediglich bei zusatzlicher Seitenbandinstabilitat
bietet sich der tempordre Einsatz einer funktionellen Orthese an. Besondere Risiken der
konservativen Therapie sind bleibende oder zunehmende Instabilititen, Knorpel- oder
Meniskusschaden sowie Bewegungseinschrankungen und Blockaden durch Fehlbelastungen

(Lobenhoffer, 2014).
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1.3.4 Operative Therapie

Bei komplexen Bandverletzungen, erheblichem Instabilitatsgefiihl und bei sportlich aktiven

Patienten ist eine Operation indiziert (Mller, 2016).

Diese kann bei frischen Bandverletzungen innerhalb der ersten 48 Stunden, bei
schwerwiegenden Dislokationen und osteochondralen Frakturen akut, sowie nach Abklingen
der Inflammationsphase stattfinden. Im letzten Fall sollte das Kniegelenk zum Zeitpunkt der OP

aktiv frei streckbar und weitgehend beugbar sein.

Bei der isolierten Erstverletzung des VKB empfiehlt die S1-Leitlinie (2014) einen autologen
Kreuzbandersatz mit einem freien mehrstrangigen Sehnentransplantat aus der Pes-anserinus-
Gruppe, wozu die Semitendinosus- und Gracilis-Sehne zahlen. Friiher wurden diese Sehnen nur
zweifach gefaltet und vernaht. Aktuell werden die Sehnen vierfach gefaltet und stabil vernaht.
Die OP sollte in arthroskopischer Technik erfolgen. Wenn zusatzlich der AuBen- oder
Innenbandkomplex betroffen ist, konnen diese entweder konservativ-funktionell therapiert
oder ebenfalls mit einem autologen Transplantat versorgt werden. Als Alternativen — je nach
Patientenwunsch oder im Falle einer Re-Ruptur — stehen des Weiteren als Grundlage fiir ein
freies Transplantat das Ligamentum patellae und die Sehne des M. quadriceps femoris zu
Verflgung. In seltenen Fallen kann akut eine transossdre Naht oder aber ein allogenes

Bindegewebetransplantat zur Rekonstruktion genutzt werden (Lobenhoffer, 2014).

Fir die Operation wird der Patient auf dem Riicken liegend gelagert, beide Knie sind rechtwinklig
gebeugt. Am zu operierenden Bein wird eine Blutsperre mit entsprechender Polsterung
angebracht, die fir bis zu zwei Stunden verbleibt. AnschlieRend wird das Bein im Beinhalter
gelagert und das OP-Gebiet mehrfach desinfiziert und steril abgedeckt. Fiir die Entnahme einer
Sehne des Musculus semitendinosus bzw. gracilis wird die ca. 3 cm lange Entnahmestelle im
Bereich des Pes anserinus prapariert. Uber diesen Zugang wird die Sehne mithilfe eines
Sehnenstrippers entfernt, um anschlieRend als Transplantat aufgearbeitet zu werden. Daflr
wird dieses Autograft vierfach Ubereinandergelegt und die Teilabschnitte stabil vernaht. Soll
eine Patella- oder Quadriceps-Sehne genutzt werden, erfolgt ein ca. acht bis zehn Zentimeter
langer Hautschnitt oberhalb dieser. Sie werden offen chirurgisch, ggf. unter Mitnahme von
Knochen-Blocken entnommen und ebenfalls aufgearbeitet. Letztendlich werden die
Transplantate an beiden Enden mit Polyesterfaden versehen. Um dieses unter arthroskopischer
Sicht einzusetzen, fertigt der Operateur einen tibialen und einen femoralen Bohrkanal, die den
spateren Verlauf der Kreuzbandplastik definieren (Abb. 2). Nach dem Einziehen des

Transplantats kénnen die Knochenblécke entweder in , pressfit“-Technik verbolzt oder mittels
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Interferenzschrauben fixiert werden (Bruch und Trentz, 2008). Es besteht auRerdem die
Moglichkeit, spezielle Fixationsimplantate (RIGIDFIX®, TransFix®, TightRope®) zur Befestigung
der Sehnentransplantate zu nutzen, um metallische Fremdk&rper im Kniegelenksbereich zu

vermeiden (Miller, 2016).

Bohrkanal

Interferenz-
schraube

Abb. 2: Schema der Kreuzbandersatzplastik (Mller, 2016, S. 216)

Mehrere Studien (Pinczewski et al. 2007; Geib et al. 2009; Macaulay et al., 2012) beschreiben,
dass die oben genannten Grafts bei entsprechender Expertise des Operateurs gleichwertige
funktionelle Ergebnisse erzielen kénnen. Auch der Vergleich von Transplantaten mit oder ohne
Knochen-Blocken (,bone-tendon-bone”), wie sie bei der Patellar- und Quadriceps-Sehne
moglich sind, zeigte keine signifikanten Unterschiede in der Belastungsstabilitat. Allerdings
ermoglicht die Quadriceps-Sehne eine Rekonstruktion, die dem anatomischen Verlauf des VKB
besser entspricht. Patienten, die ein solches Transplantat erhalten, haben im Vergleich zu
denen, die mit einer Patellar-Sehne versorgt werden, weniger postoperative Schmerzen.
AuRerdem stellten die Autoren die Einzelbindel (Single-Bundle)- und die Doppelbiindel
(Double-Bundle)-Technik gegeniiber, wobei erstere jeweils einen und letztere jeweils zwei
Bohrkanile in Tibia und Femur zur Verankerung des Transplantats nutzen. Auch hier erwies sich
keine Technik als eindeutig besser, die Quadriceps-Sehne ldsst sich aber auch hier den
anatomischen Gegebenheiten besser anpassen (Pinczewski et al., 2007; Geib et al., 2009). In
Kadaverstudien zeigte die Doppelbilindel-Technik eine &dhnliche anterior-posteriore
Stabilisierung des Kniegelenks im Vergleich zur Einzelbiindel-Technik, Gbertrifft diese aber in der
Rotationsstabilitat. Fiir eine klare Empfehlung fehlen jedoch suffiziente Langzeitkontrollen

(Macaulay et al., 2012).

Direkt postoperativ sollte das Kniegelenk geschont, hoch gelagert und gekiihlt werden.

AnschlieBend ist der friihzeitige Beginn einer intensiven Bewegungstherapie wichtig, um
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Muskelatrophie, Bewegungseinschrankungen und Fehlbelastungen vorzubeugen. Eine
Thromboseprophylaxe wird flr die Zeit, in der das operierte Bein nicht vollstiandig belastet
werden kann, verordnet. Komplikationen der operativen Kreuzbandversorgung kénnen
Nachblutungen, Infektionen, Fremdkorperreaktionen, Arthrosen und Fibrosen, Schaden an
umgebenden Weichteilstrukturen und Rupturen des Transplantats sein (Lobenhoffer, 2014). In
Hinblick auf die zuletzt genannte Komplikation, wurden die drei verschiedenen Grafts
(Semitendinosus-, Patella- und Quadriceps-Sehne) in Studien hinsichtlich ihrer Ruptur-Rate
verglichen. Dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen ihnen festgestellt werden.
Als Haufigkeit eines Transplantatschadens wurden, abhangig von der Nachbeobachtungszeit,
Werte zwischen 6 und 13% ermittelt. Kreuzbandrisse wurden in 2% aller Falle auch am nicht-
operierten Bein beschrieben. Dieser Wert liegt Gber dem der gesunden Normalbevolkerung
(ca. 1,6%). Das Risiko einer Transplantat-Ruptur ist im ersten postoperativen Jahr am hdchsten

(Macaulay et al., 2012).
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1.3.5 Nachsorge und Rehabilitation

An eine Rekonstruktion des VKB schliefSt sich nach der direkt postoperativen Phase eine
intensive physiotherapeutische Betreuung an. Neben der anfanglichen manuellen
Lymphdrainage, die eine starke Schwellung des OP-Gebietes verhindern soll, stehen der Aufbau
der stabilisierenden Oberschenkelmuskulatur und Koordinationstraining im Vordergrund. Die
Therapie betragt im Durchschnitt acht bis zwolf Wochen. Friihzeitig wird mit Schwimmen und
Radfahren begonnen. Nach friihestens sechs Monaten kann die Wiederaufnahme anderer
Sportarten erfolgen. Der Einsatz stabilisierender Orthesen wird kontrovers diskutiert. Je nach
Zentrum werden sie gar nicht oder lediglich bis zu zwei Monate verwendet. Die
Bewegungsumfiange werden dabei schrittweise erhdht, um das korrekte Anwachsen des
Transplantats zu sichern. Sollte das Rekonstruktions-Graft mithilfe von Schrauben im Knochen
verankert worden sein, so missen diese nicht entfernt werden, wenn sie keine Beschwerden

bereiten (Lobenhoffer, 2014).
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1.4 Muskuldre Besonderheiten bei Patienten mit VKB-Ruptur

Ein Kreuzbandriss und dessen Rekonstruktion haben nicht nur direkte Auswirkungen auf den
Band-, Knorpel- und Kapselapparat des Kniegelenks, sondern auch auf die umgebende
Muskulatur. Pamukoff et al. verglichen eine Stichprobe von 20 Patienten, die vor ca. zwei Jahren
ein VKB-Transplantat erhielten, mit einer gesunden Kontrollgruppe. Nach dieser Zeit wiesen die
Kreuzband-Patienten signifikante Defizite in der maximalen Kraftentwicklung und EMG-Aktivitat
des M. quadriceps femoris auf. Gleichzeitig konnte bei ihnen eine hohere Ko-Aktivierung der
ischiokruralen Muskulatur wahrend der durchgefiihrten isometrischen Kontraktion festgestellt

werden, was als Kompensationszeichen zu werten ist (Pamukoff et al., 2017).

Kuenze et al. (2015b) untersuchten die neuromuskuldre Ansteuerung und kortiko-motorische
Vernetzung. Diese zeigten deutliche Asymmetrien der operierten im Vergleich zur gesunden
Extremitat. Eine Minderung der Muskelkraft, Erregbarkeit und der suffizienten Verbindung zur
motorischen GroBhirnrinde konnten festgestellt werden. Durch diese Pathologie stieg auch das
Risiko flir wiederholte Bandverletzungen, da die Propriozeption und Reaktionsfahigkeit

beeintrachtigt wurde.

Verschiedene Arbeitsgruppen untersuchten die abnormalen Bewegungsabldufe, die aufgrund
der unphysiologischen nervalen Muskelaktivierung entstehen (Kuenze et al., 2015a). Dazu
wurden Bewegungen mit Hochgeschwindigkeitskameras aufgenommen und analysiert. Dabei
fallt in zahlreichen Fallen auf, dass die geringere Kraft der Knieextensoren zu Fehllandungen
fiihrt, was die Verletzungsrate beim Wiedereinstieg in die jeweiligen Sportarten deutlich erhéht

(Kuenze et al., 2015a).

Dass eine chronische Knieinstabilitdt die Fasertypen-Zusammensetzung der Knieextensoren
beeinflusst, konnten Stockmar et al. (2006) zeigen, die Biopsien des M. vastus medialis sowohl
auf der gesunden als auch auf der verletzten Seite untersuchten. Dabei stellten sie fest, dass die
Muskulatur des vom Kreuzbandriss betroffenen Beins einen starker oxidativ betonten
Metabolismus aufweist und eher ausdauernd als kraftbetont arbeitet. Dies spricht fir einen
Shift zu mehr Typ | bzw. slow twitch Fasern. AuSerdem hatten sowohl die Typ | als auch die Typ
Il Fasern des beeintrachtigten Beins signifikant geringere Durchmesser, was fiir eine Atrophie

der Muskulatur spricht (Stockmar et al., 2006).
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1.5 Forschungsdefizite

Die Verletzung des vorderen Kreuzbands ist eine der haufigsten Sportverletzungen. In der
Rehabilitation der betroffenen Patienten spielt der M. quadriceps femoris, insbesondere die
Anteile der Mm. vasti medialis und lateralis, eine bedeutende Rolle in der Stabilisierung des
Kniegelenks (Tho et al., 1997). Uber mehrere Jahre kénnen nach einer VKB-Rekonstruktion am
operierten Bein Kraftdefizite im Vergleich zur Gegenseite nachgewiesen werden, was
nachweislich einen Einfluss auf den Gang, die posturale Stabilitdt und somit auf das Risiko
moglicher Re-Rupturen hat (Kim et al., 2010; Grapar Zargi et al., 2016). Da die Maximalkraft vor
allem auf dem Vorliegen der fast twitch Fasern beruht, ist eine Atrophie dieser naheliegend. Eine
Rolle in der Dysfunktion des M. quadriceps femoris spielen dabei sowohl die Muskelkraft, als
auch die kortikale Ansteuerung und Aktivierung dieses Muskels (Kuenze et al., 2015b). Eine
genaue Analyse der histochemischen Faserzusammensetzung der Muskulatur erlaubt lediglich
eine Biopsie, wie sie bereits in einigen Studien durchgefihrt wurde (Kap. 1.1). Es ist bekannt,
dass bereits eine erstmalige VKB-Ruptur zu einer Veranderung der Oberschenkelmuskulatur
(Stockmar et al., 2006) und der Menisken (Atarod et al., 2015) fihrt. Dabei sind sowohl
Verdanderungen der Fasertypen und Atrophiezeichen als auch die Kraftminderung vordergriindig
(Kap. 1.4). Diese Strukturveranderungen und begleitende Anpassungsstdorungen beeinflussen
den physiologischen Bewegungsablauf. Die betroffenen Patienten kdnnen dadurch Angst vor
einer erneuten Ruptur entwickeln, sich in ihren Alltagsaktivitdten einschranken (verminderte
gesundheitsbezogene Lebensqualitdt) und haben ein erhoéhtes Risiko fiir erneute

Kniegelenksverletzungen (Filbay et al., 2016).

