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Einleitung

1 Einleitung

Nach einem Gelenktrauma setzt der Kérper Reparaturmechanismen in Gang, um das verletzte
Gewebe zu restituieren und eine regelrechte Artikulation wiederherzustellen. Insbesondere
nach Frakturen, Operationen oder schweren Weichteil- und Bandverletzungen kann es in der
Folge zu einer bisher unvollstandig verstandenen Dysregulation physiologischer
Wundheilungsprozesse kommen (1). Die UberschieRende Synthese proinflammatorischer und
profibrotischer Zytokine, Wachstumsfaktoren und Zellen steht einer reduzierten Apoptoserate
beteiligter Zellen sowie dysfunktionalen Gegenregulationsmechanismen gegentber (1, 2). Vor
allem das Zytokin Transforming Growth Factor-beta (TGF-3) sowie kontraktile Myofibroblasten
wurden in der Vergangenheit als zentrale Treiber fibrotischer Umbauprozesse identifiziert (3,
4). Myofibroblasten sorgen durch eine gesteigerte Synthese von extrazelluldren Matrix (EZM)-
Komponenten, wie Kollagenen, firr eine exzessive Ablagerung von Bindegewebe im Gelenk
und in der Gelenkkapsel, die in einer Stérung der Gelenkarchitektur und -mechanik resultiert
(5). Bei den betroffenen Patienten manifestiert sich dies in einer persistierenden Limitation und
Schmerzhaftigkeit der Gelenkbeweglichkeit, die zu Einschréankungen von Alltagsaktivitaten
und einer erheblichen Reduktion der Lebensqualitdit wie auch der beruflichen

Leistungsfahigkeit fuhren kann (6-8).

Das als posttraumatische Gelenkkontraktur (PTGK) bezeichnete Krankheitsbild stellt daher
eine schwerwiegende und haufig unterschatzte Komplikation in der traumatologischen und
orthopadischen Praxis dar. Insbesondere das Kniegelenk weist im Kontext des
demografischen Wandels und der hohen biomechanischen Beanspruchung im Alltag und beim
Sport eine gesteigerte Vulnerabilitdt gegenliber degenerativen Prozessen und Verletzungen
auf. In der jungeren Vergangenheit wurde in Deutschland eine stetige Zunahme der
Implantation totaler Kniegelenksprothesen (TKA) im Vergleich zu den Vorjahren verzeichnet,
mit aktuell 190.708 im Jahr 2024 (9). Dabei zeigte sich insbesondere, dass zunehmend
jungere Patientengruppen betroffen sind (10). Ebenso wurde in Kanada Uber einen Zeitraum
von 17 Jahren ein signifikanter Anstieg der jahrlichen Inzidenz operativer Therapien nach
Kreuzbandrupturen von 40,6 pro 100.000 Einwohner im Jahr 2002/2003 auf 51,2 pro 100.000
Einwohner im Jahr 2018/2019 dokumentiert (11). Die hohen Inzidenzen der PTGK von 1,3—
13% nach TKA (12-14) und 4-38% (15-17) nach Kreuzbandoperationen unterstreichen die
Relevanz der Erforschung innovativer und praventiver Therapieoptionen, um die Heilung zu

beschleunigen und langfristige funktionelle Einschrankungen zu vermeiden.

Trotz des Fortschritts moderner Rehabilitationsmethoden und minimalinvasiver chirurgischer
Behandlungsoptionen bleibt die Therapie der PTGK des Kniegelenks eine komplexe

Herausforderung. Bisherige etablierte physiotherapeutische und operative Therapieformen
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fokussieren sich primar auf die Reduktion der Schmerzen und akuten Entziindung sowie die
Verbesserung der Gelenkbeweglichkeit (6). Ein kontrarer Effekt, der zu einer Aggravation der
Entziindungsreaktion und Fibroseentstehung durch die bestehenden Therapieformen beitragt,

wurde jedoch bereits in einigen Studien beobachtet und diskutiert (6, 18, 19).

Deshalb verlagerte sich der Fokus in der PTGK-Forschung zunehmend auf die Entwicklung
pharmakologischer Therapien, die durch =zelluldre und genetische Modulation von
Regulationsmechanismen in die Fibrogenese eingreifen. Die Mehrheit der vorausgegangenen
Experimente konzentrierte sich dabei auf die Reduktion proinflammatorischer Zytokine (20-22)
sowie die Inhibition isolierter Signalwege (23) und Mediatoren wie TGF-$ (24) innerhalb der
komplexen Signalkaskade der PTGK. Diese Forschungsansatze konnten bislang jedoch
keinen Durchbruch als nachhaltige und praktikable Therapieoption erzielen. Dennoch konnte
u.a. der Einfluss des Hormons Endothelin-1 (ET-1) sowie der Wachstumsfaktoren Platelet
Derived Growth Factor (PDGF), Fibroblast Growth Factor (FGF) und Connective Tissue
Growth Factor (CTGF) auf die Fibroseentstehung nachgewiesen werden (25, 26).

Insbesondere der ET-1-Rezeptorantagonist Bosentan und der multiple Tyrosinkinase-Inhibitor
Nintedanib, der die Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) kompetitiv inhibiert (27), kdnnten daher einen vielversprechenden pharmakologischen
Ansatz in der Pravention und Therapie der PTGK darstellen. Die Ubertragbarkeit der in
friheren Studien (28-31) nachgewiesenen antifibrotischen Wirksamkeit von Bosentan und
Nintedanib auf unterschiedliche Organfibrosen wird in dieser Arbeit erstmals im Kontext der
translationalen Medizin im Hinblick auf die PTGK des Kniegelenks untersucht. Hierzu wurde
auf Basis eines bereits etablierten und fir diese Studie modifizierten Rattenmodells (32) eine
randomisierte, kontrollierte Studie mit 52 mannlichen Sprague-Dawley-Ratten konzipiert. Die
Versuchstiere erhalten nach einem standardisierten Kniegelenkstrauma und einer
zweiwochigen Kniegelenksarthrodese mittels Kirschner-Draht (K-Draht) entweder eines der
beiden genannten Versuchsmedikamente, die Kombinationstherapie oder ein Placebo uber
den Zeitraum der Ruhigstellung. AnschlieBend wird das Kniegelenk mit einem neuartigen
automatisierten Arthrometer biomechanisch vermessen. Der primare Endpunkt liegt in einer
mechanisch messbaren Reduktion der arthrogenen Kontraktur (AC), idealerweise bis hin zur

vollstandigen Remission der PTGK.

Der in der vorliegenden Forschungsarbeit gewahlte innovative pharmakologische Ansatz der
simultanen Inhibition multipler Signalkaskaden in der Pathogenese der Fibrose kénnte neben
der Implementierung einer neuen biomechanischen Messmethode im Rattenmodell einen
entscheidenden Meilenstein auf dem Weg zu einer praventiven und anwenderfreundlichen

Therapieoption der PTGK markieren.
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2 Literaturdiskussion

2.1 Kniegelenksverletzungen

2.1.1 Einfahrung

Fir die Fortbewegung des menschlichen Kérpers und die Teilhabe am gesellschaftlichen und
beruflichen Leben ist ein reibungsloses Zusammenspiel des Bewegungsapparates,
insbesondere der Gelenke, Sehnen, Bander und Muskeln der unteren Extremitat, essenziell.
Das Kniegelenk ist ein Drehscharniergelenk, das zu den Diarthrosen zahlt und aus den
artikulierenden Anteilen des distalen Femurs, der Patella und der proximalen Tibia gebildet
wird. Diese Komponenten formen zwei Gelenke, das Femorotibialgelenk, das in einen
lateralen und medialen Anteil unterteilt werden kann, sowie das Femoropatellargelenk. Beide
Gelenke sind von einer gemeinsamen Gelenkkapsel umgeben (33). In Anbetracht des
geringen Weichteilmantels und der erheblichen biomechanischen Belastungen, die durch das
Korpergewicht und dynamische Bewegungen, wie Laufen und Springen, auf das Kniegelenk
einwirken, sind die Stabilitat des Gelenks und der Schutz des Gelenkknorpels von zentraler
Bedeutung. Dies gewahrleistet einerseits die Minimierung von Verletzungen sowie
andererseits die Aufrechterhaltung einer langfristigen Funktionalitdt und Belastbarkeit des
Gelenks. Der Bandapparat des Kniegelenks umfasst sowohl die intrakapsularen Kreuzbander
als auch die extrakapsular gelegenen und partiell mit der Kapsel verwachsenen
Kollateralbander (33). Diese sorgen neben den Menisken, die sich auf dem tibialen Anteil der
Gelenkflache befinden und zusatzlich als ,Stoflidampfer® den Gelenkknorpel schiitzen, fiir die

Stabilisierung und den Schutz vor Luxationen (34).

Das physiologische Bewegungsausmal? des Kniegelenks ermdglicht eine Flexion von
0°-140°/150°, eine Extension von 0°-5°/10°, eine Aufenrotation von 30°-40° und eine
Innenrotation von bis zu 10° (35). Die Rotationsachse verlauft vertikal durch den medialen
Tibiakondylus, wobei die im Vergleich zur Aufenrotation reduzierte Innenrotation auf die
Anatomie der Kreuzbander zurlickzufihren ist (35). Fur die meisten alltéaglichen Aktivitaten wie
Treppensteigen oder Sitzen ist ein Bewegungsausmalf von 10°-120° erforderlich (36). Nach
einer Verletzung kann sich infolge eines Traumas oder eines operativen Eingriffes am

Kniegelenk eine PTGK als Komplikation ausbilden.

2.1.2 Epidemiologie

In einer grolflachigen Studie analysierten Gage et al. die Daten von 6,6 Millionen

Knieverletzungen, die in dem Zeitraum von 1999 bis 2008 in den USA registriert wurden. Die
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héchste Inzidenzrate wurde in der Alterskohorte der 15-24-Jahrigen beobachtet, wobei
nahezu 50% der Verletzungen auf Sport- und Freizeitaktivitdten zurickzufihren waren (37).
Diese Altersgruppe ist im Kontext des Arbeitsmarktes besonders relevant, da
Knieverletzungen in diesem Alter erhebliche langfristige gesundheitliche Folgen haben
kénnen. Kniegelenksnahe Frakturen, die mit einer Inzidenz von 3,9% (37) aller
Knieverletzungen verhaltnismaRig selten auftraten, betrafen absolut gesehen dennoch

258.158 Patienten, was die klinische Relevanz der Verletzung unterstreicht.

Ein ahnlicher epidemiologischer Trend wurde in Deutschland durch Schneider et al. in ihrer
Studie aus dem Jahr 2016 bestatigt. In dieser Untersuchung wurden die medizinischen
Abrechnungs- und Diagnosedaten von allen Mitgliedern der AOK Baden-Wirttemberg im
Hinblick auf die Inzidenz von Knieverletzungen im Zeitraum von 2008 bis 2013 ausgewertet
(38). Die Inzidenzrate kniegelenksnaher Frakturen stieg in dem erfassten Zeitraum zwischen
2008 und 2013 um 5,7% bei den Mannern und um 9,7% bei den Frauen an. Im Jahr 2013
wurden bei einer Gesamtmitgliederzahl von 3,779 Millionen Menschen der AOK Baden-
Wirttemberg 3.590 kniegelenksnahe Frakturen dokumentiert, was einer Inzidenz von 4,1%
aller Knieverletzungen entspricht. Bezuglich der kniegelenksnahen Frakturen wurde kein
signifikanter geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt, jedoch zeigte sich ein linearer

Anstieg der Inzidenz bei Frauen ab dem 45. Lebensjahr (38).

2.1.3 Therapie einer Kniegelenksverletzung am Beispiel der Tibiakopffraktur

Im Folgenden soll die klinische Relevanz der PTGK als Komplikation traumatischer
Kniegelenksverletzungen exemplarisch anhand der Tibiakopffraktur und der daftr 2021
erschienen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Orthopédie und Unfallchirurgie (DGOU)
verdeutlicht werden. Tibiakopffrakturen stellen mit einer Inzidenz von 1-2% aller Frakturen
(39) eine seltene, aber klinisch bedeutsame Unterform der kniegelenksnahen Frakturen dar
(40, 41). Ein Haufigkeitsgipfel tritt vor allem bei jungen Mannern unter 40 Jahren infolge von
Hochrasanztraumata auf, wahrend altere Frauen bei einem zweiten Haufigkeitsgipfel aufgrund
einer haufig verminderten Knochenqualitat vorwiegend durch Niedrigrasanztraumata betroffen
sind (40, 42).

Die Frakturen entstehen bei Hochrasanztraumata durch eine direkte Gewalteinwirkung,
wahrend Niedrigrasanztraumata vorzugsweise im hoéheren Lebensalter durch eine indirekte
Einwirkung und eine Kombination aus Valgus—/Varusstress, Rotation und axialer Stauchung
auftreten (39). Das Schadensbild kann vielseitig sein und sowohl kndcherne als auch

Weichteilstrukturen betreffen (43). In einer Studie von Aguilar et al., die 1165 Patienten mit
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Tibiakopffrakturen untersuchte, lag in 95,7% der Falle die Frakturatiologie in einem

Verkehrsunfall, wobei Motorradfahrer mit 82,6% die Hauptgefahrdungsgruppe darstellten (44).

Die Klassifikation der Tibiakopffraktur erfolgt im deutschsprachigen Raum nach der AO-
Klassifikation, der Schatzker-Klassifikation (45) sowie der 10-Segment-Klassifikation, die der
Einteilung des proximalen Tibiaplateaus dient (39). Fur die Darstellung des gesamten
Frakturverlaufs kann zusatzlich das 3-Saulen-Modell angewandt werden, welches das intra-
und extraartikulare Tibiaplateau in die Segmente medial, lateral und posterior unterteilt (46).
Bei begleitenden Weichteilverletzungen hat sich allgemein fir offene Frakturen die
Klassifikation nach Gustilo und Anderson (47) etabliert, wahrend geschlossene Frakturen nach
Tscherne und Oestern klassifiziert werden (48). In bis zu 63% der Falle treten begleitende
Verletzungen des Bandapparates (49) auf, wobei insbesondere die Kreuzbander mit einer
Inzidenz von 22,5-37,3% betroffen sind (50, 51).

Bei der Versorgung von Tibiakopffrakturen sind neben der allgemeinen Anamnese der Ablauf
des Unfallhergangs, die Inspektion, Palpation und Testung der peripheren Durchblutung,
Motorik und Sensibilitéat elementar, um begleitende Gefal3-/Nervenverletzungen frihzeitig zu
erkennen oder auszuschlielen (39). Die diagnostische Bildgebung umfasst eine
Rontgenaufnahme in zwei Ebenen sowie eine anschlieRende dreidimensionale (3D)
Computertomographie (CT)-Rekonstruktion bei intraartikularen Frakturen (52). Beim Vorliegen
einer tiefen Gelenkstufe oder einem anderen Hinweis auf eine Gelenkluxation ist neben dem
apparativen Ausschluss einer traumatischen GefaRdissektion (53) die Durchfiihrung einer
Magnetresonanztomographie (MRT) indiziert, um ligamentare Begleitverletzungen zu

identifizieren (54).

Die Entscheidung zwischen konservativer und operativer Therapie erfolgt in Abhangigkeit vom
Frakturtyp, den Begleitverletzungen, individuellen Anforderungen an die funktionelle
Belastbarkeit und Stabilitat sowie von patientenspezifischen Co-Morbiditaten. Operative
Verfahren umfassen primar die Refixierung mittels Platten und Schrauben (41). Insbesondere
bei geriatrischen Patienten mit schlechter Knochenqualitadt und begleitender Osteoarthritis
(OA) kann die TKA zusatzlich eine vielversprechende Therapieoption bieten (55). Bei
schweren Begleitverletzungen, wie Gefall-/Nervenlasionen oder offenen Frakturen, kann eine
temporare Stabilisierung mit einem Fixateur externe notwendig sein (39). Je nach Frakturtyp
kann eine begleitende Arthroskopie die operative Versorgung unterstutzen und resultiert laut
Jiang et al. in einer besseren postoperativen Gelenkbeweglichkeit gegenuber der

konventionellen offenen osteosynthetischen Frakturversorgung (56).

Das Ziel der Osteosynthese ist die Ubungsstabile Wiederherstellung des Kniegelenks (39). Im

Anschluss erfolgt eine Phase der Teilbelastung und frihfunktionellen Physiotherapie,
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unterstitzt durch passive Bewegung mit einer Continue Passive Motion-Bewegungsschiene
(CPM). Ein engmaschig uberwachtes Schmerzmanagement (57) und der frihzeitige Beginn
der postoperativen Rehabilitation sollten ebenso wie eine zeitnahe vollstandige

Wiederherstellung der Extension sowie einer Flexion von tber 90° angestrebt werden (39).

In der Studie von Stevens et al. wiesen junge Patienten unter 40 Jahren, die aufgrund einer
dislozierten Tibiakopffraktur nach einem Niedrigrasanztrauma operativ behandelt wurden,
gute Langzeitergebnisse auf (58). Im Gegensatz dazu treten bei Hochrasanztraumata haufig
Langzeitkomplikationen auf (41). Zu den haufigsten Komplikationen der Tibiakopffraktur
zahlen die postoperative Gonarthrose (41) sowie die PTGK (59). Daruber hinaus kénnen
weitere  dauerhafte = Schadigungen wie  Muskelatrophien,  Gelenkinkongruenzen,
Bandinstabilitaten, Achsfehistellungen und neurovaskulare Begleitverletzungen auftreten (39).
Insbesondere eine begleitende Meniskektomie und bestehende Gelenkinkongruenzen nach
der Operation erhdhen das Risiko fir die Entwicklung einer Gonarthrose erheblich (60).
Zusatzlich beeinflusst das Ausmal der Weichteilverletzungen das Outcome negativ und muss

in der Versorgung der Fraktur und Nachsorge der Patienten Beachtung finden (61).

Gemal der Deutschen gesetzlichen Unfallversicherung resultiert unabhangig von der
Therapieform, ob konservativ oder operativ, eine Tibiakopffraktur in etwa 25% der Falle in
einer derart signifikanten Beeintrachtigung der strukturellen Integritdt und Funktion des
Kniegelenks, dass die daraus resultierenden Unfallfolgen einen Anspruch auf Unfallrente
begrinden (39, 62). Die fur Tibiakopffrakturen beschriebene Inzidenz der PTGK liegt bei
4-14,5%, bei Hochrasanztraumata sogar bis zu 18,5% (63-65) und stellt somit eine relevante
Komplikation der Tibiakopffraktur dar, die flir das behandelnde Team eine erhebliche

Herausforderung in der klinischen Praxis darstellt.

2.2 Die posttraumatische Gelenkkontraktur

2.2.1 Einfuhrung

Als Reaktion auf eine Fraktur mit Gelenkbeteiligung oder eine Operation aktiviert der Kérper
regenerative Prozesse, die eine frihzeitige Wiederherstellung der Gelenkbeweglichkeit
ermdglichen sollen (66) . Infolge einer bisher unvollstandig verstandenen Atiologie kann jedoch
eine unkontrollierte Immunreaktion und Uberschiefende Bindegewebsbildung im und am
Gelenk hervorgerufen werden, die zu variablen Bewegungseinschrankungen fiuhrt (5). Die
primare Ursache wird in einer gestoérten Entziindungskaskade der Zytokine vermutet, in der
die Dysregulation von TGF- eine mafigebliche Rolle spielt (3). Eine persistente Aktivierung

von TGF-p resultiert in einer verstarkten Proliferation und einer prolongierten Lebensdauer von
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Myofibroblasten (2, 67, 68). In der Konsequenz kommt es zu einer dysregulierten Synthese
von EZM-Komponenten, was gravierende Auswirkungen auf die Gelenkbeweglichkeit und die
Elastizitat des umliegenden Gewebes hat (1, 5, 69-71). Prinzipiell kann fast jedes Gelenk von
der PTGK betroffen sein, sie tritt jedoch gehauft am Kniegelenk, der Schulter und dem
Ellenbogen auf, wo sie umgangssprachlich unter den Bezeichnungen Kniegelenkssteife,
Schultersteife (Frozen Shoulder) oder Ellenbogensteife bekannt ist (6, 72). Fiur die Patienten
konnen die Konsequenzen schwerwiegend sein. Die limitierte Beweglichkeit und Entztindung
fuhren, in Abhangigkeit vom betroffenen Gelenk, zu Schmerzen und funktionellen
Beeintrachtigungen im Alltag, wie bspw. beim Gehen, Binden der Schuhe oder Ankleiden (7,
8). Diese Einschrankungen kdnnen die Lebensqualitat, die berufliche Leistungsfahigkeit sowie
die psychische Gesundheit der Betroffenen erheblich beeintrachtigen und weitreichende

soziodkonomische Konsequenzen fir die Gesellschaft nach sich ziehen (5, 6, 39).