Diskutiert wird auch eine genetische Komponente von (wiederholten) VKB-Rupturen, da eine
Metaanalyse eine familidre Pradisposition finden konnte. Es wird diskutiert, ob diese mit
Polymorphismen im Kollagen-Erbgut korreliert werden kénnen. Hierfiir sind jedoch weitere

Assoziationsstudien notwendig (Kaynak et al., 2017).

Noch nicht ausreichend geklart ist auBerdem die Frage, wie die histologische Beschaffenheit der
Oberschenkelmuskulatur von Patienten ist, die bereits eine Graft-Ruptur erlitten haben. Defizite
in der Forschung bestehen diesbeziiglich auch im Hinblick auf die Metabolismus-Veranderungen
der schnellen und langsamen Muskelfasern. Dies betrifft sowohl die suffiziente Speicherung von
Glykogen als auch die Bevorzugung von glykolytischer oder oxidativer Energiegewinnung.
Pathologien auf diesen Gebieten koénnen mithilfe grundlegender Substrat- und

Enzymhistochemie dargestellt werden.

17



2 Zielstellung und Hypothesen

Basierend auf dem zuvor beschriebenen Defizit der aktuellen Forschung im Bereich der
wiederholten Kreuzband- bzw. Graft-Rupturen soll die vorliegende Arbeit in diesem

Themengebiet angesiedelt sein.

Dazu werden intraoperativ gewonnene Muskelbiopsien der Mm. vasti medialis et lateralis von
Patienten, die sich einer VKB-Re-Plastik unterzogen, histochemisch aufgearbeitet. Ziel ist es, die
Proben hinsichtlich ihrer Muskelfaserzusammensetzung, der glykolytischen und oxidativen
Stoffwechselwege, ihrer Glykogenspeicherung und bindegewebigen Verdanderung zu
analysieren.  Zusatzlich werden Patienten-spezifische Daten (u.a. Epidemiologie,

Verletzungsmechanismus, Vorerkrankungen) in die Auswertung einbezogen.

Die gewonnenen Daten sollen mit Vergleichswerten aus der Literatur (Kap. 1.1) verglichen
werden. AnschlieBend sollen die gewonnen Ergebnisse im Hinblick auf Pravention und

Rehabilitation von Kreuzbandverletzungen diskutiert werden.
Dazu sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Die VKB-Rupturen (Erst- und Re-Rupturen) treten hauptsachlich als
Sportverletzungen bei jungen Menschen auf.

2. Der Hauptverletzungsmechanismus bei Erst- und Re-Rupturen ist ein
Rotationstrauma.

3. Die Muskelbiopsien der Mm. vasti medialis und lateralis zeigen einen geringeren
Anteil an fast twitch Fasern bei Patienten mit VKB-Ruptur im Vergleich zu Probanden
ohne stattgehabte VKB-Ruptur.

4. Die Muskelbiopsien der Mm. vasti medialis und lateralis weisen eine Bevorzugung
der oxidativen, ausdauernden Energiegewinnung und glykogenarmer Muskelfasern
auf.

5. Die Muskelbiopsien der Mm. vasti medialis und lateralis unterscheiden sich
hinsichtlich des Bindegewebsanteils und der Muskelfaserdurchmesser im Vergleich

zu Durchschnittswerten von Probanden ohne stattgehabte VKB-Ruptur.
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3 Material und Methodik

3.1 Untersuchungsstichprobe

Fiir die Studie wurden 40 Patienten der Sportklinik Halle ausgewahlt. Diese erhielten aufgrund
einer Transplantat-Ruptur einen erneuten autologen Kreuzband-Ersatz mit der Quadriceps-
Sehne (Staubli und Jakob, 1997). Diese Methode stellt eine Alternative zur Verwendung der
Patellarsehne in einer Re-Operation dar (Corry et al., 1999). Beide Moglichkeiten werden in der

S1-Leitlinie (2014) genannt.

3.2 Untersuchungsablauf

Aufgrund der immanenten Entnahme von humanem Probenmaterial erfolgte vor Studienbeginn
eine Antragstellung bei der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultdt der Martin-Luther-

Universitat Halle-Wittenberg, der am 15.12.2016 bewilligt wurde (2016-145).

Die nach den oben aufgefiihrten Merkmalen eingeschlossenen Patienten wurden im Vorfeld
Uber die Operation sowie die zusatzliche Erhebung persdnlicher Daten, die anschliellend
anonymisiert wurden, aufgeklart. Um ihr Einverstdndnis iber die Teilnahme an der Studie zu

dokumentieren, unterschrieben sie eine Einwilligungserklarung.

Von den teilnehmenden Patienten wurden mithilfe eines strukturierten Fragebogens folgende
Daten erhoben: Alter, Geschlecht, KorpergroRe und -gewicht, Vorerkrankungen,
Dauermedikation, Datum und Verletzungsmechanismen vorangegangener Kreuzbandrisse,
Datum und Verletzungsmechanismus des aktuellen Kreuzbandrisses, Beruf und sportliche
Tatigkeit in den letzten zwei Jahren. Der Fragebogen wurde im persénlichen Gesprach mit den

Patienten bearbeitet, um eine vollstandige Bearbeitung des Fragebogens zu gewahrleisten.

Am Tag der OP in der Sportklinik Halle wurden die zwei Muskelbiopsien (jeweils eine fir den M.
vastus medialis und lateralis) entnommen und bis zum Transport in das Forschungslabor des
Departments fir Orthopadie und Unfall- und Wiederherstellungschirurgie im

Universitatsklinikum Krollwitz kihl gelagert.
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3.3 Entnahme und Aufarbeitung der Muskelbiopsien

Durch die anatomische Nahe der Quadricepssehne zu den Mm. vasti medialis und lateralis
konnten intraoperativ ohne Erweiterung des OP-Gebietes Biopsien der beiden Muskeln
gewonnen werden (Abb. 3). Die verwendeten Muskelanteile befanden sich direkt am
entnommenen Sehnentransplantat. Fiir den Patienten bedeutete dies somit keine zusatzlichen

Biopsiewunden und kein erhohtes perioperatives Risiko.

Abb. 3: OP-Situs direkt vor Entnahme der Quadriceps-Sehne (Foto: Dr. T. Bartels, Sportklinik
Halle)

Die Lagerung und der Transport von der Sportklinik Halle in das Muskellabor erfolgten in kleinen
Behaltern, die zuvor mit einem in NaCl getrankten Tupfer ausgelegt wurden. Im Labor wurden
die Proben in 2-Methylbutan-Lésung gelegt, mit fliissigem Stickstoff gekihlt und anschliefend
auf Korkplattchen geklebt. Dieses ,,snap-freezing” ermdoglichte die Lagerung der Proben bei -
80°C bis zur Weiterverarbeitung. Mithilfe eines Kryostaten wurden die Muskelbiopsien in finf
Mikrometer dicke Scheiben geschnitten. AnschlieRend folgten die Lufttrocknung fiir 24 Stunden,

das Farben auf einem Objekttrdger und das Eindecken mit Kaiser’s Glyceringelatine.
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3.4 Histochemische Farbung

HE-Fédrbung

Die HE-Farbung diente als Ubersichtsfirbung, mithilfe derer Verdnderungen der
Muskelfaserarchitektur beurteilt werden konnten. Dazu zdhlten unter anderem Abweichungen
der Muskelfaserform, atrophische oder nekrotische Areale, sowie das Vorhandensein zentraler

Kerne (Loughlin 1993).

Als Reagenzien wurden Hamalaun-Losung, 1%ige wassrige Eosin-Losung, Roticlear (Xylol) und

Ethanol bendtigt.

Fiir die Ubersichtsfarbung wurden folgende Schritte durchgefiihrt:

1. Hamalaun-L6ésung (frisch filtriert) 10 Minuten
2. Spiilen in Leitungswasser 30 Sekunden
3. Blduen in frischem Leitungswasser 10 Minuten
4.1 % ige wassrige Eosin-Losung (frisch filtriert) 1 Minute
5. Spiilen in Leitungswasser 10 Sekunden
6. aufsteigende Alkoholreihe: 70 % Ethanol 10 Sekunden
96 % Ethanol 30 Sekunden
100 % Ethanol 2 x 2 Minuten
7. Roticlear (Xylol) 4 Minuten

8. Eindecken mit Histokitt (Kanadabalsam).

Die Proben wurden zunichst mit dieser Farbung dargestellt und bei 25- sowie 50-facher
VergrofRerung mikroskopiert, um eine ausreichende Qualitat des Praparates, die Architektur der
Faszikel, die FasergréBe und -form sowie eventuell vorhandene pathologische Atrophien
festzustellen. In der HE-Farbung kdénnen auRerdem Zellkerne, Blutgefalle, Nervenfasern und

Muskelspindeln unterschieden werden (Loughlin, 1993).

Lagen gravierende und (iber das gesamte Praparat verteilte Gefrierartefakte vor, fiihrte dies zum
Ausschluss von der weiteren Untersuchung. Lokale Atrophien und Nekrosen sowie

zentralstéandige Kerne wurden als auffallig eingestuft und vermerkt (Abb. 4).
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Abb. 4: HE-Farbung einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen Patienten
(Foto: S. Liebhart)

mATPase-Fdrbungen

Die Reaktion der myofibrillaren Adenosintriphosphatase diente der Unterscheidung in Typ I und
Il Fasern. Die Prdinkubation in saurem Milieu (pH 4,3 oder 4,6) diente der genaueren
Unterscheidung von lla und IIx Fasern. Anhand dieser Farbung konnten die Faserdurchmesser
der verschiedenen Muskelfasertypen verlasslich ausgewertet werden. Bei einem basischen pH-
Wert ist es moglich, Typ | Fasern kraftig anzufarben. Die Muskelfasern des Typs lIx reagieren bei
einem pH-Wert von 4,6 kraftig, wohingegen sich die intermediaren Typ lla Fasern bei beiden pH-

Werten (4,6 und 9,4) nur schwach anfarben (Loughlin, 1993).
Die Untersuchung der mATPase wurde bei den pH-Werten 4,6 und 9,4 durchgefihrt.

Daflir wurden unterschiedliche Prainkubationslosungen bendtigt. Es wurden 72 ml 0,1 M
Natriumacetatpuffer mit 36 ml 0,18 M Calciumchlorid-L6sung und 252 ml Aqua dest. gemischt
und filtriert, um im Anschluss den pH-Wert mit Hilfe von Salzsdure bzw. Natronlauge
einzustellen. Um die zweite Prainkubationslésung herzustellen, waren 72 ml 0,1 M Natrium-
Barbital-Losung, 72 ml 0,18 M Calciumcholrid-Losung und 216 ml Aqua dest. notwendig. Hierbei
wurde direkt nach dem Mixen der pH-Wert auf 9,4 eingestellt und die entstandene Losung erst
kurz vor dem Gebrauch filtriert. Die dritte benétigte Grundlage war die ATP-Inkubationslosung,
fiir die 18 ml 0,1 M Natrium-Barbital-L6sung mit 9 ml 0,18 M Calciumchlorid-Lésung, 0,1474 g
2,9 mM ATP und 57 ml sorgfdltig miteinander verbunden und bis zum Gebrauch bei 37°C
warmgehalten wurden. Zusatzlich waren fiir die ATPase-Farbungen 0,01M Natrium-Barbital-
Losung, 1%ige Calciumchlorid-Losung, 2%ige Cobalt(ll)chlorid-Losung und 1%ige

Ammoniumsulfid-Losung (unter dem Abzug herzustellen und zu lagern) notwendig.
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Waren alle Lésungen frisch und in ausreichender Menge hergestellt, wurden folgende Schritte

bei Raumtemperatur durchgefiihrt:

1. flir mATPase bei pH 4,6: Proben in Prainkubationslésung pH 4,6 5 Minuten
flir mATPase bei pH 9,4: Proben in Prdinkubationslosung pH 9,4 15 Minuten

fiir beide pH-Werte:

2. ATP-Inkubationslésung bei 37 °C 15 Minuten
3. 1%ige Calciumchlorid-Losung 3 x 1 Minute
4. 2%ige Cobalt(ll)chlorid-Lésung 5 Minuten

5. Spilen in 0,01 M Natrium-Barbital-Losung (insgesamt vier Mal)

6. Spilen in Leitungswasser 15 bis 60 Sek.
7. 1%ige Ammoniumsulfid-Lésung (unter dem Abzug) 20 Sek.

8. Waschen mit Aqua dest.

9. Eindecken mit Kaisers Glyceringelatine.

In der vorliegenden Untersuchung wurden in der mATPase pH 4,6 Reaktion (Abb. 5) die
prozentualen Anteile und Durchmesser der Typ |, lla und lIx Fasern bestimmt. Die Typ | Fasern
farbten sich schwarz, Typ lla Fasern hellgrau und Typ Ilb Fasern dunkelgrau an. Um einen
durchschnittlichen Muskelfaserquerschnitt zu ermitteln, wurden mindestens zehn, bestenfalls
25 polygonal geformte Muskelfasern (ohne Gefrierartefakte) aus verschiedenen Bereichen des
ausgewahlten Praparat-Ausschnittes vermessen. Dabei wurde jeweils der kleinstmdgliche
Durchmesser ausgewahlt, da der gréBere Wert durch einen schragen Anschnitt der Muskelfaser

entstanden sein konnte.