2.2.2 Einteilung und Klassifikation

Das Krankheitsbild der PTGK stellt eine spezifischne Subgruppe in der Atiologie der
Arthrofibrose (AF) dar. Die Definitionen und Klassifikationen der AF variieren in der Literatur
haufig in Abhangigkeit vom betroffenen Gelenk, dem Bewegungsausmal3 (ROM) und weiteren
patientenspezifischen Kriterien (6, 73). Um die Entstehung der PTGK besser zu verstehen und
eine gezielte Therapie einleiten zu konnen, ist die anatomische Lokalisation des

pathologischen Prozesses von enormer Bedeutung.

Laut Morrey et al. (74) und Pujol et al. (57) setzt sich die posttraumatische Steifheit des
Gelenks aus zwei wesentlichen Komponenten zusammen: einem intraartikularen und einem
extraartikularen Anteil. Intraartikulare Kontrakturen resultieren aus einer strukturellen
Veranderung des intrakapsuldren Gewebes, die zu Adhasionen, Proliferation von narbigem
Bindegewebe und einem Impingement des Knochens fihrt (57, 75, 76). Demgegenuber kann
die extraartikuldare Komponente sowohl durch eine narbige Verkirzung des Muskels als auch
durch fibrotische Verwachsungen zwischen der Haut und tieferliegenden Gewebsstrukturen
oder Veranderungen der Gelenkkapsel und der periartikularen Bander verursacht werden (57,
74). Die Mischform der intra- und extraartikularen Kontraktur reprasentiert in der klinischen

Praxis ein haufiges Erscheinungsbild.

Eine generellere Einteilung stellt die Differenzierung in eine residuelle und eine aktive
Arthrofibrose-Form dar. Bei der aktiven Form ist eine fortwahrende Entziindung des Gewebes
mit progressiver Bildung der EZM, einer erhéhten Anzahl entziindungsférdernder Mediatoren
und Zellen sowie positiver Rickkopplungsmechanismen zur Aufrechterhaltung des

Entziindungsprozesses zu beobachten. Im Gegensatz dazu ist die Entztindungsreaktion bei
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der residuellen AF abgeklungen. Bei dieser Form verhindern narbige Veranderungen weiterhin
eine physiologische Gelenkmechanik (1). Ein potenzieller Ansatz zur zellularen
Differenzierung der jeweiligen Phase konnte die Bestimmung der Konzentrationen des
Tumornekrosefaktors-alpha (TNF-a) und des Interleukin-1beta (IL-1B) sein. Diese Marker
waren in einer Untersuchung von Pan et al. bei alterem fibrotischen Lungengewebe gegentiber

aktiv fibrotischen Veranderungen der Lunge nicht mehr nachweisbar (77).

Eine erste Klassifikation der PTGK des Kniegelenks wurde von Shelbourne et al. im Jahr 1996
veroffentlicht. Shelbourne definierte vier Arthrofibrosetypen (Tabelle (Tab.) 1) bei Patienten
nach operativer vorderer Kreuzbandrekonstruktion (ACLr), in Abhangigkeit von der

Bewegungseinschrankung gegeniiber dem gesunden, kontralateralen Kniegelenk (78).

Tab. 1: Ubersicht der vier Arthrofibrosetypen nach Shelbourne (78)

Typ | Extensionsverlust < 10° und normale Flexion
Typ Il Extensionsverlust > 10° und normale Flexion
Typ lll Extensionsverlust > 10° und Flexionsverlust > 25°

Typ IV | Extensionsverlust > 10° und Flexionsverlust > 30°
sowie Vorliegen einer Patella Baja

Tab. 2: Einteilung der Schweregrade der postoperativen AF nach Kalson et al. (79)

Schweregrad Flexion (Beugedefizit) Extension (Streckdefizit)
Mild 90°-100° 5°-10°
Mittel 70°-89° 11°-20°
Schwer <70° > 20°

Im Jahr 2016 veroffentlichten Kalson et al. ein Konsensdokument, in dem eine internationale
Ubereinkunft beziiglich der Definition und Klassifikation der postoperativen AF des

Kniegelenks prasentiert wurde.



Literaturdiskussion

In dieser Publikation wurde die AF als Weichteilfibrose beschrieben, die praoperativ nicht
nachweisbar war und keiner spezifischen Atiologie, wie beispielsweise prothetisch bedingten
Ursachen oder Infektionen, zugeordnet werden konnte (79). Die postoperative ROM war in der
Folge in der Flexion oder Extension eingeschrankt. Die Limitationen der Flexion und Extension
wurden hierfur in drei Schweregrade (mild, mittel oder schwer) kategorisiert (Tab. 2) (79).
Ungeachtet der Bemiihungen von Shelbourne und Kalson et al. existiert fir die PTGK des
Kniegelenks bislang keine einheitlich anerkannte Klassifikation, die als Grundlage einer

zielgerichteten und differenzierten Therapie dienlich ist.

2.2.3 Risikofaktoren

Das Auftreten einer posttraumatischen arthrofibrotischen Reaktion im Kniegelenk ist
multifaktoriell bedingt (80). In der Vergangenheit konnten jedoch verschiedene Risikofaktoren
fur die Entstehung einer PTGK identifiziert werden. Einige dieser Faktoren kdnnen durch den
Patienten aktiv beeinflusst werden, wahrend andere entweder nicht direkt modifizierbar oder

bislang noch unbekannt sind.

Die Atiologie und der Schweregrad der Knieverletzung sind maRgebliche Faktoren in der
Risikobewertung der Kontrakturentstehung. Verletzungen des vorderen oder hinteren
Kreuzbandes, Kniedislokationen, intraartikulare Frakturen sowie die Immobilisation mittels
externen Fixateurs erhdhen signifikant das grundlegende Risiko flir die Entwicklung einer
PTGK im Kniegelenk (81). Insbesondere durch die verlangerte Immobilisation des Gelenks mit
einem starren Fixateur externe steigt die Wahrscheinlichkeit um 10% mit jedem zusatzlichen
Tag der Anlage flr die Notwendigkeit einer Manipulation unter Anésthesie (MUA) oder einer
Quadrizepsplastik (64). Darlber hinaus erhéht sich das Risiko fur die Entwicklung einer PTGK
bei bilateralen Tibiakopffrakturen mit jeder zusatzlichen Woche der Fixateur-Anlage (82).
Weitere signifikante Risikofaktoren stellen friihere operative Eingriffe oder Knieverletzungen
(83, 84), ein verzdgerter Rehabilitationsbeginn (7) sowie eine verminderte praoperative ROM
dar (85).

Im Gegensatz dazu scheinen ein junges Alter (< 18 Jahre) (86), eine frihzeitige pra- und
postoperative Rehabilitation (6, 86, 87) sowie die Mobilisierung des Gelenks (64) protektiv auf
die Entstehung einer PTGK zu wirken. Das weibliche Geschlecht und ein erhéhter Body-Mass-
Index (BMI) wurden in multiplen Studien als potenzielle Risikofaktoren untersucht, flhrten
jedoch zu widerspruchlichen Ergebnissen, sodass sie nicht eindeutig als solche identifiziert
werden konnten (83, 84, 86, 88).
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2.2.4 Pathophysiologie

Der Begriff Fibrose beschreibt die durch einen inflammatorischen Reiz oder ein Trauma
induzierte exzessive Zunahme der EZM, die aus einer gestoérten Immunantwort zwischen dem
angeborenen und dem adaptiven Immunsystem resultiert und praktisch jedes Organ betreffen
kann (69, 89).

Im Kontext der PTGK fihrt die durch ein Trauma ausgeldste Verletzung zu Blutungen und
oxidativem Stress und setzt komplexe Entziindungskaskaden in Gang, die eine verstarkte
Aktivierung entziindungsfoérdernder Zytokine wie PDGF und TGF-3 im Gelenk bewirkt (1, 90,
91). In der akuten Phase nach der Verletzung wird das Immunsystem durch die Rekrutierung
von Makrophagen, neutrophilen Granulozyten, Mastzellen und Lymphozyten aktiviert (1, 92).
Dieser Prozess verstarkt die Entzindungsreaktion und induziert durch die Anwesenheit dieser
Zellen sowohl die Freisetzung profibrotischer Zytokine als auch die Proliferation und
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten (92). Myofibroblasten sind mafgeblich
beteiligt an der Bildung der EZM, der Restitution des Gewebes und der Pathogenese der
Fibrose (1, 4). Mechanische Spannungen im betroffenen und angrenzenden Gewebe sowie
die Bildung freier Sauerstoffradikale (ROS) durch Zellschadigung und biomechanische
Umbauprozesse fordern zusatzlich die Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten
(69, 93-96). Chronische Entziindungen infolge der anhaltenden Prasenz profibrotischer
Zytokine oder rezidivierende Traumata kdnnen eine epigenetische Modifikation beteiligter
Zellen und Mediatoren hervorrufen sowie eine verstarkte Expression der Rezeptoren

profibrotischer Zytokine induzieren (71, 97).

Eine aus den zuvor genannten Faktoren resultierende Uberschieende Aktivierung und
Dysregulation proinflammatorischer Zellen des Immunsystems durch Verstarkung der
positiven Ruckkopplungsmechanismen (Abbildung (Abb.) 1) oder eine unzureichende
Autophagie und Apoptose dieser Zellen, profibrotischer Zytokine oder Myofibroblasten setzten
in der Folge einen Circulus vitiosus in Gang. Dieser fordert die fibrotischen Umbauprozesse
im Gelenk, was zur Ausbildung von Adhasionen, Kontrakturen und Schmerzen fihren kann
(2, 4). Angesichts der Komplexitat der Pathomechanismen und der Vielzahl an beteiligten
Komponenten des Immunsystems wird im Folgenden eine Fokussierung auf die relevantesten

Zelltypen, Zytokine und Mediatoren der Fibrose vorgenommen.
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Wundheilung und des Circulus vitiosus der
Arthrofibroseentstehung (libernommen aus (98), Abb. 1)

Myofibroblasten

Myofibroblasten nehmen sowohl im physiologischen Wundheilungsprozess als auch in der
Pathogenese fibrotischer Erkrankungen eine zentrale Rolle ein (1, 4, 99). Einerseits sind
Myofibroblasten in dem regenerativen Gewebereparaturprozess aufgrund ihrer spezialisierten
Synthesefunktion von EZM, insbesondere in Form von Kollagen Typ | und Il sowie der
Ablagerung von dichtem Kollagen, von elementarer Bedeutung (100, 101). Andererseits kann
die persistente und dysregulierte Aktivitdt von Myofibroblasten die Ausbildung von
Kontrakturen férdern, die zu Funktionseinschrankungen bis hin zum vollstandigen Verlust der

11
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Organfunktion flihren kann (102). Insbesondere in vitalen Organen wie dem Herzen, der

Lunge, der Niere oder der Leber kdnnen die Folgen gravierend sein (103-106).

Die urspringliche Population der Myofibroblasten stammt in Abhangigkeit vom betroffenen
Organ und dem spezifischen Mikromilieu primar aus lokalen Fibroblasten. Alternativ setzen
sie sich aus unterschiedlichen Vorlauferzellen, wie Chondrozyten, glatten Muskelzellen oder
Epithelzellen, zusammen (100). Die Differenzierung zu Myofibroblasten erfolgt als Reaktion
auf mechanischen Stress, oder als biochemische Antwort auf die Ausschuttung
proinflammatorischer Zytokine wie TGF-B, IL-18 und Interleukin-6 (IL-6) nach einem
entzundlichen Reiz, um das geschadigte Gewebe schnell und effizient zu reparieren (100,
107).

Je nach Stadium der Wundheilung bilden sie Zell-Zell- und Zell-EZM-Kontakte aus, die eine
verstarkte Proliferation, Migration und Phagozytose durch die autokrine Freisetzung
proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, IL-1p, IL-6 und TGF-p induzieren (101, 108, 109).
Ihre besondere Fahigkeit, kontraktile Krafte ahnlich der glatten Muskulatur auszulben, gibt
den Myofibroblasten ihren Namen und stellt das wichtigste Unterscheidungsmerkmal zu
anderen Formen der Fibroblasten dar. Ferner wurde bei in-vitro-Standardkulturen beobachtet,
dass alle kultivierten fibroblastischen Zellen Aktin-Myosin-Fasern, auch Stressfasern genannt,
ausbilden (110). Gemal der oben genannten Definition missten demnach alle
fibroblastischen Zellen als Myofibroblasten bezeichnet werden (110). Younesi et al.
klassifizierten sie in der Folge in vivo als Proto-Myofibroblasten, da sie gegeniber
hochkontraktilen Myofibroblasten Uber eine fehlende Integration von alpha-Smooth Muscle
Actin Protein (a-SMA) in den Aktinfilamentbundeln verfiigen (110). Beide Formen sind im

physiologischen Wundheilungsprozess jedoch koexistent (111).

Das a-SMA-Protein wird unter dem Einfluss von TGF-$ synthetisiert und férdert durch seine
gesteigerte Expression die kontraktile Aktivitdt der Stressfasern, was in einer erhdhten
Spannung innerhalb der EZM resultiert. Die vermehrte Expression von a-SMA nimmt
gleichfalls Einfluss auf die Entwicklung und Maturation fokaler Adhasionen in der EZM (112).
In der klinischen Diagnostik und Forschung wird a-SMA daher als gangiger Marker fur die

Identifikation von Myofibroblasten herangezogen (113).

Folglich stellt der Myofibroblast eine funktionelle Hybridzelle dar, die sowohl fibroblastische als
auch glatte Muskelzell-Eigenschaften vereint. Diese doppelte Funktionalitat resultiert aus der
Fahigkeit der EZM-Synthese sowie der mechanotransduktiven Kopplung kontraktiler Einheiten
uber Integrine und fokale Adhéasionen in der Zellmembran (111, 114). Die Vernetzung der
Myofibroblasten sowohl untereinander als auch mit dem Zytoskelett potenziert durch den
Einfluss von a-SMA die kontraktilen Krafte innerhalb der EZM (111). Die temporar erhdhte

12



Literaturdiskussion

Spannung sorgt dafiur, dass es wahrend der Wundheilung zu keiner Ruptur des Gewebes
kommt (110). Eine Dysregulation des Heilungsprozesses durch gro3e Wundflachen oder eine
chronische Aktivierung der Myofibroblasten resultiert in einer anhaltenden Steifheit des

betroffenen Gewebes (110).

In der finalen Phase der physiologischen Wundheilung werden Myofibroblasten durch die
Aktivierung des apoptotischen Signalwegs oder durch die Re-Differenzierung in ihren
ursprunglichen Zelltyp aus dem Gewebe entfernt (110). Die physiologischen und
biochemischen Prozesse, die den finalen Weg eines einzelnen Myofibroblasten bestimmen
und somit zur Restitution des physiologischen, Myofibroblasten-freien Zustands im Gewebe
beitragen, sind bislang noch nicht vollstandig verstanden (115). Epigenetische Modifikationen
der Myofibroblasten scheinen als Gedachtnis der Verletzung zu dienen und kénnen in der
Folge in einer erhohten Aktivitat proinflammatorischer Zytokine und Gene resultieren (116,
117). Methylierungsprozesse der Desoxyribonukleinsdure (DNA) und Histone fiihren dabei zu
einer Reduktion der Expression antifibrotischer Gene und einer verstarkten Expression
profibrotischer Gene (118). Insbesondere in den ersten zwei Wochen nach einem
Gewebstrauma kommt es zu einem starken Anstieg der durch TGF- induzierten Anzahl von
Myofibroblasten (119). Unterhauser et al. beobachteten dabei eine bis zu 10-fach erhéhte
Anzahl  kontraktiler =~ Myofibroblasten in  arthrofibrotischen = Kniegelenken  bei
Revisionsoperationen nach ACLr gegentber einer Kontrollgruppe ohne PTGK nach ACLr.
Auffallig war zudem, dass eine dritte Kontrollgruppe, bei der eine Second-Look-Arthroskopie
nach dem Eingriff durchgefiuhrt wurde, eine ebenfalls 5-fach erhdhte Anzahl von
Myofibroblasten gegeniber der Kontroligruppe ohne sekundaren Eingriff aufwies (120).
Insbesondere in posttraumatisch rekonstruiertem Gewebe zuriickentwickelte Myofibroblasten
scheinen daher bei einem erneuten Trauma anfallig fur eine friihzeitige Reaktivierung aus den
Speichern residualer prafibrotischer Zellen zu sein, was das Risiko einer Dysregulation der
Signalwege profibrotischer und proinflammatorischer Zytokine beglinstigen kénnte (121). Dies
hat Auswirkungen auf zukunftige Operationen, da die unbemerkte Regression der Fibrose eine

verstarkte kontrare Gewebsreaktion in der Folge auslésen kann (1).

Mastzellen und Substanz P

Mastzellen differenzieren sich aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark und sind
in verschiedenen Geweben des Korpers, einschliefdlich der Haut und der Gelenkkapsel, sowie
in unmittelbarer Nachbarschaft zu GefalRen und Nerven lokalisiert (122). Die im Zellinneren
vorgefertigten Granula, die verschiedene Mediatoren enthalten, stellen einen wesentlichen

Bestandteil sowohl bei der Initierung als auch bei der Aufrechterhaltung einer
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Entzindungsreaktion dar und sind potenziell eng mit der Pathogenese der Fibrose verknlpft
(99). Zu den von Mastzellen produzierten und freigesetzten profibrotischen Mediatoren zahlen
FGF, PDGF und ET-1. Im Gegensatz dazu wird TGF-f erst nach der Stimulation der Mastzelle
synthetisiert und nicht vorab in den Granula gespeichert (123). Mastzellen unterliegen primar
dem Einfluss von Neuropeptiden wie Substanz P (SP) und dem Calcitonin Gene Related
Peptide. Diese werden wahrend der Entziindungsreaktion durch multiple Zellen freigesetzt und
induzieren die Degranulation der Mastzellmediatoren, was zur Proliferation und
Differenzierung von Fibroblasten zu Myofibroblasten sowie zu einer Intensivierung der
inflammatorischen Antwort flhrt (124-126).

Die Expression von SP und dessen Rezeptor Neurokinin-1 wird durch die Zytokine TNF-a und
IL-6 hochreguliert, was in der Folge das Schmerzempfinden verstarkt (127). Ferner werden
durch  positive  Ruckkopplungsmechanismen von  SP  antiapoptotische  und
proinflammatorische Mediatoren sowie profibrotische Gene hochreguliert (99). Dies resultiert

in einer Zunahme der Synthese von a-SMA und Kollagen Typ | (128).

Koeck et al. identifizierten in ihrer Studie eine erhdhte Dichte synovialer sensorischer
Nervenfasern, die SP exprimieren, sowie eine reduzierte Anzahl antifibrotischer
sympathischer Nervenfasern in von PTGK betroffenen Kniegelenken nach TKA (129). Eine
Zunahme der absoluten Mastzellzahl und neuropeptidhaltiger, sensorischer Nervenfasern im
Kapselgewebe konnte durch Hildebrand et al. in einem PTGK-Kaninchenmodell beobachtet
werden (130). Freeman et al. zeigten, dass entziindungsassoziierter oxidativer Stress die
Erhdhung der Mastzellzahl vorantreibt, was die Proliferation von Fibroblasten und die
Formierung avaskularer Regionen férdert. Hypoxie und der daraus resultierende oxidative
Stress fuhrten in der Folge zu einer metaplastischen Umwandlung von fibrotischem Gewebe
in Faserknorpel und damit zu einer heterotropen Ossifikation des Gewebes (2). Die Ergebnisse
der drei Studien unterstreichen eine potenziell entscheidende Einflussnahme von Mastzellen
und SP auf die Entstehung der AF.