Vergleichend dazu wurden auch in der mATPase Reaktion bei einem pH-Wert von 9,4 (Abb. 6)
die prozentualen Anteile der Typ | und Il Fasern bestimmt. Die Typ | Fasern farbten sich in dieser

Farbemethode hellgrau, die Typ Il Fasern dunkelgrau bzw. schwarz an (Loughlin 1993).
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Typ lIx

Typ |

Typ lla

Abb. 5: mATPase-Farbung pH 4,6 einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen
Patienten (Foto: S. Liebhart)

Typ |

Typ Il

Abb. 6: mATPase-Farbung pH 9,4 einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen
Patienten (Foto: S. Liebhart)

NADH-Férbung

Die NADH-Farbung diente der Darstellung des Coenzyms NADH, das in Atmungskette zur ATP-
Gewinnung beitragt. Das Enzym ist in den Mitochondrien und dem endoplasmatischen
Retikulum zu finden. Da es zur oxidativen Energiegewinnung beitragt, ist es vor allem in Typ |

Fasern zu finden (Loughlin, 1993).

Zur Herstellung der Farbel6sung war 0,2 M Trispuffer (pH 7,5) notwendig. Dieser wurde mit
Nitroblautetrazoliumchlorid (NBT) zu einer 2,44 mM NBT-L6sung (0,0199 g NBT /10 ml 0,2 M
Trispuffer pH 7,5) und mit Nicotinamidadenindinukleotid (NADH) zu einer 2,26 mM NADH-
Lésung (0,016 g NADH / 10 ml Trispuffer pH 7,5) gemischt. Die NBT- und NADH-

Ausgangslosungen wurden bis zum Gebrauch bei -20°C gelagert.

Um die frische NADH-Farbelosung anzusetzen, wurden jeweils 250 ul der beiden

Ausgangslosungen in ein Eppendorf-Tube gegeben.
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Die vorbereiteten Objekttrager wurden in eine feuchte Kammer gelegt und auf jeden Schnitt 50
pl der NADH-Farbelosung aufgetragen. Die Inkubation erfolgte bei 37°C fir 45 Minuten.
AnschlieBend mussten die Proben mit Aqua dest. gewaschen und mit Kaiser’s Glyceringelatine

eingedeckt werden.

In den Prdparaten, die mit der NADH-Reaktion (Abb. 7) eingefarbt wurden, erfolgte die
Bestimmung der Muskelfasern mit hoher (kraftig blau gefarbt) und niedriger (schwach blaulich

gefarbt) NADH-Aktivitat (Loughlin 1993).

niedrige
NADH-Aktivitat

hohe
NADH-Aktivitat

Abb.7: NADH-Farbung einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen Patienten
(Foto: S. Liebhart)

PAS-Firbung

Die Farbetechnik Periodic Acid-Schiff diente in der histologischen Untersuchung der Darstellung
von Glykogen, Mukopolysacchariden, Glykoproteinen und weiteren langkettigen
Speicherformen. Da Glykogen die Grundlage fir die glykolytische Energiebereitstellung ist,

funktioniert die PAS-Reaktion am farbintensivsten in Typ Il Fasern (Loughlin, 1993).

Als Reagenzien waren 10%ige wassrige Natriumdisulfitldsung, 1%ige Perjodsaurelésung und
Schiffs-Reagenz (als Fertiglosung von Roth) notwendig. Aus der Natriumdisulfitlosung wurde
Sulfitwasser hergestellt, indem 18 ml mit 300 ml Aqua dest. und 15 ml 1 N HCIl gemischt wurden.

AnschlieBend waren folgende Schritte zu befolgen:

1. Proben in frisch angesetzte 1%ige Perjodsdurelosung 10 Minuten

2. Spiilen in Aqua dest. 3 x 20 Sekunden
3. Schiffs-Reagenz 15 Minuten

4. Spilen in Sulfitwasser 3 x 3 Minuten

5. Spilen in Leitungswasser 15 Minuten
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6. Gegenfarbung mit Hamalaun 3 bis 4 Minuten
7. Blauen in frischem Leitungswasser 10 bis 15 Minuten
8. Eindecken mit Kaisers Glyceringelantine.

Die mithilfe der PAS-Reaktion markierten Proben (Abb. 8) werden hinsichtlich eines hohen
(vorwiegend glykolytischer Stoffwechsel) und niedrigen Glykogengehalts untersucht. Auch hier
wird die prozentuale Zusammensetzung der Praparate festgehalten. Die kraftig eingefarbten

Muskelfasern weisen einen hohen Glykogengehalt auf (Loughlin 1993).

niedriger
Glykogengehalt

&

hoher
Glykogengehalt

100 pm |

Abb. 8: PAS-Farbung einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen Patienten
(Foto: S. Liebhart)

COX/SDH-Firbung

Die Enzyme Cytochrom-Oxidase und Succinat-Dehydrogenase sind spezifisch fliir Mitochondrien

und kdnnen diese somit selektiv kennzeichnen (Loughlin, 1993).

Das Inkubationsmedium wurde aus 10 mg Diaminobenzidin, neun ml 0,05 M
Natriumphosphatpuffer (pH 7,4), 2 ml Katalase und 20 mg Cytochrom C-Lésung angefertigt und
anschlieRend in 500 pl fassende Eppendorf-Tubes gefiillt, um bei -80 °C bis zum Verbrauch
gelagert zu werden. Die SDH-Lésung wurde direkt vor der Verwendung aus 100 pl 130 mM
Natriumsuccinat-Losung, 100 pl 2mM Phenazinmethosulfat-Losung, 10 pl 100 mM Natriumazid-

Losung und 800 pl 1,875 mM Nitroblautetrazoliumchlorid hergestellt.
Fur die COX/SDH-Farbung waren folgende Schritte zu befolgen:

1. 50 ul des Inkubationsmediums auf die Schnitte geben und

anschlieRend bei 37 °C inkubieren 60 Minuten

2. Spilen mit 0,05 M Natrium-Phosphatpuffer 10 Sekunden
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3. Objekttrager vorsichtig um die Schnitte herum abtrocknen

4. 50 pl SDH-L6sung auf die Schnitte geben und anschliefend

bei 37 °Cin der feuchten Kammer inkubieren 60 Minuten

5. Spilen mit Aqua dest. und in einer aufsteigenden Alkoholreihe je einige Sek.
6. Roticlear (Xylol)
7. Eindecken mit Histokitt.

Die COX/SDH-Doppelfdarbung (Abb. 9) stellt mitochondrienreiche, oxidativ arbeitende
Muskelfasern kraftig braun dar. Dies entspricht dem Verhalten der Typ | Fasern. Die (ibrigen
Fasern (Typ IlI) werden hellbraun bis grau gefarbt, wenn sie mitochondrienarm sind bzw. blau,

wenn ein Mitochondriendefekt vorliegt (Loughlin 1993).

!Ili!-r';' >
mitochondrien- e

reich

mitochondrien-

Mitochondrien- arm

defekt

Abb.9: COX/SDH-Farbung einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen Patienten
(Foto: S. Liebhart)

van Gieson-Fdrbung

Die van Gieson-Reaktion farbt Bindegewebe rot und Muskelfasern gelb. Das sogenannte
Perimysium ist im gesunden Muskel als gut definierte Kollagenschicht sichtbar, die den Muskel
in Blindel und Faszikel unterteilt. Das Endomysium, das aus kleinen Kollagenfasern besteht,
trennt die einzelnen Muskelfasern voneinander und ist vor allem dann sichtbar, wenn es bei
einer pathologischen Muskelveranderung proliferiert. Das Epimysium stellt die oberste Schicht
dar, welche den gesamten Muskel umhiillt und die Ubergénge zu den Sehnen schafft (Loughlin,

1993).

Die kombinierte van Gieson-Trichrom-Farbung, besteht aus zwei Farbstoffen. Die schnell
eindringende, feindisperse Pikrinsdure verursacht die beschriebene Gelbfarbung. Das
grobdisperse Saurefuchsin farbt in der kurzen Einwirkzeit die Fasern des kollagenen
Bindegewebes rot. Zusatzlich kénnen die Zellkerne mit einer Eisenhdmatoxylin-Losung (nach
Weigert) hervorgehoben werden. Neben dieser wurden die van Gieson-Lésung, Ethanol, die

Resorcin-Fuchsin-Losung und Roticlear (Xylol) bendtigt.
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1. Farben mit Resorcin-Fuchsin-Lésung 30 Minuten
2. Spiilen unter flieBendem Leitungswasser

3. Spilen mit Aqua dest. 10 Sekunden
4. Differenzieren mit 80% Ethanol

5. kurzes Spiilen mit Aqua dest. zur Unterbrechung der Differenzierung

6. Mikroskopkontrolle: Elastische Fasern dunkelviolett auf hellrosa Grund

7. Farben Eisenhamatoxylin-Losung 2 bis 3 Minuten
8. Spiilen mit Aqua dest. 30 Sekunden

9. Blauen mit flieBendem Leitungswasser 10 Minuten

10. Farben mit van Gieson-Losung 1 bis 3 Minuten

11. kurzes Spilen mit 70% und 96% Ethanol
12. Entwassern und Spiilen mit 96% und zweimal 100% Ethanol
13. Roticlear (Xylol)

14. Eindecken mit Kaisers Glyceringelantine.

Die mit der van Gieson- Farbung (Abb. 10) eingefdrbten Prdparate wurden anhand eines

reprasentativen Bildausschnittes beurteilt. Das Bindegewebe und die Muskelfasern wurden im

Programm AxioVision getrennt voneinander markiert und ihr prozentualer Anteil an der

abgebildeten Oberflache berechnet.

Muskelfaser r
L

Bindegewebe

]

50 pm

Abb. 10: van Gieson-Farbung einer Probe des M. vastus medialis eines 26-jahrigen Patienten

(Foto: S. Liebhart)
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3.5 Auswertungssoftware

Das Mikroskop Axioplan der Firma Carl Zeiss AG wurde fir die histologische Auswertung genutzt.
Dieses war Uber eine direkt angeschlossene Kamera mit einem Computer im Muskellabor

verbunden.

Im Programm AxioVision konnte das mikroskopische Bild live angesehen und als Bilddatei
gespeichert werden. Es bot auRerdem die Moglichkeit der halbautomatischen Zdhlung und
Ausmessung von Objekten. Dazu musste im Menipunkt ,,Automatische Messprogramme* eine
Datei angelegt werden, die fiir die jeweilige Farbung geeignet ist. Flir die mATPase-Farbung pH
4,6 wurde eine Datei erstellt, die drei verschiedene Farbténe (hellgrau, mittelgrau,
dunkelgrau/schwarz) erkennen konnte, fiir die mATPase-Farbung pH 9,4 mussten nur zwei
verschiedene Farbtone (hellgrau, dunkelgrau/schwarz) unterschieden werden. Analog galt dies
auch fur die NADH- (blass-blau und kraftig-blau), PAS- (blass-violett und kraftig-violett) und van
Gieson-Farbung (gelb, pink). Fur die COX/SDH-Doppelfarbung mussten drei verschiedene
Farbténe (blass-braun, kraftig-braun und blau) vom System unterschieden werden. Die Farben
wurden durch einmaliges Anklicken eines Objekts (einer Muskelfaser) in der Bilddatei markiert.
Das Programm AxioVision konnte dann automatisch alle Flachen im gleichen Farbton erkennen

und ebenfalls markieren (Abb. 11).

N
DES

* Tf"
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i 88 et

Typ |

Abb. 11: Erkennung der ausgewahlten Farben in AxioVision (Probe des M. vastus lateralis eines
25-jahrigen Patienten, mATPase-Farbung pH 9,4, Typ | Fasern links dunkelgrau, rechts rot
schraffiert, Foto: S. Liebhart)

Die markierten Objekte wurden sinnvoll zu Muskelfasern zusammengefasst. Daflir musste der
Programmpunkt ,, Automatisches Ausfillen von Lochern” ausgewahlt werden. Gefrierartefakte,
die innerhalb einer Muskelfaser lagen, wurden dadurch nicht bertcksichtigt, sondern die

Muskelfaser als eine Einheit betrachtet (Abb. 12).
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Typ |

Typ I

Abb. 12: Markierung erkannter Muskelfasern in AxioVision (Probe des M. vastus lateralis eines
25-jahrigen Patienten, mATPase-Farbung pH 9,4, Typ | Fasern rot umrandet, Foto: S. Liebhart)

Da diese Funktion nicht bei allen Prdparaten vollautomatisch funktionierte (z.B. aufgrund
ungleichmaBiger Farbschattierungen), konnte der Anwender im nachsten Schritt manuelle
Korrekturen vornehmen und fehlende Objekte einzeichnen oder fehlerhaft erkannte 16schen.
Die in unterschiedlichen Farben markierten Fasern wurden vom Programm gezahlt und die
Ergebnisse in tabellarischer Form angezeigt. Dieser Algorithmus wurde fiir jede genannte

Farbung verwendet.