Makrophagen

Der Einfluss von Makrophagen auf die Pathogenese der Fibrose wird in der Forschung
zunehmend als relevanter Faktor betrachtet (131). Es besteht eine enge Interaktion zwischen
Makrophagen und Myofibroblasten, wobei eine Vielzahl von Hinweisen darauf schlieRen lasst,

dass diese sich reziprok in ihrer Funktion durch die Sekretion von Chemokinen und Zytokinen
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beeinflussen (132). Aktivierte Makrophagen lassen sich im Hinblick auf ihren Phanotyp und

ihre Funktion in zwei Subtypen unterteilen: den M-1- und den M-2-Typ (133).

M-1-Makrophagen koénnen unter anderem durch TGF-B aktiviert werden und induzieren
Uberwiegend proinflammatorische Prozesse durch die Sekretion der Zytokine PDGF, TGF-,
TNF-a, IL-1 und IL-6, welche die Initiierung und Aufrechterhaltung der Fibrose regulieren (131,
134). Im Gegensatz dazu produzieren M-2-Makrophagen antiinflammatorische Zytokine wie
Interleukin-10 und Interleukin-13. Durch den Abbau Uberschissigen Kollagens sowie die
Sekretion und Regulation von Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) steuern sie das
Gleichgewicht zwischen Synthese und Abbau der EZM, was zur Verzégerung und Regression
der Fibrose beitragen kann (135, 136).

Endothelin-1

Das Peptidhormon ET-1, das vornehmlich von vaskularen Endothelzellen synthetisiert wird,
ist die pradominante Isoform im menschlichen Organismus und wurde ursprunglich als
vasoregulatorischer Faktor mit langanhaltender und starker vasokonstriktorischer Wirkung
beschrieben (137, 138). Als Ligand der ETa— und ETs-G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wirkt
es primar regulatorisch auf den Blutdruck und kann sowohl eine Vasokonstriktion als auch eine
Vasodilatation induzieren (139). Die Aktivierung von ET-1a-Rezeptoren durch ET-1 fuhrt zu
einer Vasokonstriktion, die Aktivierung von ET-1g-Rezeptoren zu einer Vasodilatation (Abb. 2)
(140).
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Abb. 2: Darstellung der Signaltransduktion des aktivierten ET-1-Rezeptors und der Blockade
durch ET-1-Hemmer (iilbernommen aus (140), Abb. 1)
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Daruber hinaus ist ET-1 von zentraler Bedeutung fir die Wundheilung (141). Das Hormon
fordert die Aktivierung und Proliferation von Fibroblasten (138, 139), die Differenzierung zu
Myofibroblasten (142), die Produktion von Kollagen Typ | und Il (143, 144) sowie die
Expression von a-SMA (142) und CTGF (145). Auf der Ribonukleinsdure (RNA)-Ebene
reguliert ET-1 profibrotische Prozesse, indem es die Expression von Kollagen-Promotoren
verstarkt und zeitgleich MMPs-Promotoren supprimiert (146). Teder et al. identifizierten eine
synergistische Wirkung von ET-1 mit TGF-B, PDGF und FGF auf profibrotische Prozesse,
insbesondere durch die Induktion von Zelltransformationen und -replikationen (25).
Horstmeyer et al. beobachteten zudem, dass ET-1 und TGF-f ihre profibrotischen Effekte
wechselseitig verstarkten (147). Ferner fordert ET-1 die Apoptose-Resistenz von
Myofibroblasten und tragt damit maRgeblich zur Aufrechterhaltung fibrotischer

Umbauprozesse in der Lunge bei (148).

Transforming Growth Factor-p

Der Transforming Growth Factor- fungiert sowohl als Schlisselmediator im physiologischen
Wundheilungsprozess als auch in der Pathogenese der Fibrose (72, 149). TGF-f wird von
einer Vielzahl von Zelltypen synthetisiert, wobei insbesondere die Produktion aktivierter
Fibroblasten, Myofibroblasten, Makrophagen, Mastzellen und T-Zellen fir den
Wundheilungsprozess und die Entstehung der Fibrose von Bedeutung ist (1, 150-152). Die
Aktivierung von TGF-f wird gleichfalls durch ein Spektrum verschiedener
proinflammatorischer Zytokine, Wachstumsfaktoren und ROS vermittelt (153). ROS entstehen
infolge einer Schadigung und der daraus resultierenden Hypoxie im betroffenen Gewebe
(154). Demgegenuber stimuliert TGF-B die Bildung von ROS, infolgedessen ein positiver
Ruckkopplungsmechanismus entsteht (155). Nach seiner Aktivierung erhdht TGF- autokrin
die eigene Expression und verstarkt so zusatzlich seine Signalwirkung (156). In der
Konsequenz steuert TGF-f die Fibroseentstehung durch die Aktivierung und Proliferation von
Myofibroblasten, die Expression von a-SMA, die Synthese von EZM sowie die Inhibition des
Kollagenabbaus (3, 157, 158). Zudem aktiviert es die Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
(TIMPs), deren Wirkung die Hemmung der MMPs und folglich die Blockade des Abbaus der
EZM zur Folge hat (72, 136).

In Mausmodellen konnte durch die Inaktivierung des TGF-B-RII-Rezeptors sowie des
zytoplasmatischen SMAD3-Proteins, das eine wesentliche Rolle in der Signaltransduktion des
TGF-B von der Zellmembran in den Nukleus spielt, eine Reduktion der Fibrose in Niere und

Lunge beobachtet werden (159, 160). Im Gegensatz dazu fihrte die experimentelle Induktion
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von TGF-B in Kniegelenken von Ratten zu einer signifikant erhéhten Proliferation von
Fibroblasten und einer verstarkten Synthese der EZM (72). Hildebrand et al. beobachteten
gleichfalls erhohte TGF-B-Konzentrationen in Kniegelenkkapseln in einem PTGK-

Kaninchenmodell (161).

Platelet-Derived Growth Factor

Nach Gewebeverletzungen wird im Rahmen der Wundheilung durch geschadigte
Epithelzellen, Endothelzellen und inflammatorische Zellen die Produktion und Sekretion von
PDGF sowie die Induktion der Expression des PDGF-Rezeptors auf mesenchymalen Zellen
angeregt (162). In der Folge férdert PDGF die Proliferation und Migration von Myofibroblasten
und reguliert die Synthese- und Sekretionsaktivitdt von TGF-B in Fibroblasten sowie von
Matrixkomponenten (149, 163, 164).

Es wird angenommen, dass die profibrotischen Effekte von PDGF durch eine Dysregulation
des Wundheilungsprozesses eine wesentliche Rolle bei der Entstehung von Fibrosen spielen.
Zeichen et al. wiesen in arthrofibrotischen Kniegelenken nach Kapselbandverletzungen eine
erhéhte immunhistochemische Expression von PDGF gegentber nicht fibrotisch veranderten
Kniegelenken nach (149). Ebenso fanden Murakami et al. nach isolierten
Kreuzbandverletzungen in der Synovia des Hoffa-Fettkorpers an fibrotischen Stellen
immunhistochemisch nachgewiesene erh6hte PDGF-Konzentrationen. PDGF stellt somit eine
weitere potenzielle Zielstruktur fir die Durchbrechung des Circulus vitiosus in der Entstehung
der PTGK dar (162).

Fibroblast-Growth Factor

Die zu der Gruppe der Wachstumsfaktoren zahlende Familie des FGF gehdrt mit bisher 22
bekannten Subtypen zu den vielfaltigsten Zytokinen im menschlichen Organismus (165).
Neben regulatorischen Einflissen auf zellulare Funktionen wie Wachstum, Proliferation,
Differenzierung und Apoptose (165-167) spielt FGF eine zentrale Rolle in der Restitution von
geschadigtem  Gewebe, der Angiogenese (168) sowie  Stoffwechsel- und
Entziindungsprozessen (165). Die 22 Subtypen werden gemafl ihrer Homologie und
Phylogenie (165, 169) in funf parakrine und eine endokrine Subfamilie eingeteilt (170). Mit
Ausnahme des Universalliganden FGF-1 variiert die Affektivitdt zu den funf FGF-Rezeptoren
(FGF-R) ebenso wie die Expression und Distribution der einzelnen Subtypen in den jeweiligen

Organsystemen des Menschen (168). Eine erhdhte Konzentration von FGF-1 kann zu einer
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Intensivierung der Entziindungsreaktion fuhren (171) und wurde in der Synovia arthritischer
Kniegelenke nachgewiesen (172). Zudem induziert FGF-1 die verstarkte Produktion und
Aktivierung von IL-2 und des nukleédren Faktors KappaB (NF-kB) in T-Zellen (173). In einer
Studie zur Einflussnahme von FGF auf die Pathogenese der idiopathischen pulmonalen
Fibrose (IPF) an humanen Lungenfibroblasten konnten eine verstarkte Aktivierung der FGF-
1/FGF-R-Signalkaskade sowie die Expression von FGF-1 und FGF-R 1-4 beobachtet werden,
die eine Progression der Fibrose durch die Migration von Fibroblasten und eine erhdhte
Aktivitat des Mitogen-aktivierten-Proteinkinase (MAPK)-Signalwegs beglinstigen kdonnte. Die
therapeutische Gabe von FGF-1 und Heparin fuhrte in der Folge zu einer Reduktion der
Kollagenproduktion und Apoptose der IPF-Lungenfibroblasten, was auf eine aberrante FGF-
1/FGF-R-Signaltransduktion und damit eine zentrale Einflussnahme von FGF-1 in der
Pathogenese der IPF hinweisen konnte (174). Ein kontrarer therapeutischer Effekt auf die
TGF-B1-induzierte pulmonale Fibrose konnte in einem Rattenmodell durch die Inhibition der
Myofibroblasten-Differenzierung, Regulation der TGF-p1-Signaltransduktion sowie FGF-R1-
Expression durch FGF-1 aufgezeigt werden (175). Die Resultate vorangegangener Studien
verdeutlichen, dass einzelne Subtypen des FGFs in Abhangigkeit von den involvierten
Signalwegen, der betroffenen Zelle oder Rezeptoren pro- oder antifibrotische Effekte austiben
kénnen (165). Dennoch scheint der FGF/FGF-R-Signalweg in entziindlichen Prozessen des
Korpers (165) und der Pathogenese der Fibrose einzelner Organe wie der Lunge nachweislich

von Bedeutung zu sein (176, 177).