In der HE-Farbung wurden die Muskelbiopsien zunachst bei 25-, anschlieBend bei 50-facher
VergroBRerung beurteilt. In den mATPase-, PAS-, NADH- und COX/SDH-Farbungen wurde zuerst
das gesamte Prdparat bei 25-facher VergréBerung gepriift und ein reprasentativer Ausschnitt
ausgewahlt. Dieser sollte moglichst keine Gefrierartefakte enthalten. Im Anschluss wurde der
ausgewahlte Bildausschnitt bei 50-facher VergrofRerung gescannt und dem automatischen
Messprogramm zugefiihrt. In der Auswertung wurde darauf geachtet, dass jeweils mindestens
150 Muskelfasern gezahlt wurden. Diese Anzahl erschien eine verlassliche Aussage bei moglichst
guter Bildqualitat zu liefern. Problematisch war, dass zahlreiche Proben jeweils nur kleine
Bildausschnitte von ausreichender Qualitdt beinhalteten. In der mATPase-Farbung pH 4,6
wurden zusatzlich die Muskelfaserdurchmesser ausgemessen. Dazu wurde der Menlpunkt
»Messen” gedffnet und die Einstellung , Lange” ausgewahlt. Durch Markierung von Anfangs- und
Endpunkt einer Muskelfaser wurde deren Durchmesser bestimmt (Abb. 13). Das Ergebnis der

Messung wurde direkt im Bild und in tabellarischer Form angezeigt.
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Abb. 13: Ausmessung Muskelfaserdurchmesser in AxioVision (Probe des M. vastus lateralis
eines 25-jahrigen Patienten, mATPase-Farbung pH 9,4, Messung an Typ | Faser,
Foto: S. Liebhart)

Fiir die van Gieson-Farbung wurde unter 25-facher VergrofRerung das gesamte Prdparat
Uberblickt und ein reprasentativer Ausschnitt festgelegt. Auch hier sollte dieser moglichst keine
Gefrierartefakte beinhalten. Zusatzlich wurde darauf geachtet, dass keine Sehnenanteile
angeschnitten waren, um die Bestimmung des Anteils von intramuskularem Bindegewebe, bei

dem Endo-, Peri- und Epimysium unterschieden werden, nicht zu verfdlschen.
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3.6 Statistik

Fiir die statistische Datenanalyse wurde das Programm SPSS 25.0 (IBM, Armonk, NY, USA) flr
Windows verwendet. Deskriptiv.  wurden Minima, Maxima, Mittelwerte und

Standardabweichungen berechnet.

Die Mittelwertunterschiede wurden mittels einfaktorieller, univariater Allgemeiner Linearer
Modelle (ALM) varianzanalytisch geprift, wobei fir die Haupteffekte die Parameter des
Greenhouse-Geisser-Tests (p, n?) angegeben werden. Mittelwertdifferenzen wurden dann als
signifikant interpretiert, wenn der p-Wert (Alphafehler) kleiner 0,05 oder das partielle Eta-
Quadrat (n?) groRer 0,10 waren, wobei dem Partiellen Eta-Quadrat (Betafehler) eine gréRere
Bedeutung beizumessen ist, da es in wesentlich geringerem MaRe von der StichprobengrolRe

abhangig ist.

Daruber hinaus wurde die EffektgroRe d (Standardized Effect Size) nach Kazis et al. (1989)
berechnet. Die Bewertung der EffektgroRen in kleine (d > 0,2), mittlere (d = 0,5) und groRe (d >
0,8) Effekte basiert auf der Empfehlung von Cohen (1988). Die Korrelationen zwischen den Tests
respektive Parametern wurden mittels bivariater Produkt-Moment-Korrelation nach Pearson

berechnet.

Zur Prifung der Ubereinstimmung der Ergebnisse der unterschiedlichen Fiarbemethoden
untereinander wurde die Intraklassenkorrelation (ICC) berechnet. Basierend auf den
Empfehlungen von Shrout und Fleiss (1979) sowie Hopkins (2000) wird der ICC-Wert
folgendermalen interpretiert: bei einem Wert > 0,75 ist von einer hohen Ubereinstimmung
auszugehen, ein Wert zwischen 0,4 und 0,75 reprasentiert eine mittlere/ zufriedenstellende

Reliabilitat, bei einem Ergebnis < 0,4 ist diese gering (Shrout und Fleiss, 1979; Hopkins, 2000).
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Darstellung der Patienten

4.1.1 Personenspezifische Daten

Insgesamt wurden in die hier vorgestellte Studie 40 mannliche Patienten (n=40) eingeschlossen.

Primar wurden von 61 Patienten Muskelbiopsien enthommen und untersucht, 21 Proben

wurden jedoch aufgrund mangelnder Aussagefahigkeit verworfen.

Héaufigkeit

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Alter [Jahre]

Abb. 14: Histographische Altersverteilung der Stichprobe

70% der Patienten waren zum Zeitpunkt der Untersuchung jlinger als 30 Jahre (Range: 18-53
Jahre; Abb. 14).
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Der BMI betrug im Durchschnitt 25,4 + 3,1 kg/m? (Range: 18,5-32,7 kg/m?). GemaR der WHO-
Einteilung (2000) lagen 17 Patienten im Bereich des Normalgewichts (BMI von 18,5 bis 24,9
kg/m?), die Werte weiterer 18 Patienten siedelten sich im Bereich der Praadipositas (BMI von
25,0 bis 29,9 kg/m?) an. Die restlichen finf Patienten sind dieser Einteilung zufolge

Ubergewichtig im Sinne einer Adipositas Grad | (BMI von 30,0 bis 34,9 kg/m?).

Die in die Studie eingeschlossenen Patienten wurden ebenfalls nach ihrem Sportverhalten,
rickblickend fir die letzten zwei Jahre, befragt. Da die Mehrzahl von ihnen FuRball spielte und
als weitere Moglichkeiten zahlreiche verschiedene Sportarten (Handball, Laufen, Fechten, ...)
oder keine sportliche Betdtigung angegeben wurden, konnte in drei Gruppen eingeteilt werden:
FuRballer (n=23), andere Sportler (n=13), Nicht-Sportler (n=4). Die Probanden betatigten sich
eigenen Angaben zufolge im angegebenen Zeitraum durchschnittlich dreimal pro Woche

(Mittelwert 2,8; Standardabweichung 1,7).

Haufigkeit

Sporthaufigkeit

Abb. 15: Histographische Darstellung der Sporthaufigkeit pro Woche

Die meisten Patienten betrieben dreimal pro Woche Sport (Abb. 15). Dies bestatigten auch der
Median und der Modus, die fiir diese Stichprobe jeweils bei 3,0 lagen. Jeweils eine Person gab

an, taglich bzw. durchschnittlich sechsmal wochentlich zu trainieren.

Des Weiteren sollten die Patienten Auskunft Gber Vorerkrankungen erteilen (Tab. 4).
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Tab. 4: Vorerkrankungen der Patienten

Organ/-system Anzahl der Patienten Relativer Anteil der Patienten (%)
der Vorerkrankung

Kniegelenk (auBer VKB- 10 25

Rupturen)

Herz-Kreislauf-System 2 5

Schilddriise 1 3

Zentrales Nervensystem 2 5

keine Vorerkrankungen 25 62

Dabei wurden insbesondere weitere Knieverletzungen erfragt. Ein Viertel der Stichprobe gab
zusatzlich zu den vorliegenden Kreuzbandrissen weitere Knieverletzungen (Meniskus-,
Innenband-, kontralaterale Kreuzbandverletzung) an. Zwei Patienten waren kardiovaskular mit
einer arteriellen Hypertonie vorerkrankt und jeweils mit einem ACE-Hemmer versorgt. Weitere
zwei Patienten waren Epileptiker, jedoch unter Therapie symptomfrei. Ein Patient gab eine mit

L-Thyroxin eingestellte Hypothyreose an.

Da Kreuzbandrisse nicht nur im Freizeitsport auftreten, wurde auflerdem die berufliche Tatigkeit
der Studienteilnehmer erfragt. Dabei sollten sie zuerst ihren Beruf nennen und anschliefend
subjektiv einschatzen, ob dieser nicht bzw. wenig oder stark koérperlich anstrengend ist. In die
erste Gruppe, hierbei wurden vor allem kaufméannische Berufe genannt, ordneten sich 40% (n =
16) der Patienten ein. Die Uibrigen 60% (n = 24) entfielen auf die korperlich belastenden Berufe

(z.B. Handwerker, Soldaten).

35



4.1.2 Verletzungsspezifische Daten

Sowohl bei der ersten als auch bei der zweiten (und damit der ersten Re-Ruptur) Ruptur des VKB
waren die Patienten durchschnittlich 23,4 bzw. 27,2 Jahre alt (Tab. 5). Vor allem die Modalwerte
und der zugehorige Minimalwert verdeutlichen, dass es sich insgesamt um ein junges
Patientenkollektiv handelte. Zur ersten Kreuzbandverletzung waren die meisten Patienten
genau 18 Jahre, bei der zweiten 24 Jahre alt. Die Maximalwerte erklaren, warum der
Durchschnitt insgesamt doch im mittleren Bereich der dritten Lebensdekade lag. Lediglich vier

Patienten erlitten eine Drittruptur des VKB. Dabei waren sie im Mittel 35,3 Jahre alt.

Tab. 5: Altersstruktur bei erster, zweiter und dritter VKB-Ruptur

Parameter Alter bei 1. Ruptur Alter bei 2. Ruptur Alter bei 3. Ruptur
[Jahre] [Jahre] [Jahre]

Anzahl 40 40 4

MW 23,4 27,2 35,3

SD 6,5 7,4 7,6

Modus 18 24 26

Min. 16 17 26

Max. 44 53 44

Um zu klaren, ob die sportliche Betatigung einen Einfluss auf das Alter bei der Erstruptur hat,
wurden im nachsten Schritt die statistischen Zusammenhange zwischen der Einordnung in die

Sportgruppen (FuBball, anderer Sport, kein Sport) und dem Alter zur Erstverletzung untersucht.

Tab. 6: Alter bei Erstruptur in den verschieden Sportartengruppen

Sportart Anzahl Mittelwert [Jahre] | Standardabweichung [Jahre]
kein Sport 4 24,3 1,9
FuRRball 23 24,3 7,3
anderer Sport 13 21,6 6,0
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Es lieR sich kein signifikanter Unterschied (p=0,500; 1?=0,037) seitens des Verletzungsalters
beziiglich der Erstruptur beobachten, welcher durch die Einordung in die Sportartengruppen zu

erklaren ware (Abb. 16).

28 p=0.500; Eta-Quadrat=0.037

26

24

22

20

Alter bei Erstruptur [Jahre] 95% CI

18 =

kein Sport FuBball anderer Sport

Abb. 16: Alter bei Erstruptur in Abhangigkeit von der sportlichen Aktivitat

Ebenso war es von Interesse, ob ein korperlich anstrengender Beruf einen Einfluss auf das

Erkrankungsalter hatte.

Hinsichtlich des Verletzungsalters fand sich kein signifikanter Unterschied zwischen beiden

Gruppen (Abb. 17, p=0,135; n?=0,058).
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Kérperlich anstrengend

Beruf

Abb. 17: Alter bei Erstruptur in den verschiedenen Berufsgruppen

Aus der Literatur ist bekannt, dass das Risiko fiir eine Re-Ruptur bzw. zweite Ruptur innerhalb

des ersten Jahres nach der Erstverletzung und operativen Versorgung am hochsten ist. Daher

wurden auch die zeitlichen Differenzen zwischen der ersten und zweiten bzw. der zweiten und

dritten Kreuzbandverletzung untersucht.

Tab. 7: Zeitdifferenzen zwischen den Rupturen und absolute Haufigkeiten

Zeitdifferenz zwischen
erster und zweiter

Ruptur [Jahre]

Absolute

Haufigkeit (n=40)

Zeitdifferenz zwischen
zweiter und dritter

Ruptur [Jahre]

Absolute

Haufigkeit (n=4)

1 11 2 1
3 13 5 1
5 6 9 1
10 8 13 1
11 2

Im linken Teil der Tabelle (Tab. 7) wird aufgezeigt, welcher Anteil der Patienten nach welcher

Zeitspanne die zweite Ruptur (bzw. erste Re-Ruptur) erlitten hat. Im ersten Jahr nach der

Primarverletzung zogen sich lediglich elf der 40 untersuchten Patienten eine Ruptur des VKB-

Transplantats zu. Nach insgesamt drei Jahren waren insgesamt Uber die Halfte der Patienten

erneut von einer Ruptur betroffen, nach insgesamt fiinf Jahren bereits drei Viertel. Der
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maximale Abstand zwischen erster und zweiter Ruptur betrug elf Jahre und wurde von zwei
Patienten erreicht. Im Mittel ereignete sich die zweite Ruptur 3,8 + 3,1 Jahre nach der ersten

Ruptur.

Im rechten Teil der Tabelle 8 wird dies analog fiir die Zeitspanne zwischen der zweiten (bzw.
ersten Re-Ruptur) und dritten (bzw. zweiten Re-Ruptur) gezeigt. Dies konnte nur bei vier der 40
Patienten beobachtet werden. Je ein Patient erlitt eine Transplantat-Ruptur nach zwei, die
anderen nach finf, neun bzw. 13 Jahren. Als Mittelwert konnte demnach 7,3 + 4,8 Jahre

ermittelt werden.

In der Anamnese wurden die von den Patienten erinnerbaren Unfallmechanismen abgefragt
(Tab. 8). Als wichtigste Ursache fir eine VKB-Ruptur ist die Rotation des Kniegelenks bei
fixiertem Unterschenkel ohne Fremdeinwirken anzunehmen. Weitere Kategorien waren Unfalle
mit Fremdeinwirken, z.B. im Spiel-Zweikampf, und seltene Begebenheiten (z. B. beim
Spaziergang, wahrend der Arbeit) sowie unbekannte Mechanismen (z. B. inzidentell bei MRT des

Kniegelenks entdeckt).

Tab. 8: Relative Haufigkeiten der Unfallmechanismen bei erster, zweiter und dritter Ruptur

Unfallmechanismus 1. Ruptur 2. Ruptur 3. Ruptur
(n =40) (n=40) (n=4)
Rotation bei fix. US [%] 50 50 50
Fremdeinwirken [%] 28 25 25
andere [%] 28 13 25
unbekannt [%] 5 13 0

Zu allen drei abgefragten Zeitpunkten gab genau die Halfte der Patienten an, dass der
Kreuzbandriss durch eine Rotation des Kniegelenks bei fixiertem Unterschenkel resultierte.
Jeweils circa ein Viertel der Patienten erinnerte sich ursachlich an ein Fremdeinwirken. Die
Ubrigen Patienten konnten sich nicht an den Unfallhergang erinnern oder gaben andere,

seltenere Grinde an.

AuRerdem wurde berechnet, bei wie vielen der Patienten sich der Unfallmechanismus von
erster und wiederholter Ruptur unterschied. Lediglich 53% der Patienten wiesen bei allen

Verletzungszeitpunkten den gleichen Unfallmechanismus auf.
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4.2 Analyse der histochemischen Farbung

Die HE-Farbung diente zunachst dazu, einen Eindruck von der Qualitat des Praparates zu
gewinnen. Muskelbiopsien, die transport-, lagerungs- oder verarbeitungsbedingt ausgepragte
Artefakte aufwiesen, wurden nicht in die Analyse einbezogen. So reduzierte sich die Zahl der in

die Studie eingehenden Patienten von 61 auf 40.

Auffallige lokalisierte Atrophie- oder Nekrosezonen, sowie zentralstdandige Kerne konnten bei

keinem der verbleibenden Praparate gefunden werden.
ATPase-Firbungen - Muskelfaserzusammensetzung

Beginnend bei den beiden ATPase-Farbungen bei den pH-Werten 4,6 und 9,4 konnten die in den
zwei folgenden Tabellen dargestellten prozentualen Zusammensetzungen ermittelt werden
(Tab. 9 und 10).

Tab. 9: Prozentuale Muskelfaserzusammensetzung des M. vastus lateralis in den Farbungen
ATPase pH 4,6 und 9,4

Parameter ATPase ATPase ATPase ATPase ATPase
pH4,6 Typl | pH4,6 Typlla | pH4,6 Typlix | pH9,4Typl | pH9,4 Typll
[%] (%] (%] [%] [%]
Mw 38 47 15 39 61
SD 10,1 10,1 11,7 8,0 8,0
Min. 14 22 0 26 32
Max. 63 65 43 68 74

Die Werte fir Typ | Fasern dhnelten einander und ihr Anteil lag in beiden Methoden knapp unter
40 %. Am haufigsten traten Typ lla Fasern auf, die nahezu die Halfte aller Muskelfasern
einnahmen. Am seltensten mit durchschnittlich 15 % wurden Typ lIx Fasern angefarbt.

Insgesamt Giberwogen in beiden ATPase-Farbungen die Typ Il Fasern.
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Tab. 10: Prozentuale Muskelfaserzusammensetzung des M. vastus medialis in den Farbungen
ATPase pH 4,6 und 9,4

Parameter ATPase ATPase ATPase ATPase ATPase
pH4,6 Typl | pH4,6 Typlla | pH4,6 Typllx | pH9,4Typl | pH9,4Typll
[%] [%] [%] [%] [%]
MW 37 48 15 39 61
SD 9,1 9,5 9,8 9,7 9,7
Min. 19 30 0 22 33
Max. 56 69 38 67 78

Analog zu Tabelle 9 stellt Tabelle 10 die relativen Anteile fiir die Biopsien des M. vastus medialis
dar. Das Bild ist hier sehr ahnlich zu den, fiir den M. vastus lateralis beschriebenen Ergebnissen.
Auch hier lag der Anteil fiir die Typ | Fasern bei anndahernd 40 %, der Anteil der Typ Il Fasern bei

ca. 60 %, wobei auch hier die Typ Ila Fasern prozentual am haufigsten anzutreffen waren.

Um die Ubereinstimmung der beiden Firbemethoden zu testen, wurden die Intra-Klassen-
Korrelations (ICC)-Werte berechnet. Hierfir wurde ein Summenwert aus den Typ lla und lix
Fasern in der ATPase pH 4,6 Farbung gebildet und dieser mit dem Wert fur Typ Il Fasern in der

Farbung bei dem pH-Wert von 9,4 verglichen. Analog geschah dies fiir die Typ | Fasern (Tab. 11).

Tab. 11: Intraklassen-Korrelation fir die ATPase-Farbungen pH 4,6 und 9,4

Muskel ATPase pH 4,6 [%] | ATPase pH 9,4 [%] ICC

(MW # SD) (MW £ SD) (95% C1)
M. vastus lateralis Typ | | 37,9 +10,1 38,7+8,0 0,77 (0,57 - 0,88)
M. vastus lateralis Typ Il | 62,1 £ 10,2 61,4+8,0 0,77 (0,57 - 0,88)
M. vastus medialis Typ | | 37,0+£9,1 40,1 +13,2 0,57 (0,23 -0,76)
M. vastus medialis Typ Il | 62,6 £9,4 60,7 £9,7 0,69 (0,42 -0,84)

Die berechneten ICC-Werte deuten auf eine maRige (ICC < 0,7) bis gute (ICC = 0,7)

Ubereinstimmung zwischen den ATPase-Farbungen hin.
ATPase-Firbungen - Muskelfaserdurchmesser

In der ATPase-Farbung bei einem pH-Wert von 4,6 wurden zusatzlich auch die Faserdurchmesser

bestimmt (Tab. 12).
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Tab. 12: Muskelfaserdurchmesser der Mm. vasti lateralis und medialis

Para- | M. vastus lateralis M. vastus medialis

meter | Typ | [um] | Typ lla [um] | Typ lIx [um] | Typ | [um] Typ lla [um] | Typ lIx [um]
MW 57 57 58 58 58 58

SD 4,3 3,9 3,6 51 5,8 4,6
Min. 50 50 53 49 47 50
Max. 69 69 69 71 82 72

Zwischen den drei verschiedenen Muskelfasertypen gab es hinsichtlich des Durchmessers

keinen signifikanten Unterschied (p=0,338, n?=0,030, Abb. 18).

i Haupteffekt: p=0,338; Partielles Eta-Quadrat=0,030

58

Part. Eta-Quadrat=0,035
Part. Eta-Quadrat=0,008
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Durchmesser [pm] (95% CI)
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ST FTIlla FTlix

Abb. 18: Muskelfaserdurchmesser der Fasertypen | (ST), lla und IIx (FT)
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NADH-Fédrbung

M. vastus lateralis war der Anteil der NADH-positiven Fasern durchschnittlich 43%, im M. vastus

medialis 46% (Tab. 13).

Tab. 13: Prozentuale Anteile der NADH-positiv gefarbten Fasern in den Mm. vasti lateralis und
medialis (pos. = positiv)

Parameter M. vastus lateralis NADH-pos. [%] M. vastus medialis NADH-pos. [%]
MW 43 46
SD 7,3 6,8
Min. 27 24
Max. 57 66

Um die Ubereinstimmung zwischen den NADH-positiven, vorrangig oxidativ arbeitenden Fasern

und den zuvor als Typ | klassifizierten Fasern zu bestimmen, wurde die Intraklassen-Korrelations-

Koeffizienten berechnet (Tab. 14).

Tab. 14: Intraklassen-Korrelation fiir die NADH- und ATPase-Farbungen pH 4,6 und 9,4

Muskel NADH-pos. [%] | ATPase pH 4,6 ATPase pH 9,4 ICC
(MW + SD) Typ | [%] Typ | [%] (95% Cl)
(MW £ SD) (MW % SD)
M. vastus lateralis 43,1+7,3 37,9+10,1 0,55
(0,14 -0,76)
43,1+7,3 38,7+8,0 0,47
(0,20-0,72)
M. vastus medialis | 45,6 +6,8 37,1+9,1 0,67
(0,38 -0,86)
45,6 + 6,8 39,3+9,7 0,64
(0,32-0,81)

Die ICC-Werte zwischen 0,47 und 0,67 deuten auf eine schwache bis miRige Ubereinstimmung

der untersuchten Farbungen hin.
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PAS-Férbung

Im M. vastus lateralis war der Anteil der PAS-positiven Fasern durchschnittlich 54%, im M. vastus

medialis 53% (Tab. 15).

Tab. 15: Prozentuale Anteile der PAS-positiv gefarbten Fasern in den Mm. vasti lateralis und
medialis (pos. = positiv)

Parameter M. vastus lateralis PAS-pos. [%] M. vastus medialis PAS-pos. [%]
MW 54 53
SD 5,3 8,9
Min. 42 26
Max. 67 72

Analog zu oben genannter Ubereinstimmung wurde die Korrelation der NADH-positiven und
damit glykogenreichen Fasern mit den zuvor ermittelten Werten fiir Typ Il Fasern bestimmt

(Tab. 16). Fur die ATPase-Farbung pH-Wert 4,6 wurde erneut die Summe aus den Daten fiir Typ

Ila und lIx Fasern genutzt.

Tab. 16: Intraklassen-Korrelation fiir die PAS- und ATPase-Farbungen pH 4,6 und 9,4

Muskel PAS-pos. [%] ATPase pH 4,6 ATPase pH 9,4 ICC
(MW £ SD) Typ 11 [%] Typ 11 [%] (95% Cl)
(MW £ SD) (MW % SD)
M. vastus lateralis | 54,2 + 5,3 63,1+9,4 0
(0-0,26)
54,2 +5,3 61,41 +11,37 0
(0-0,41)
M. vastus 53,4+8,9 63,8%+9,0 0
medialis (0-0,20)
53,4 +8,9 63,8+6,8 0
(0-0,28)

Die ICC-Werte deuten auf keine Ubereinstimmung bzw. vollstindige Unterschiedlichkeit der

Farbungen hin.
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COX/SDH-Firbung

Die COX/SDH-Farbung farbt Mitochondrien-reiche (COX/SDH++) und demnach vorwiegend

oxidativ arbeitende Fasern kréaftiger als Mitochondrien-arme (COX/SDH +-) bzw. Defekte

(COX/SDH --) Muskelfasern (Tab. 17).

Tab. 17: Prozentuale Anteile der COX/SDH-positiv gefarbten Fasern in den Mm. vasti lateralis

und medialis (++ = kréftig braun geférbt; +- hellbraun gefarbt; -- = blau geférbt)

Parameter | M. vastus lateralis M. vastus medialis
COX/SDH COX/SDH COX/SDH COX/SDH COX/SDH COX/SDH
++ [%] +- [%] - [%] ++ [%] +- [%] -- [%]
MW 42 57 0,4 44 55 0,4
SD 5,9 5,9 0,6 7,0 7,1 0,7
Min. 26 43 0 30 36 0
Max. 57 74 2 64 68 3

In der COX/SDH-Werte wurde die Intra-Klassen-Korrelation jeweils fir die deutlich oxidativ

arbeitenden Fasern und die Typ | Fasern, sowie fir die nicht bzw. in geringerem Ausmalf? oxidativ

aktiven und Typ Il Fasern ermittelt (Tab. 18).
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Tab. 18: Intraklassen-Korrelation flr die COX/SDH- und ATPase-Farbungen pH 4,6 und 9,4

Muskel COX/SDH ++ [%] | ATPase pH 4,6 ATPase pH 9,4 ICC (95% ClI)
(MW £ SD) Typ | [%] Typ | [%]
(MW # SD) (MW # SD)
M. vastus 42,8 +5,8 38,2+10,1 0,22
lateralis (0-0,55)
42,8 +5,8 40,1+11,9 0,42
(0-0,68)
M. vastus 44,3 +6,7 37,0+9,1 0,06
medialis (0-0,41)
44,3 +6,7 40,1 £13,2 0,41
(0-0,67)
COX/SDH +- [%] | ATPase pH 4,6 ATPase pH 9,4 ICC (95% Cl)
(MW + SD) Typ 1l [%] Typ Il [%]
(MW # SD) (MW # SD)
M. vastus 56,8 +5,8 61,8 +10,2 0,18
lateralis (0-0,52)
56,8 +5,8 59,9+11,9 0,39
(0—0,66)
M. vastus 55,1+6,7 62,7+9,4 0,08
medialis (0-0,42)
55,1+6,7 61,2+9,7 0,53
(0-0,76)

Die ICC-Werte zeigen fur den Vergleich der COX/SDH- und ATPase pH 4,6 — Farbungen keine

Ubereinstimmung an. Fiir den Vergleich der COX/SDH und ATPase pH 9,4 — Farbungen deuten

die Werte auf eine schwache Ubereinstimmung hin.
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van Gieson-Férbung

Die Bindegewebe-Farbung nach van Gieson diente zur Berechnung des prozentualen Anteils von

Bindegewebe in der Muskelbiopsie (Tab. 19).