Connective-Tissue Growth Factor

CTGF nimmt als eines von Fibroblasten, Tumor- und Muskelzellen (178) in der EZM
produziertes Matrixprotein eine wesentliche Rolle in der Interaktion mit Chemokinen,
Integrinen, Wachstumsfaktoren (179) und dem FGF-R (180) ein. Im Detail reguliert CTGF
verschiedene Prozesse der Zelladhasion, —proliferation, —migration und —differenzierung (26,
181). Wahrend der Wundheilung kommt es zu einer verstarkten Expression von CTGF, die im
physiologischen Verlauf des Heilungsprozesses wieder inhibiert wird (182). Eine erhdhte
Konzentration und Aktivierung von CTGF kann jedoch die Produktion und Akkumulation
profibrotischer EZM-Proteine (183) sowie die Aktivierung und Differenzierung von Fibroblasten
zu Myofibroblasten (184) fordern, die in einer Schadigung des betroffenen Gewebes und der
Entstehung einer Fibrose resultieren kénnen. Abreu et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass
CTGF im extrazellularen Raum das Zytokin TGF- durch die direkte Bindung mit ihm aktivierte
(185, 186). Dartiber hinaus fihrte in einem Mausmodell die isolierte Expression von CTGF in

Fibroblasten zu einer Gewebsfibrose der Haut, Lunge und Niere, die durch die Zugabe von
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TGF-B zu einer gesteigerten Induktion des CTGF-Promotors fuhrte (26). Beide genannten
Studien unterstreichen, dass der dysregulierte reziproke Einfluss von TGF- und CTGF das
Risiko der Fibroseentstehung zuséatzlich erhéhen kdnnte. Eine pharmakologische Inhibition
von CTGF kénnte daher sowohl die gesteigerte EZM-Produktion als auch die Aktivierung von
TGF-B und von Myofibroblasten reduzieren und in der Folge die Progression der PTGK

verlangsamen.

2.2.5 Therapiemoéglichkeiten der PTGK des Kniegelenks

Infolge der hohen biomechanischen Beanspruchung weist das Kniegelenk eine erhdhte
Vulnerabilitat gegenuber Verletzungen und der nachfolgenden Entwicklung einer PTGK auf.
Die in Kapitel 1 und 2.1.3 aufgeflhrten hohen Inzidenzen der PTGK nach TKA, ACLr und
Tibiakopffrakturen sowie die daraus abgeleitete klinische Relevanz, bedingt durch
Einschrankungen im Alltag (187), und die fur die Betroffenen und die Gesellschaft
verbundenen sozio6konomischen Aspekte (38, 39) haben die medizinische Forschung zu der

Entwicklung diverser Behandlungsansatze veranlasst.

Bedeutsam fur die frihzeitige Diagnosestellung und Therapieeinleitung ist die regelmaRige
Follow-up-Kontrolle der ROM des Patienten nach Verletzungen oder Operationen (6). Die
nachfolgende Wahl der adaquaten Behandlungsoption sollte auf Grundlage der Atiologie und
Lokalisation der PTGK getroffen werden (6). Bei frihzeitiger Diagnosestellung besteht laut
Mauro und Noyes et al. innerhalb der ersten drei postoperativen Monate mit einer intensiven
Physiotherapie, Extensionschienenversorgung und oraler Kortikosteroidgabe in tiber 60% der
Falle die Moglichkeit der erfolgreichen konservativen Therapie ohne den Einsatz operativer
Verfahren (188, 189). Der Einsatz einer Extensionsschiene bietet laut der Studie von Noyes
et al. nur innerhalb der ersten 8-12 Wochen bei einem Extensionsverlust bis 10° einen Vorteil
und sollte bei einer verminderten Streckung von > 12° nicht mehr zum Einsatz kommen (189).
Zu den weiteren konservativen Therapieoptionen zahlt die Anwendung der CPM-Schiene, die
in der Frihrehabilitation begleitend eingesetzt werden kann. Der Einsatz dieser motorisierten
Bewegungsschiene wird in der Forschung jedoch kontrovers diskutiert. Haller et al.
beobachteten in ihrer Studie mit 186 Patienten mit Tibiaplateaufrakturen ein signifikant
reduziertes Risiko der Entwicklung einer PTGK durch die Anwendung der CPM (64). Barei et
al. konstatierten in ihrer Studie zu Komplikationen in der Frakturversorgung von durch
Hochrasanztraumata verursachten bikondylaren Tibiakopffrakturen gleichfalls, dass eine
routinemafRige Anwendung der CPM-Schiene das Risiko der PTGK signifikant reduziert (190).
Demgegenuber zeigt der Einsatz der CPM im Rahmen der postoperativen Nachsorge nach

TKA bei 104 Patienten in der Studie von Maniar et al. keine signifikante Verbesserung der
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ROM (191). In einer weiteren prospektiv randomisierten Studie konnten Hill et al. in der
postoperativen sechsmonatigen Kurzzeitnachsorge nach intraartikularen Frakturen des
Kniegelenks bei 40 Patienten ebenfalls keinen signifikanten Vorteil des Einsatzes der CPM-
Schiene beobachten (192).

Die MUA stellt bei ausbleibendem Erfolg konservativer MalRnahmen fiir ausgewahlte Patienten
innerhalb der ersten drei postoperativen Monate eine potenzielle Behandlungsoption dar (64,
193). Manche Autoren stellen den isolierten Nutzen und Einsatz der MUA aufgrund der
Nutzen-Risiko-Abwagung jedoch in Frage (57, 194). Vorteile der MUA stellen die geringste
Invasivitat aller invasiven Verfahren und die nachgewiesene Steigerung der ROM dar. Nachteil
der Therapie ist jedoch die fehlende Visualisierung der fibrotischen Gewebsstrukturen
wahrend des Eingriffs (195) und ein daraus resultierendes erhdhtes Risiko von Verletzungen
wie intraoperativen Frakturen, Hamarthrosen, heterotroper Ossifikation, postoperativer

Vernarbung sowie Nerven- und Knorpelschaden (73, 196).

Operative Verfahren stellen ab dem dritten postoperativen Monat bei persistierender Limitation
der ROM erganzende Therapieoptionen dar. Diese umfassen die minimalinvasive
arthroskopische Adhésiolyse (LOA) oder die offene Quadrizepsplastik zur Behandlung einer
extraartikularen Fibrose (193, 196). Das minimalinvasive Verfahren der LOA stellt dabei das
am haufigsten eingesetzte invasive Therapieverfahren dar (15, 57) und zeigte insbesondere
im postoperativen Zeitraum von drei bis sechs Monaten in Kombination mit der MUA sehr gute
Ergebnisse im Hinblick auf die Steigerung der ROM (59, 196). Vorzlige des Verfahrens bieten
die gute Visualisierung und die Option der Losung intraartikularer Adhasionen, die Entfernung
freier Gelenkkorper, die Arthrolyse bei Verkiirzung der Gelenkkapsel, das verminderte Risiko
von Wundinfektionen sowie eine schnellere Mobilitdt und Rehabilitation (195, 197). Zeitgleich
stellt es ein anspruchsvolles Operationsverfahren fir den Operateur dar (195), der
arthroskopische Zugangsweg kann durch die Limitation der ROM erschwert sein und
extraartikulare Fibrosierungen kénnen durch die Operation nicht begleitend gelést werden
(197). In Kombination mit der MUA existiert zudem das Risiko der Entwicklung von
Hamarthrosen, Infektionen, Embolien, iatrogenen Frakturen und Knorpelschaden (187, 197).
Nach Durchfihrung jedes Eingriffs sollte daher stets ein nachfolgendes strenges
postoperatives Rehabilitationsprogramm durchgefihrt werden (59). Je langer die PTGK
andauert, desto geringfligiger ist die Verbesserung der ROM und das funktionelle Outcome,

weshalb chronisch Betroffene vermutlich weniger von dem Verfahren profitieren (187).

Die Quadrizepsplastik stellt eine bedeutsame zusatzliche Therapieoption bei extraartikularer
Beteiligung der PTGK mit einem Flexionsdefizit dar (57, 59). Obgleich die Quadrizepsplastik
im direkten Vergleich zur MUA und LOA die umfangreichste Verbesserung der ROM bietet
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(195, 198), wird sie dennoch aufgrund ihrer hohen Invasivitat und hohen Morbiditat nur als

Ultima Ratio angewendet (199).

Bei der PTGK kommt es haufig zu einem Streckdefizit und einer Verkurzung der hinteren
Gelenkkapsel, weshalb die offene Arthrolyse aufgrund des arthroskopisch schwierigen
Zugangswegs zu der posterioren Gelenkkapsel notwendig sein kann (73). Alle genannten
invasiven Therapieoptionen tragen das Risiko, infolge des erneuten Gewebstraumas eine
intensivierte Entziindungsreaktion des Kérpers und damit eine langanhaltende Reaktivierung
und Aggravation der PTGK zu induzieren (1, 200). Der aktuelle Forschungsstand offenbart,
dass multiple Behandlungsstrategien der PTGK existieren, die ihre Berechtigung in der
klinischen Praxis haben. Jedoch sind die eingesetzten Verfahren mit einer Vielzahl von
Komplikationen, zusatzlichen operativen Eingriffen sowie einem erhdhten Risiko fir eine
verstarkte Entziindungsreaktion und Reaktivierung der PTGK assoziiert. Dies unterstreicht die

Notwendigkeit der Entwicklung praventiver nicht-invasiver Therapieoptionen.