Tab. 19: Prozentualer Anteil von Bindegewebe in den Muskebiopsien

Parameter | M. vastus lateralis - Bindegewebe [%] | M. vastus medialis - Bindegewebe [%)]
MW 7 7

SD 3,9 3,9

Min. 1 2

Max. 17 18

Die Muskelbiopsien des M. vastus

lateralis wiesen an der Schnittoberfliche einen

durchschnittlichen Anteil an Bindegewebe von 7% auf. Anhand der Range von 1% bis 17% war

eine relativ weite Streuung erkennbar. Bei den Entnahmen des M. vastus medialis wurden

nahezu identische Ergebnisse ermittelt (MW=7%, Range: 2-18%).
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5 Diskussion
5.1 Ergebnisdiskussion

Patientenspezifische Daten

Die in die Studie einbezogenen Patienten waren durchschnittlich 28,4 + 7,3 Jahre alt (Range:
18-53 Jahre). Diese Altersverteilung war zu erwarten, da die Kreuzbandruptur eine Verletzung
des korperlich aktiven und zumeist jlingeren Menschen ist. Aber auch altere Menschen erleiden
lebensstilbedingt immer haufiger Kreuzbandrisse durch ein addquates Trauma ohne vorherige

degenerative Veranderungen in diesem Bereich (Herbort und Raschke, 2011).

Der BMI lag in der ausgewahlten Stichprobe durchschnittlich bei 25,4 + 3,1 kg/m?. Auch dieser
Wert ist fiir die beschriebene Altersgruppe nicht untypisch. Im Gesundheitsberichterstattung
des Bundes lag der Durchschnitts-BMI in der Altersgruppe der 25 bis 30 Jahre alten Manner bei
25,3 kg/m? (Robert-Koch-Institut und Statistisches Bundesamt, 2017).

Von allen 40 untersuchten Patienten gaben 90% an, dass sie regelmaRig mindestens einmal
wochentlich sportlich aktiv seien. Die Mehrheit von ihnen betatigte sich in der Zeit vor der
aktuellen Verletzungsperiode durchschnittlich drei Mal pro Woche in ihrer Freizeit. Die
Patienten wurden aufgrund der Art der sportlichen Betdtigung in drei Gruppen unterteilt:
FuRballer, andere Sportler (unter denen vor allem Handballer waren) und Nicht-Sportler, wobei
die Gruppenstarke sehr unterschiedlich war. AuRerdem ist zu bedenken, dass alle Patienten in
ihren Sportarten einem &hnlichen Anspruch hinsichtlich Ausdauer, Kraft, Koordination,
Schnelligkeit und Beweglichkeit gerecht werden mussten. Es waren keinerlei Extreme wie
Marathonldufer oder Bodybuilder unter den Patienten, die typischerweise einen eher

einseitigen Fokus in der sportlichen Aktivitat aufweisen.

Uber die Hilfte der Patienten (60%) gab an, dass sie ihren Beruf als eher kérperlich belastend
einschatzen wiirden. Keiner von ihnen hatte jedoch jemals einen Kreuzbandriss wahrend der
Arbeit erlitten. Infolgedessen ist davon auszugehen, dass die sportlichen Freizeitaktivitaten den
entscheidenden Einfluss austibten. Die Auswertung des Alters bei der Erstruptur zeigte, dass es
keinen signifikanten Altersunterschied zwischen beiden Gruppen gab (p=0,135). Zum anderen
sind keine Studien zum Thema arbeitsbedingte Kreuzbandverletzung, ausgenommen Profi-
Sportler, zu finden. Dahingegen weisen mehrere Studien darauf hin, dass beruflich bedingtes
Knien und Hocken ein eindeutiger Risikofaktor fiir Meniskusschaden sind, die jedoch dann eher

chronisch als akut diagnostiziert werden (Jensen et al. 2012; Snoeker et al., 2013).
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Neben den Bandverletzungen und Meniskusldasionen gehdren auch Knochenprellungen bzw.
Mikrofrakturen sowie Knorpelschaden mit einer Haufigkeit von 16 bis 46% zu den regelmaRig

festzustellenden assoziierten Verletzungen (Anderson et al., 2016).

In der vorliegenden Studie wiesen insgesamt 25% der Patienten eine zusatzliche
Knieproblematik auf, wobei diese nicht zwangslaufig mit der aktuellen VKB-Ruptur assoziiert
war. Einmal wurde eine Hypothyreose eruiert, zwei Patienten waren wegen arterieller
Hypertonie und ebenfalls zwei Patienten wegen einer Epilepsie in dauerhafter arztlicher
Betreuung. Der GroRteil der vorliegenden Stichprobe gab jedoch keinerlei Vorerkrankungen an.
Dies ist am wahrscheinlichsten durch das geringe Durchschnittsalter von nur 28,4 Jahren
erklarbar. Chronische Erkrankungen wie beispielsweise die Koronare Herzkrankheit, Diabetes

mellitus Typ 2 und Polyneuropathien treten im Regelfall erst in spateren Lebensabschnitten auf.
Verletzungsspezifische Daten

Zum Zeitpunkt der ersten VKB-Ruptur waren die Patienten durchschnittlich 23,4 = 6,5 Jahre alt,
wobei die Altersspanne von 16 bis 44 Jahre reicht. Bei der zweiten Ruptur lag das
Durchschnittsalter bei 27,2 + 7,4 Jahren (Range: 17-53 Jahre). Diese Werte dhneln denen
anderer Studien zum Thema Kreuzbandruptur, sowohl in Hinblick auf das primére als auch das

sekundare Ereignis (Alessio-Mazzola et al. 2019; Cristiani et al., 2019).

Eine Frage, die sich aus der Einteilung in die Sportartengruppen ergab, war, ob diese einen
Einfluss auf das erstmalige Auftreten einer Bandverletzung haben. In den zuvor beschriebenen
Kategorien konnte kein signifikanter Unterschied gefunden werden (p=0,500). Nicht-Sportler
hatten ihre erste Verletzung mit 24,3 + 1,9 Jahren, FuBballer ebenfalls mit 24,3 + 7,3 Jahren,
andere Sportler durchschnittlich im Alter von 21,6 + 6,0 Jahre. Dabei ist methodisch zu
kritisieren, dass die Gruppenstarken sehr unterschiedlich waren. Von den 40 Studien-Patienten
waren 23 FuBballer, 13 betatigten sich anderweitig sportlich und lediglich 4 gaben an, gar keinen
Sport zu betreiben. Die Vergleichbarkeit wurde dadurch eingeschrankt. AuBerdem
unterschieden sich die zwei Sportlergruppen in ihrem kérperlichen Anforderungsbereich nicht
deutlich genug voneinander. Studien zeigen jedoch, dass es eindeutig Risikosportarten gibt, in
denen eine hohere Inzidenz herrscht (Anderson et al., 2016; Pfeifer et al., 2018). Daraus ist
abzuleiten, dass dies wohl die Zusammensetzung unserer Studienpopulation erklart. Denn auch
in diesen Studien weisen FuBballer eine hohere Verletzungsrate als andere

Mannschaftssportarten, sowie Individualsportarten, z. B. Skifahren und Turnen, auf.
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Eine andere Studie (Gans et al., 2018), die sich mit dem Auftreten von Re-Rupturen unter
Sportlern in 25 US-amerikanischen Zentren der National Collegiate Athletic Association (NCAA)
beschaftigte, beschrieb, dass Re-Rupturen bei 1 bis 11% der Patienten auftraten, wobei sowohl
traumatische Verletzungen, ein Transplantat-Versagen und iatrogene Fehler als Ursachen
genannt wurden. Das Risiko flir eine erneute Ruptur sinkt jedoch im Laufe der ersten zehn Jahre
nach der Primarverletzung (Gans et al., 2018). Bereits in der Einleitung wurde beschrieben, dass
das Risiko fir eine Re-Ruptur vor allem im ersten Jahr nach der Rekonstruktion am hdchsten ist.
Zusatzlich dazu steigt in dieser Zeit die Inzidenz fir kontralaterale Bandverletzungen im
Kniebereich (Macaulay et al. 2012). Im vorliegenden Patientenkollektiv konnte ermittelt
werden, dass die Re-Ruptur nach durchschnittlich 3,8 + 3,1 Jahren auftrat. Dabei ereignete sich
in 28% dieses Ereignis bereits im ersten Jahr. Betrachtete man die Verletzungshaufigkeiten in
den folgenden Jahren, nahmen diese kontinuierlich ab. So verletzten sich im zweiten
postoperativen Jahr beispielsweise weitere 18%, im dritten 15%. Aus diesem Blickwinkel war
auch in dieser Studie das Re-Ruptur-Risiko im ersten Jahr am hdchsten, wobei nach fiinf Jahren
drei Viertel erneut verletzt waren und nach maximal elf Jahren alle Patienten des untersuchten
Kollektivs wiederholt behandlungsbedirftig waren. Die Beobachtung von Gans et al. (2018),
dass das Risiko im Laufe von zehn Jahren nach dem Priméaraffekt abnimmt, konnte in der

vorliegenden Untersuchung bestatigt werden.

AuBerdem sollte beurteilt werden, ob Vorerkrankungen einen Einfluss auf die zeitliche Differenz
zwischen erster und zweiter Ruptur ausiiben. Im Fokus standen dabei die bei 25% der Patienten
vorhandenen weiteren Kniegelenkbeschwerden (Meniskusriss, Innen-/ AuRenbandlasionen,
kontralaterale Kreuzbandrisse). Zur Auswertung wurde der Rangkorrelationskoeffizient nach
Spearman genutzt. Mit einem Wert von rs=0,337 lieferte er die Aussage, dass lediglich ein
schwacher Zusammenhang zwischen den beiden Variablen bestand. Es war also nicht davon
auszugehen, dass das Vorliegen einer Vorerkrankung mit dem zeitlichen Eintreten einer
Zweitruptur korreliert war. Die zeitliche Abfolge der dritten auf die zweite Ruptur, wie sie bei
lediglich vier Patienten eintrat, erschien relativ zufallig. Ein Patient erlitt eine Transplantat-

Ruptur nach zwei, die anderen nach fiinf, neun bzw. 13 Jahren.

Pfeifer er al. (2018) zufolge beruhen liber 70% der VKB-Rupturen auf einem sogenannten non-
contact-Mechanismus, das heildt sie geschehen ohne Fremdeinwirkung. In der vorliegenden
Studie fand die Unterteilung in vier Verletzungsmechanismen statt, wobei die Rotation im
Kniegelenk bei fixiertem Unterschenkel ohne Fremdeinwirken, was einem non-contact-
Mechanismus entspricht, und die Zweikampfverletzung hierbei die bedeutendsten waren. Zu

allen drei Verletzungszeiten (Priméarruptur, erste und zweite Re-Ruptur) fanden 50% den
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Patientenangaben zufolge in einem non-contact-Geschehen statt. Damit war dieses auch hier
die am haufigsten eruierbare Ursache. Jeweils ca. ein Viertel der Patienten erinnerte sich an

einen Zweikampf im Mannschaftssport, also eine Verletzung mit Fremdeinwirken.
Histochemische Fédrbungen

HE-Férbung

In der HE-Farbung konnten keine Auffalligkeiten wie lokale Atrophien, Nekrosen, drastischer
bindegewebiger Umbau oder myopathische Elemente wie zentrale Kerne und vermehrte

Entziindungszellen gefunden werden.
ATPase-Fdrbungen - Muskelfaserzusammensetzung

Bereits in der Einleitung wurde beschrieben, dass sich einige Studien mit der
Muskelfaserzusammensetzung (Typ |, Ila, lIx) in der menschlichen Oberschenkelmuskulatur
befassten (Johnson et al. 1973; Staron et al. 2000; Tirrell et al. 2012) und Vergleichswerte
geliefert haben. Noch exakter ware es methodisch gewesen, alters- und belastungs-gematchte
Probanden ebenso zu untersuchen, wie es mit den VKB-Patienten geschehen ist. Da die
Muskelbiopsie jedoch eine invasive Methodik ist, ware dies fiir gesunde Kontrollen nicht
vertretbar gewesen. Das gleiche gilt fiir eine Biopsieentnahme aus dem kontralateralen,
unverletzten Bein der Patienten. Daher wurden die gewonnenen Daten mit Literaturangaben
verglichen. Besonders geeignet erschien die Unterteilung von Johnson et al. (1973) in
oberflachliche und tiefe Muskelanteile. Die in der vorliegenden Studie verwendeten
Muskelproben stammten aufgrund ihres sehnennahen Ursprungs von sehr oberflachlich
gelegenen Muskelanteilen. Die Daten von Staron et al. (2000) und Tirrell et al. (2012) sind jedoch

auch von Bedeutung fiir diese Ergebnisdiskussion, da sie die Typ Il Fasern weiter unterteilen.

Beginnend beim M. vastus lateralis wurden fiir den Typ | in der ATPase pH 4,6 Farbung ein
durchschnittlicher Anteil von 38%, in der ATPase Farbung pH 9,4 39% ermittelt, fir den Typ Il
analog 62% (davon 47% Typ lla und 15% Typ lIx) bzw. 61%. Diese Werte sind nahezu identisch
mit denen, die Johnson et al. (1973) fir den oberflachlichen Anteil des M. vastus lateralis
bestimmten (38% Typ |, 62% Typ ll). Auch der Anteil der Typ lIx Fasern der Stichprobe dhnelte
den Werten, die Staron et al. (2000) fir den M. vastus lateralis (20%) bzw. Tirrell et al. (2012)
fir den M. quadriceps femoris (15%) beobachtete. Lediglich beim Anteil an IIx-Fasern war eine

deutliche Abweichung erkennbar.