2.3 Das Experiment

2.3.1 Bisherige pharmakotherapeutische Ansatze

Das vorausgegangene Kapitel verdeutlicht, dass die nach Traumata oder Operationen
auftretende Gelenksteife des Kniegelenks eine der haufigsten Komplikationen in der
traumatologischen und orthopadischen Praxis darstellt, fir die bisher keine konsensbasierte
Behandlungsstrategie  existiert  (201). Physiotherapeutische  und  chirurgische
Therapieoptionen verbessern haufig die ROM. Dennoch konstatierten Kaneguchi und Millet et
al., dass bisherige konservative (6, 18, 19) und operative (1, 202) Behandlungsansatze eine
intensivierte Inflammationsreaktion hervorrufen kénnen, die die Fibrose aggraviert und in der

Konsequenz negative Auswirkungen auf die Gelenkbeweglichkeit hat.

In der klinischen Praxis werden daher haufig begleitend zu den im letzten Kapitel genannten
interventionellen Verfahren pharmakologische Therapien mit Nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR) und Glukokortikoiden zur Analgesie und Suppression von Entziindungsprozessen in
der postoperativen Rehabilitation und Behandlung der PTGK eingesetzt. Diese haben bisher

jedoch unzureichende Erfolge in der Steigerung der ROM erzielt.

NSAR wie Aspirin wirken antiinflammatorisch und analgetisch durch die Inhibition der Enzyme
Cyclooxygenase-1 (COX-1) und Cyclooxygenase-2 (COX-2) (203). Obwohl bisher keine
Forschungsarbeit einen signifikanten antifibrotischen Effekt belegen konnte (204), werden

NSAR haufig bei Patienten mit PTGK verschrieben. Im Tiermodell der Leberfibrose zeigte
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Aspirin eine Reduktion der Konzentration profibrotischer Mediatoren und damit eine
Abschwachung der Fibroseprogression (205). Salmons et al. konstatierten in ihrer Studie ein
reduziertes Risiko fur die PTGK und MUA bei perioperativer Gabe von NSAR nach TKA in
einem 12-wdchigen postoperativen Untersuchungszeitraum (206). Aufgrund ihres langfristigen
ungunstigen Nebenwirkungsprofils, das eine Zunahme des Risikos der Entstehung von
Herzinsuffizienz, Schlaganfall sowie toxischen nephrologischen und gastrointestinalen
Effekten umfasst, sollten NSAR insbesondere bei geriatrischen Patienten nur als akute

analgetische Behandlungsoption in den frihen Stadien der PTGK eingesetzt werden (207).

Glukokortikoide wie Prednisolon oder Dexamethason gehdren neben NSAR zu den weiteren
haufig eingesetzten Pharmaka in der symptomatischen Therapie der PTGK (1).
Glukokortikoide reduzieren dabei primar die Symptome, indem sie proinflammatorische
Zytokine und Mediatoren herunterregulieren (208). Sowonhl die orale als auch die intraartikulare
Gabe zeigten in klinischen Studien eine Reduktion von Schulter- und Knieschmerzen, wobei
die intraartikulare Applikation aufgrund der geringeren systemischen Exposition und der
héheren lokalen Konzentration im Zielgewebe Uberlegene Resultate erzielte (209, 210).
Hinsichtlich einer signifikanten Steigerung der ROM sind die in der Literatur berichteten

Ergebnisse jedoch heterogen (211, 212).

In Folge der unzureichenden antifibrotischen Wirksamkeit der zuvor beschriebenen NSAR und
Glukokortikoide konzentrierte sich die Forschung verstarkt auf die Entwicklung neuer
praventiver pharmakologischer Strategien, um der Entstehung einer PTGK zu verhindern, oder
deren Auspragung und Progression zu minimieren. Eine praventive medikamentose
Prophylaxe kdnnte die durch invasive Eingriffe bedingte verlangerte Morbiditat der Patienten,
die mit Funktionseinschrankungen, Schmerzen und postoperativen Komplikationen verbunden
ist, vermutlich signifikant reduzieren. Dartber hinaus wirden verkirzte Ausfallzeiten und
niedrigere Gesundheitskosten den soziodkonomischen Einfluss auf die Gesellschaft

verringern (213).

Ein zentraler therapeutischer Ansatzpunkt ist die Modulation der von Usher et al.
beschriebenen Dysregulation proinflammatorischer und profibrotischer Zytokine und
Wachstumsfaktoren, insbesondere TGF-B, PDGF und IL-1B, die eine gesteigerte und
ungerichtete Kollagenproduktion férdern und letztlich zu einer Fibrose flihren kénnen (1).
Aktuelle Forschungstrends legten den Fokus zunehmend auf den modulatorischen Eingriff in
die komplexen Regulationsmechanismen der Zytokine und Mediatoren, die die Aktivitat von
Myofibroblasten beeinflussen, welche als Hautverursacher der Uberschielenden
Kollagenproduktion gelten (vgl. Kapitel 2.2.3). Bei fibrotischen Erkrankungen anderer Organe

wie der Lunge (214), dem Herzen (215), oder der Niere (216), konnten zahlreiche bedeutsame
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pathophysiologische Erkenntnisse gewonnen und Pharmakotherapien entwickelt werden,
deren Ubertragbarkeit es auf die Pathogenese der PTGK im Rahmen der translationalen
Medizin zukunftig zu prifen gilt. Im Folgenden werden exemplarisch ausgewahite

Forschungsansatze der medikamentdsen Therapie der PTGK dargestellt.

Wang et al. untersuchten in ihrer Studie den Effekt der wochentlichen intraartikularen Injektion
von Hyaluronsaure in das Kniegelenk nach Trauma und Immobilisation im Kaninchenmodell
(217). Hyaluronsaure, ein Polysaccharid und wesentlicher Bestandteil der Synovialflissigkeit
in Diarthrosen, spielt eine wesentliche Rolle bei der Gelenkschmierung und strukturellen
Unterstitzung bei Gelenkbelastung (98). Sie fordert die Zellmigration von Immunzellen,
unterstitzt Zellen des Matrix-Remodelings in der Wundheilung (98), reguliert nachgelagerte
TGF-B-abhangige Signalwege (218) und wird durch die Reduktion der Reibung des
Gelenkknorpels haufig in der Pravention und Behandlung der OA eingesetzt (219, 220). In der
Studie von Wang et al. flihrte die Hyaluronsauretherapie nach 8 Wochen im Vergleich zum
Placebo zu einer signifikanten Verbesserung der ROM sowie zu einer Reduktion von
Adhasionen und Kollagen im Gelenk (217). Ferner konstatierte Rutjes et al. in ihrer
durchgeflihrten Metaanalyse jedoch, dass die Applikation von Hyaluronsaure bei
symptomatischen Patienten mit OA gleichfalls in einer Aggravation der Entziindungsreaktion
resultieren kann (221). Die Wirksamkeit von Hyaluronsaure, insbesondere bei akuten
Entzindungsprozessen im Gelenk, bleibt daher umstritten und bedarf weiterer

Forschungsarbeiten (222).

Dudakovic et al. testeten den Einfluss der taglichen intraperitonealen Applikation von
Adiponektin auf die Entwicklung der PTGK im Mausmodell sowie den Effekt des Hormons auf
humane Fibroblasten, die aus dem Kniegelenk von an PTGK erkrankten Patienten isoliert
wurden (223). Adiponektin, ein von Adipozyten sezerniertes Hormon, besitzt pleiotrope
Eigenschaften, einschlieRlich antiinflammatorischer, antiapoptotischer und antifibrotischer
Effekte, die nahezu alle Organsysteme des menschlichen Kérpers betreffen (224). Dudakovic
et al. beobachteten, dass die durch TGF-B1 induzierte Kollagenablagerung in primaren
humanen Kniefibroblasten durch Adiponektin reduziert wurde. Zudem fanden sie eine
Verringerung der messenger-RNA (mRNA) und des Proteinspiegels von a-SMA, dem
zentralen Marker von Myofibroblasten (vgl. Kapitel 2.2.3). Die Applikation von
5 Milligramm/Kilogramm (mg/kg) des Hormons filhrte bei Mausen, die Uber einen Zeitraum
von vier Wochen immobilisiert und anschlieend vier Wochen remobilisiert wurden, zu einer

signifikanten Verbesserung der ROM im Vergleich zur Placebogruppe (223).

Losartan ist ein kompetitiver Antagonist des Angiotensin-II-Rezeptors, der eine zentrale Rolle

in der Regulation des Blutdrucks im Kontext des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems spielt
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(225). Klinisch ist Losartan fir die Behandlung der arteriellen Hypertonie zugelassen, wobei
sein antifibrotisches Potential in multiplen Organen wie dem Herzen (226), der Leber (227)
und der Lunge (228) in Tiermodellen nachgewiesen wurde. Seine antifibrotische Wirkung
entfaltet Losartan primar durch die Hemmung der durch Angiotensin-Il induzierten verstarkten
Produktion von TGF-B in kardialen Fibroblasten (229) sowie durch die Inhibition der
Proliferation und Aktivierung von Myofibroblasten (230). Dartber hinaus konnte eine durch
Losartan verursachte Blockade der Kollagen Typ I-Synthese in kardialen Myofibroblasten bei
Patienten mit terminalen Nierenerkrankungen beobachtet werden (231). In Studien von
Baranowski und Wegner et al., die die Wirkung von Losartan auf die PTGK des Kniegelenks
nach Trauma, Immobilisation und Remobilisation im Rattenmodell untersuchten, wurden
sowohl eine signifikante Reduktion der Anzahl der Myofibroblasten als auch eine verminderte
Genexpression von TGF-B1, IL-6 und CTGF nachgewiesen (23, 232). Zudem zeigte sich eine
tendenzielle Abnahme der Kollagenablagerung in den ersten vier Wochen. Im Hinblick auf die
Morphologie und Lange der Gelenkkapsel sowie die Verbesserung der ROM ergab sich jedoch

kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten Gruppen (23, 232).

Obgleich Losartan in verschiedenen Organsystemen eine antifibrotische therapeutische
Wirksamkeit demonstrierte, konnte am Kniegelenk in der Studie von Wegner et al. kein
hinreichender Effekt und damit kein signifikanter Durchbruch in der Pravention und Therapie
der PTGK erzielt werden (232). Die Ergebnisse der Studien von Wang und Dudakovic et al.
erscheinen vielversprechend, doch kdnnte die eingesetzte Applikationstechnik eine
Herausforderung fur die Implementierung in der klinischen Praxis darstellen. Regelmaflige
intraartikulare Injektionen sind mit einem erhdhten Risiko fir Komplikationen wie Schmerzen,
Blutungen und Infektionen assoziiert (233). Dariber hinaus stellt sie sowohl fur die Patienten

als auch fur das Klinikpersonal einen erheblichen Aufwand dar (234).