Fiir den M. vastus medialis konnte in der Stichprobe in der ATPase Farbung bei pH 4,6 ein Wert

von 37%, in der Farbung bei einem pH-Wert von 9,4 39% bestimmt werden. Fir die Typ Il Fasern
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ergaben sich analog 62% (davon 48% Typ lla und 14% Typ lIx) bzw. 61%. Im Vergleich mit den
Ergebnissen von Johnson et al. (1973) lagen die Werte unter den Literaturangaben (44% Typ |,
56% Typ ll), jedoch lGberwogen in beiden Fillen die schnell arbeitenden Muskelanteile. Wie
zuvor beim M. vastus lateralis war auch beim medialen Muskelanteil eine Ubereinstimmung mit
den lIx-Werten von Tirrell et al. (2012) erkennbar. Es konnte kein eindeutiger Unterschied
zwischen den in der Literatur untersuchten, gesunden, sportlich aktiven Menschen und den

Patienten aus der vorliegenden Stichprobe beobachtet werden.

Im Hinblick auf die ermittelten Werte ist die Ubereinstimmung der ATPase-Firbungen zu
diskutieren, da beide Farbetechniken nach dem gleichen Prinzip funktionieren. Die Intra-
Klassenkorrelation fiir die Typ I-Fasern im M. vastus lateralis betrug 0,77, fiir die Typ Il Fasern
ebenfalls 0,77. Fir die Typ | Fasern im M. vastus medialis wurde eine ICC von 0,57, fiir die Typ Il
Fasern im M. vastus medialis eine ICC von 0,69 berechnet. Es kann von einer hohen
Ubereinstimmung seitens des M. vastus lateralis (ICC = 0,77) ausgegangen werden,

wiahrenddessen die Ubereinstimmung seitens des M. vastus medialis deutlich niedriger war.
ATPase-Fdrbungen - Muskelfaserdurchmesser

Die ermittelten Muskelfaserdurchmesser bewegten sich alle im zu erwartenden Spektrum. Beim
M. vastus lateralis waren die Fasern des Typs | durchschnittlich 56,7 um grof3, des Typs lla 57,3
pm und des Typs lIx 58,2 um; beim M. vastus medialis wurden in gleicher Reihenfolge 57,6 um,
57,7 um und 58,1 um ermittelt. Die Fasern der fast twitch Muskulatur erschienen zunachst
etwas groRer, es konnte jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den Typen gefunden
werden (p = 0,338). Da jedoch in der Literatur beschrieben wurde, dass regelméaRige sportliche
Aktivitat bei Mannern zu einer Hypertrophie der fast twitch Muskulatur fihrt (Bell und Jacobs,
1990) und bei ihnen im Allgemeinen die Fasern vom Typ lla den gréRten Durchmesser haben
(Loughlin, 1993; Staron et al., 2000), stellte sich die Frage, ob die wiederholten Kreuzbandrisse
hier einen Einfluss in Richtung Hypotrophie der Typ Il Fasern haben kénnten. Auch Brooke und
Engel (1969) ermittelten unterschiedliche Faserdurchmesser fir die Muskelfasertypen: 59,5 um
fir Typ | und 64,8 um fiir Typ Il Fasern. Die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse
kénnten im vorliegenden Fall auf eine selektive Hypotrophie der Typ Il Fasern hindeuten, da hier
keine signifikanten Unterschiede gefunden werden konnten. Im Gegensatz zu den zuvor
genannten Studien konnten in einer anderen auf Autopsien beruhenden Arbeit ebenfalls keine
signifikanten Differenzen in den Faserdurchmessern der oberflachlichen

Oberschenkelmuskulatur gefunden werden (Polgar et al., 1973).
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Die Vermutung, dass Kreuzbandrisse zu Muskelhypotrophien fiihren, wurde bereits auf
bildgebender Ebene beschrieben. So konnten diese nicht nur in Muskelbiopsien, sondern auch
in der Magnetresonanztomographie nachgewiesen werden. Die Hypotrophien waren klinisch
vor allem durch eine im Seitenvergleich geminderte Kraft auffallig, welche jedoch weniger durch
die strukturellen Veranderungen als vielmehr durch suboptimale willkiirliche Aktivierung der
Muskulatur erklart wurde (Lorentzon et al.,, 1989). Studien, die vor allem auf EMG-
Untersuchungen basieren, konnten auBerdem zeigen, dass nach einer Kreuzbandruptur eine
periphere neuronale Adaptation stattfindet. Diese neuromuskuldren Schiaden kénnen die
posttraumatische muskuldre Dysfunktion teilweise erkldaren (Norte et al., 2018). Neben den
peripheren sind auch zentrale Anpassungen moglich. Die Gesamtheit dieser Verdanderungen
kann dazu beitragen, dass Re-Rupturen sowie andere Knieverletzungen auftreten und das Risiko

fir eine frihe Kniegelenksarthrose steigt (Kuenze et al., 2014).
NADH-Férbung

Die NADH-Farbung ergab flir den M. vastus lateralis eine durchschnittliche Haufigkeit von 43%,
beim M. vastus medialis betrug diese 45%. Grundsatzlich ist davon auszugehen, dass
Typ | Fasern, die slow twitch Muskulatur, welche der Theorie nach vor allem Haltearbeit leistet,
aerob bzw. oxidativ arbeitet (Steinacker et al. 2002; Laube und Anders, 2009). Daher wurden
unter Zuhilfenahme der Intra-Klassen-Korrelation die Ergebnisse der NADH-Farbung mit denen
der ATPase-Farbungen bei einem pH-Wert von 4,6 und 9,4 fiir die Typ | Fasern verglichen. Die
ICC-Werte in der Kategorie M. vastus lateralis betrugen 0,55 und 0,47, beim M. vastus medialis
lagen sie mit 0,67 und 0,64 etwas hdher. Dies konnte lediglich als miRige Ubereinstimmung
zwischen den histochemischen Farbungen gewertet werden. Dabei ist zu beachten, dass keine
exakte Ubereinstimmung zu erwarten war, da auch Typ |l Fasern teilweise oxidativ arbeiten. Die
NADH-Farbung korreliert sehr gut mit dem maximalen Sauerstoffverbrauch des Organismus
bzw. der Muskulatur, wohingegen der Anteil der in den ATPase-Farbungen dargestellten Typ |
Fasern dies nicht abbildet. Diese zwei Farbemethoden bilden also nicht die gleichen Aspekte des
muskularen Stoffwechsels ab (Gregor et al., 1981). In Tiermodellen konnte auRerdem gezeigt
werden, dass die Plastizitdt der Muskelfasern hinsichtlich ihrer oxidativen Kapazitdt soweit
gehen kann, dass die Fasern vom Typ lIx ahnliche Werte liefern wie Typ | und lla Fasern. Ob das

jedoch auf den Menschen lbertragen werden kann, ist fraglich (Curry et al., 2012).
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PAS-Férbung

Die PAS-Farbung dient zur Darstellung des intramuskuldr gespeicherten Glykogens, dem
Energielieferanten fur die glykolytische Muskelarbeit. Bereits in der Einleitung wurde
beschrieben, dass dieser Stoffwechselweg liberwiegend bei den Typ Il Fasern zu finden ist
(Steinacker et al. 2002; Laube und Anders, 2009). Die Farbungen lieferten einen Anteil an PAS-
positiven Fasern von 54% im M. vastus lateralis und 53% im M. vastus medialis.
Ubereinstimmend mit dem Uberwiegen der fast twitch Muskulatur in den Proben, stellten die
glykolytisch arbeitenden Muskelfasern die Mehrheit dar. Im Vergleich der Intra-Klassen-
Korrelation zwischen den PAS-positiven Arealen und den Typ Il Fasern aus den ATPase-
Farbungen, konnte in der vorliegenden Studie keine Ubereinstimmung nachgewiesen werden.
Dies beruht moglicherweise darauf, dass nicht immer exakt die gleichen Muskelfaseranschnitte

verwendet werden konnten. Dieser Aspekt wird in der Methodendiskussion erortert.
COX/SDH-Firbung

In der COX/SDH-Doppelfarbung kénnen mitochondrienreiche, vorwiegend oxidativ arbeitende
von solchen mit niedrigerer Aktivitit der beiden Enzyme (Cyclooxygenase und
Succinatdehydrogenase) unterschieden werden. AuRerdem kdnnen Enzymdefekte demarkiert
werden. Anhand dieser metabolischen Eigenschaften bot es sich wie bei den zwei
vorangegangenen Fiarbungen auch hier an, eine Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus den

ATPase-Farbungen zu priifen.

Der M. vastus lateralis setzte sich durchschnittlich zu 42% aus COX/SDH-reichen, oxidativen
Fasern, zu 57% aus COX/SDH-armen und zu 0,4% aus COX/SDH-negativen Fasern zusammen. Fiir
den M. vastus medialis wurden vergleichbare Werte beobachtet: 44% COX/SDH-reiche, 55%
COX/SDH-arme und ebenfalls 0,4% -negative Fasern. Allein daraus wurde ersichtlich, dass die
nicht-oxidativ arbeitenden Fasern die Mehrheit stellten, was sich mit den Ergebnissen der
anderen Farbungen ibereinstimmt und den Erwartungen an die Muskulatur junger, sportlicher

Manner entspricht.

Die Berechnung der Intra-Klassen-Korrelation fiir die Ubereinstimmung der COX/SDH- mit den
ATPase-Farbungen ergab im Mittel lediglich eine schwache bis maRige Ubereinstimmung (ICC:
0,08-0,53). Wie bei den anderen Stoffwechsel-Farbungen (PAS und NADH) bleibt auch hier offen,
ob nicht alle Typ | Fasern ausschlieRRlich oxidativ und nicht alle Typ Il Fasern ausschlieRlich und

Uberwiegend glykolytisch arbeiten, wodurch die Differenzen zustande kommen kénnten.
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van Gieson-Férbung

Die Analyse der Bindegewebsfarbung nach van Gieson ergab einen durchschnittlichen Anteil von
6,5% (M. vastus lateralis) bzw. 6,6% (M. vastus medialis) an Bindegewebe in den Anschnitten
der Muskelbiopsien. Auffallig war die hohe Streuung der Werte (1-18%). In der Literatur finden
sich Werte von durchschnittlich 15% Bindegewebe im gesamten Muskel. Die Ergebnisse der

Proben der hier untersuchten Patienten unterschieden sich davon deutlich (Markworth, 2007).

Als wichtige Fehlerquelle ist die Probeentnahme anzusehen. Im Gegensatz zu haufig in der
Neurologie angewandten Nadelbiopsien, ist die hier verwendete intraoperative Sicherung von
sehnennahem Muskelgewebe sehr stark abhangig von den individuellen lokalen anatomischen
Gegebenheiten. An einigen Biopsien waren groRere Bindegewebskonglomerate vorhanden.
Diese waren in den meisten Fallen Sehnenanteile, die in der Auswertung vernachlassigt wurden.
Trotzdem kann das Epimysium, das den Muskel zusammen mit der Muskelfaszie umhiillt, an
einem peripheren Muskelabschnitt anders vorgefunden werden als bei einer Biopsie aus der
Tiefe des Muskels. Hiertber konnten die hohen Anteile (18%) erklart werden. Bei anderen
Biopsien, die sehr klein ausfielen, waren haufig lediglich das die Muskelfasern umgebende
Endomysium und Teile des Perimysiums vorhanden. Um diese groBen Schwankungen zu
vermeiden, hatte ggf. zuvor genauer definiert werden sollen, welche Bindegewebsanteile
bereits in der Probenentnahme und anschlieBend in der histochemischen Analyse erfasst

werden sollten.
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5.2 Limitationen/Methodendiskussion

In der vorliegenden Studie wurden mannliche Patienten nach wiederholter Ruptur des vorderen
Kreuzbands untersucht. Die Einschrankung auf das mannliche Geschlecht wurde getroffen, da
die Anzahl der Frauen, die in der Sportklinik Halle im Zeitraum der Datenerhebung (Januar 2017
bis Juni 2018) therapiert wurden, zu gering war, um sie mit den Mannern suffizient statistisch
vergleichen zu kdnnen. Eine analoge Analyse fir Frauen ist ein moglicher Ansatzpunkt fir
Folgestudien. Im genannten Zeitabschnitt wurden ca. 60 Patienten mit einer VKB-Re-Ruptur in
der Sportklinik Halle operiert. Dies ist im Vergleich zu den priméaren Kreuzbandverletzungen eine
deutlich geringere Anzahl, weshalb vorerst nicht weiter nach Altersgruppen,
Sportgewohnheiten und medizinischer Vorgeschichte differenziert wurde. Lediglich die Qualitat
der Muskelbiospie entschied dariiber, ob die Patienten in die Studie einbezogen wurden.
Hinsichtlich der biometrischen Daten, der Unfallmechanismen und dem Lebensstil wurden die
Patienten anhand eines Fragebogens standardisiert interviewt. Dies kdnnte eine Fehlerquelle

darstellen, war jedoch in anderer Weise nicht realisierbar.

Wenn die Moglichkeit besteht, eine groRere Stichprobe zu untersuchen, sollte genauer darauf
geachtet werden, die Auswahl der Patienten zu verandern. So wiirde es sich anbieten, Sportler
zu untersuchen, die ein weiter voneinander entferntes Tatigkeitsspektrum haben, z.B. die
klassischen Bodybuilder, Marathonldufer und Kraftausdauer-Sportler (Schwimmer, Ruderer).
Wirde man diese Gruppen und als Vergleich Nicht-Sportler gegentiberstellen, wéare es sinnvoll,
sie untereinander hinsichtlich der Muskelfaserzusammensetzung zu vergleichen. Aus der
Literatur sind Unterschiede aufgrund der sportlichen Belastungen bekannt, auf die die Gruppen

untersucht werden kdnnten (Steinacker et al., 2002).

Da jedoch nicht alle Sportarten eine so hohe Inzidenz von Kreuzbandverletzungen wie der
FuRRball aufweisen, ware es alternativ moglich, Freizeitsportler mit professionellen Sportlern zu
vergleichen. In der vorliegenden Studie konnte zwischen Sportlern und Nicht-Sportlern keine
Unterschiede hinsichtlich des Alters bei der Primarverletzung eruiert werden. Auch die
korperliche Belastung im Beruf hatte keinen signifikanten Einfluss. Bei professionellen
FuRballern, die mit einer hoheren Haufigkeit und Intensitat trainieren, ware dies zu erwarten.
Ob auch die dabei eintretende Ermidung der Muskulatur einen Einfluss auf das

Verletzungsrisiko auslibt, ist nicht hinreichend geklart (Anderson et al., 2016).

Im Hinblick auf die Entnahme der Muskelbiopsien war ein limitierender Faktor, dass es nicht
moglich war, eine Biopsieverletzung in einen gesunden Muskel zu setzen. Daher wurden die

untersuchten Proben intraoperativ wahrend der Entnahme der Quadriceps-Sehne zu VKB-
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Rekonstruktion gewonnen. Sie waren dementsprechend sehr klein und nicht einheitlich
ausgeschnitten oder ausgestanzt. Des Weiteren ist zu bedenken, dass die Entnahme im OP der
Sportklinik Halle stattfand, die weitere Verarbeitung erfolgte jedoch im Muskellabor des
Universitatsklinikums Halle. Durch ungleichmaRige Kihlung auf dem Transportweg und
anschlieRendes Schockfrieren bei Temperaturen zwischen -70 und -80 °C kam es bei einigen
Proben zu Gefrierartefakten. Die Entnahmestelle lag bei allen Patienten sehr oberflachlich und
sehnennah. Aus der Literatur ist bekannt, dass sich oberflachliche und tiefe Muskulatur
ausgepragt voneinander unterscheiden kénnen (Johnson et al.,, 1973). Es ist also fraglich,
inwieweit die gewonnen Daten auf den gesamten Muskel Ubertragen bzw. mit andersartig

gewonnenen Muskelbiopsien verglichen werden kdnnen.

Aufgrund der Gefrierartefakte und der geringen GroRe der Muskelbiopsien war es nicht immer
moglich, direkt hintereinander gelegene Anschnitte desselben Muskels in den verschiedenen
Farbungen zu untersuchen. Dadurch lassen sich die Abweichungen, vor allem zwischen den zwei
ATPase-Farbungen, die sehr dhnliche Ergebnisse liefern sollten, erklaren. Im Idealfall sollte
immer der gleiche Anschnitt fir die unterschiedlichen Farbungen genutzt werden. AuBerdem ist

auf das genaue Einhalten der Farbezeiten und Spiilvorgange zu achten.

Die in der Ergebnisdiskussion dargestellten Erkenntnisse zeigten, dass sich die untersuchten
Patienten in der Zusammensetzung ihrer Muskulatur nur geringfligig von den Vergleichswerten
aus der Literatur unterscheiden. Von Bedeutung mag hier sein, dass alle Patienten zeitnah nach
jeder stattgehabten Kreuzbandverletzung operiert wurden und sich der Muskel in seiner
Zusammensetzung erst durch jahrelange spezifisch veranderte Belastung plastisch anpasst
(Steinacker et al., 2002). Da an der urspriinglichen Stelle des Kreuzbands ein Transplantat dessen
Aufgaben Ubernimmt, ist das Kniegelenk bandstabiler als ohne rekonstruktive Operation. Es
wird trotzdem daruber diskutiert, dass eine nicht behandelbare funktionelle Parese im Bereich
der Oberschenkelmuskulatur entsteht (Kuenze et al., 2014; Norte et al., 2018). Interessant wére
daher auch die Untersuchung von Patienten, bei denen eine konservative Therapie angestrebt
wurde. Alternativ kommen Patienten in Frage, die lange konservativ behandelt worden sind,
spater (moglichst einige Jahre, um der Muskelanpassung Zeit zu geben) aber ein Transplantat

erhalten mussten, weil sich ihre medizinische Situation veranderte.

Bezlglich weiterer grundlegender technischer Probleme sollte angefiihrt werden, dass die
technische Datensicherung nicht optimal war. Die Ubertragung der in AxioVision gewonnen
Werte erfolgte zunachst hdandisch auf eine Urliste und anschlieBend in Excel, wo die Daten fir

das Statistikprogramm SPSS aufbereitet wurden. Fiir eine weitere Studie in diesem Bereich
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sollten diese manuellen Ubertragungen vermieden werden, um den hierbei entstehenden

Fehleranteil gering zu halten.

Die Muskelbiopsie ist eine invasive Untersuchung, die demnach Komplikationen wie Blutungen,
Infektionen und Wundheilungsstérungen in sich tragt. Die Ethikkommission stimmte der
Biopsieentnahme im Rahmen der vorliegenden Studie zu, da keine zusatzliche Verletzung
gesetzt wurde. Die Operationen hatten ohnehin stattgefunden und sind nicht zum Zwecke der
Biopsiegewinnug durchgefiihrt worden. Flir zukiinftige Untersuchungen sollten jedoch nicht-
invasive Methoden im Vordergrund stehen, die reproduzierbar sind und zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im Krankheitsverlauf durchgefiihrt werden kénnen, um muskulare Veranderungen
zur erkennen. Die im Rahmen dieser Studie durchgefiihrte Biopsie diente lediglich als punktuelle
Untersuchung. In ihrer Methodik ist sie jedoch sehr genau und der Goldstandard zur Analyse der
Muskelfaserzusammensetzung. Als Alternative von besonderer Bedeutung erscheint hier die
Oberflachen-Elektromyografie. Durch neue Methoden kdénnen zum Beispiel anhand der
maximalen Kraftentwicklung und Reaktion auf elektrische Stimulation Rickschlisse auf das
Vorhandensein und die Verteilung von slow und fast twitch Fasern gezogen werden (Haun et al.

2017; Vromans und Faghri, 2017; Vromans und Faghri, 2018).
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasste sich mit der Struktur, der Zusammensetzung und den
Eigenschaften der Oberschenkelmuskulatur, speziell der Mm. vasti medialis und lateralis, von

Patienten mit wiederholter Kreuzbandruptur.

Untersucht wurde ein Patientenkollektiv mit einem Durchschnittsalter von 28,4 + 7,3 Jahren. Ein
Viertel hatte bereits weitere Kniegelenkbeschwerden, 12,5% waren anderweitig vorerkrankt.
Von den untersuchten 40 Patienten betatigten sich 90% regelmaRig sportlich und betrieben
eigenen Angaben zufolge durchschnittlich drei Mal pro Woche ihren jeweiligen Sport. Mehr als
die Halfte (60%) stufte ihren Beruf als korperlich belastend ein. Jedoch hatte keiner der
Patienten jemals eine Kreuzbandverletzung im Sinne eines Arbeitsunfalls erlitten. Uber 75% von
ihnen gaben an, dass ein Rotationstrauma bzw. ein Fremdeinwirken (z.B. in einer Zweikampf-
Situation) im Sport ursachlich fir die Verletzungen waren. Weder die Art der sportlichen
Betatigung, noch die Intensitat der korperlichen Belastung hatte einen signifikanten Einfluss auf
das Alter bei der ersten VKB-Ruptur. Im Mittel ereignete sich die zweite Ruptur 3,8 + 3,1 Jahre

nach der primaren VKB-Verletzung.

Die Patienten erhielten nach mindestens zweifacher unilateraler Kreuzbandverletzung in der
Sportklinik Halle eine autologe Quadricepssehnen-Transplantation. Wahrend dieser Operation
wurden Biopsien von den oben genannten Muskeln gewonnen, die anschlieBend fir
verschiedene histochemische Farbungen vorbereitet wurden. Im Muskellabor des
Universitatsklinikums Halle wurden die Proben mit der HE-, mATPase-, PAS-, NADH-, COX/SDH-

und van Gieson-Farbetechnik behandelt und anschliefend mikroskopisch analysiert.

Die Analyse der beschriebenen Farbemethoden konnte bis auf die Muskelfaserdurchmesser der
der Fasertypen |, lla und lIx keine gravierenden Unterschiede im Vergleich zu aus der Literatur
bekannten Daten junger, sportlich aktiver Manner liefern. Im Durchschnitt traten Gberwiegend
Typ Il bzw. fast twitch, sowie glykolytisch arbeitende Fasern auf. Dabei korrelierten die
Ergebnisse der zwei mATPase-Farbungen gut miteinander, wohingegen es Abweichungen in der
Ubereinstimmung mit den Stoffwechselaktivititen gab. Der Muskelfasertyp entsprach in den
Biopsien demnach nicht exakt dem zu erwartenden Metabolismus, wobei bereits bekannt ist,
dass Muskeln ihre Energie nicht streng nach lediglich einem Muster gewinnen. Die Tatsache,
dass die Typ |l Fasern keinen signifikant gréBeren Durchmesser als Typ | Fasern aufwiesen, kann
auf die vielfach diskutierte Hypothese der neurogenen Schadigung nach einer Kreuzbandruptur

hinweisen und fiir eine Hypotrophie eben dieser sprechen. Die bindegewebige Durchsetzung
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der Muskulatur der Patienten unterschied sich von den in der Literatur genannten Werten

gesunder Menschen.

Die in der Studie beschriebene Methodik ist an einigen Stellen verbesserungsbediirftig und sollte
bei dhnlich aufgebauten Fragestellungen angepasst werden. Da die Biopsie-Entnahme im
Operationsgebiet nur fiir Patienten moglich ist, die diese Behandlung erhalten, ist ein Vergleich
mit gesunden, alters- und verhaltens-gematchten Patienten leider nicht moglich, obwohl dies

anzustreben ware.

Um eine Kontrolle der Muskelfunktion und -aktivitat im Krankheitsverlauf zu ermdglichen, bietet
es sich an, nicht-invasive Untersuchungen, z.B. das Oberflachen-EMG, in Betracht zu ziehen. Die
Muskelbiopsie  bleibt wohl weiterhin der Goldstandard in der Analyse der
Muskelfaserzusammensetzung, jedoch ist es fraglich, inwieweit insbesondere die Patienten im

Hinblick auf ihre Alltagsfunktionalitdt davon profitieren.
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8 Thesen

1.

Die Ruptur des vorderen Kreuzbandes trat in den meisten Fallen als Sportverletzung
junger Patienten auf.

Rotationstraumata und Unfadlle mit Fremdeinwirken waren die haufigsten Ursachen fir
VKB-Rupturen bei Erst- und Wiederholungsereignis.

In den untersuchten Muskelbiopsien konnten durchschnittlich mehr Typ Il (fast twitch)
als Typ | (slow twitch) Fasern nachgewiesen werden.

In den untersuchten Muskelbiopsien konnten durchschnittlich mehr glykolytisch
arbeitende als oxidativ arbeitende Fasern nachgewiesen werden.

Hinsichtlich der Muskelfaserzusammensetzung, des -durchmessers und des
-metabolismus konnten keine eindeutigen Unterschiede im Vergleich zu jungen

Mannern ohne VKB-Ruptur (Vergleich mit der Literatur) gefunden werden.
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Anlage 1: Verwendete Chemikalien und Materialien

Chemikalien:

ATP, Roche Deutschland Holding GmbH (Grenzach-Wyhlen, Deutschland)
Calciumchlorid, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Cobalt-lI-chlorid, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol (96 %, abs. Ethanol), Sigma-Aldrich Merck KGaA (Miinchen, Deutschland)
Hamalaunlosung, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Histokitt, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Kaisers Glyceringelantine, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

NADH, Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Natrium-Azid, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Natrium-Barbitalpuffer, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Natriumdisulfit, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Natrium-Succinat, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

NBT, Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Perjodsaure, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

PMS, Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Resorcin-Fuchsin, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Roticlear, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Schiffs Reagenz, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

van Gieson-Lésung, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Weigerts Hamatoxylinldsung A, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Weigerts Hamatoxylinlésung B, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
1 %ige Amoniumsulfidlosung, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

1 % wassriges Eosin, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Verbrauchsmaterialien

Gerate

Deckglaschen, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)

Korkplatten, Merck KGaA (Darmstadt, Deutschland)

Objekttrager (Polysin), Gerhard Menzel G. V. & Co. KG (Braunschweig, Deutschland)
Objekttrager (Superfrost), Gerhard Menzel G. V. & Co. KG (Braunschweig,
Deutschland)

Transportgefalle, neoLab Migge GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Farbekuvetten, Carl Roth GmbH & Co. KG (Karlsruhe, Deutschland)
Feuchtkammer, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA)
Mikrotom (MHR), Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, Massachusetts, USA)
Warmeschrank, Salvis AG (Oftringen, Schweiz)
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