2.3.2 Das Versuchsmedikament Bosentan

Einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz zur praventiven Behandlung der PTGK
koénnte die Anwendung des Versuchsmedikaments Bosentan bieten. Der Wirkstoff Bosentan
wird in der Behandlung der pulmonalen arteriellen Hypertonie (PAH) sowie zur Reduktion
neuer digitaler Ulzerationen bei Patienten mit systemischer Sklerose (SSc) eingesetzt (235).
Das Medikament wird zweimal taglich, morgens und abends, oral eingenommen und entfaltet
seine Wirkung systemisch im gesamten Organismus. Zu den relevanten unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen (UAWSs) zahlen ein dosisabhangiger, temporarer Anstieg der
Lebertransaminasen in den ersten 26 Wochen sowie eine dosisabhangige, nicht progressive

Erniedrigung des Hamoglobinwertes (235).
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Seine Wirkung entfaltet Bosentan durch die duale, spezifische und kompetitive
Antagonisierung der Endothelin-1-Rezeptoren, bei denen es mit dem Peptidhormon ET-1 um
die Bindungsstellen der ET-1a- und ET-1g-Rezeptoren konkurriert (235, 236). ET-1 spielt eine
wesentliche Rolle in der Pathogenese der Fibrose, wie in Kapitel 2.2.4 bereits umfassend
dargelegt wurde. Die ET-1a- und ET-1s-Rezeptoren sind vornehmlich auf vaskularen glatten
Muskelzellen und Endothelzellen lokalisiert (237). Katwa et al. wiesen darlber hinaus die in-
vitro Prasenz von ET-1a und ET-1g Rezeptoren mit einer leichten Dominanz von ET-1g auf der
Oberflache isolierter kardialer Fibroblasten bei Ratten nach, was eine potenzielle direkte

Modulation von ET-1 auf die Fibroblastenfunktion erméglichen kénnte (238).

TGF-B zahlt zu den potentesten Regulatoren von ET-1 und nimmt als Mediator eine
SchlUsselrolle in der Aktivierung von Myofibroblasten ein (vgl. Kapitel 2.3.3). Dabei induziert
TGF-p die Expression von ET-1 durch die transkriptionelle Regulation des ET-1-Promotorgens
(239) und fordert die Freisetzung von ET-1 in vaskularen glatten Muskelzellen (240), kardialen
Zellen (241) und Endothelzellen (239). Lagares et al. stellten in ihrer Untersuchung der TGF-
B1/ET-1-Achse und deren Einfluss auf die Wundheilung der durch Bleomycin induzierten
dermalen Fibrose in Mausen eine Abhangigkeit der Expression profibrotischer Gene von TGF-
B1 durch ET-1 fest, was auf eine reziproke Beeinflussung der beiden Signalwege hinweist
(141). Bosentan inhibiert die profibrotischen Effekte von TGF- und moduliert die zugehorige
Signaltransduktion. Im Detail férdert Bosentan die Erhéhung der Konzentration des zu der
SMAD-Proteinfamilie gehdrenden intrazelluldaren Signalmolekils SMADG6, das eine
inhibitorische Wirkung auf die profibrotische Aktivitat von TGF-f ausubt (236). In kardialen
Fibroblasten von Ratten zeigte sich zudem eine Reduktion des profibrotischen SMADA4-
Proteins und des flr die Aktivierung relevanten SMAD-Ankerproteins auf ein normwertiges
Niveau (242). Daruber hinaus hemmt Bosentan die Fibroblastenaktivierung durch ET-1 sowohl
durch die Reduktion der Expression von CTGF als auch durch die Inhibition von NF-kB (Abb.
3) (236). Der NF-kB ist Teil einer DNA-bindenden Proteinfamilie, die durch die Regulation der
Transkription proinflammatorischer Gene eine essenzielle Funktion bei Immun- und
Entzindungsreaktionen ausubt (243, 244). Die Studie von Muller et al. zeigte, dass die Gabe
von Bosentan zu einer verminderten Expression von nF-kB in einem Rattenmodell mit
Angiotensin-ll-induzierter Hypertonie fuhrte, was sowohl eine reduzierte Aktivierung von
Fibroblasten als auch eine generelle Abnahme der Fibrose zur Folge hatte (245). Finsens et
al. konnten zusatzlich eine signifikante Reduktion der Anzahl von Integrinen, Adhasionen und
inflammatorischen Zytokinen durch die Bosentangabe bei eosinophilen Lungenentziindungen
beobachten (246). In einer Untersuchung von Raghu et al. zur Behandlung der IPF flihrte die
selektive Inhibition des ET-1a-Rezeptors mit dem Medikament Ambrisentan zu einer

Progression der Erkrankung, was den vorzeitigen Abbruch der Studie erforderlich machte
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(247). Die simultane Inhibition der ET-1a- und ET-1g-Rezeptoren scheint daher eine zentrale
Rolle in der Bekdmpfung der Fibrose zu spielen, da beide Rezeptortypen durch ET-1

profibrotische Effekte vermitteln kdnnen (236).

TGF-p
|3

Bosentan ET- xB‘osentan

CTGF Nf-KB

\ Integrins
Cytokines
¥

Fibroblast

activation

Abb. 3: Schematische Darstellung des inhibitorischen Einflusses von Bosentan auf die

Fibroblastenaktivierung (libernommen aus (236), Abb. 1)

Neben den in verschiedenen Organsystemen beschriebenen Effekten des Endothelin-
Systems auf die Pathomechanismen der Fibrose wurde in anderen Medikamentenstudien eine
heterogene Einflussnahme von Bosentan auf die Reduktion der Organfibrose beschrieben
(140, 236). Die Rolle des Endothelin-Systems in der Pathogenese der PTGK ist bisher
aufgrund fehlender in vitro- oder in vivo-Studiendaten ungeklart, wodurch die Frage offenbleibt,

ob Bosentan eine vielversprechende Therapieoption in der Behandlung spielen kénnte.

2.3.3 Das Versuchsmedikament Nintedanib

In bisherigen Forschungsansatzen zur Entwicklung von Pharmakotherapien der PTGK lag der
Fokus in erster Linie auf der Beeinflussung einzelner spezifischer Signalwege innerhalb der
multifaktoriellen Atiologie der PTGK, wie exemplarisch bereits anhand ausgewahlter
Therapieansatze in Kapitel 2.3.1 verdeutlicht wurde. Im Gegensatz dazu fungiert der
niedermolekulare Wirkstoff Nintedanib als ein intrazellularer und multipler Tyrosinkinase-
Inhibitor, der die Rezeptoren von PDGF, FGF und VEGF dosisabhangig (248), kompetitiv und
reversibel inhibiert (27, 28, 249). Im Detail blockiert Nintedanib die Adenosintriphosphat (ATP)-
Bindungstasche der Rezeptoren und unterbricht dadurch die damit verbundene intrazellulare

Signaltransduktion. Diese fihrt durch eine verstarkte Transkription profibrotischer und
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proinflammatorischer Gene zur Induktion der Proliferation und Migration von Zellen und
Mediatoren, die an der Wundheilung (250) und der Pathogenese der Fibrose beteiligt sind (27,
248, 249).

Nintedanib wird in Europa bei Erwachsenen zur Behandlung der IPF, der SSc-assoziierten
interstitiellen Lungenerkrankungen (SSc-ILDs) (249) sowie als Therapieoption des
fortgeschrittenen nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC) in Kombination mit dem
Chemotherapeutikum Docetaxel (251) eingesetzt. Das Medikament wird zweimal taglich in
einem 12-stundigen Abstand oral eingenommen und wirkt systemisch im gesamten
Organismus (249). Zu den relevanten UAWSs zahlen eine Erhéhung der Lebertransaminasen,
die bei Dosisreduktion oder Therapieunterbrechung reversibel ist, sowie ein erhdhtes
Blutungsrisiko bei Patienten mit entsprechender medikamentoser oder hereditarer
Blutungsanamnese. Zu den am haufigsten in klinischen Studien und der Praxis beobachteten
UAWSs zahlen Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen (252). Die Symptomatik war in der Regel
jedoch mild bis moderat ausgepragt und besserte sich bei den meisten Patienten im Verlauf
der Therapie nach Gabe eines Antidiarrhoikums, ohne dass eine Dosisanpassung notwendig
wurde (253).

In verschiedenen tierexperimentellen Modellen zu interstitiellen Lungenerkrankungen (ILDs),
der SSc und SSc-ILD konnte der antiinflammatorische und antifibrotische Effekt von
Nintedanib auf die Lunge (28, 254) und Leber (29) bereits beobachtet werden.
Pharmakodynamisch zeigte sich, dass durch Nintedanib die Proliferation und Migration von
Fibroblasten, die Differenzierung in aktive Myofibroblasten sowie die Sekretion der EZM
gehemmt wurde (249). Wollin et al. konstatierten in ihrer Ubersichtsarbeit zum Einfluss von
Nintedanib auf die IPF, dass Nintedanib sowohl die TGF-B-regulierte Differenzierung von
Fibroblasten zu Myofibroblasten als auch die Sekretion und Ablagerung von Kollagen inhibiert
(248). Darlber hinaus hemmt Nintedanib den regulatorischen Effekt von TGF-p auf die
Signalkaskade des FGFs, indem es die Hochregulation von FGF-Rezeptoren auf
Lungenfibroblasten (255) und dadurch die durch FGF-induzierte Proliferation der Fibroblasten
unterdrickt (256). Die wesentliche Bedeutung des Wachstumsfaktors PDGF in der

Pathogenese der Fibrose wurde bereits detailliert in Kapitel 2.2.3 beschrieben.

Nintedanib inhibiert multiple intrazellulare Signalwege von PDGF (Abb. 4), darunter Rat
sarcoma (Ras), Rat fibrosarcoma (Raf), MAPK, extracellular-signal-requlated-kinase (ERK)
sowie die Phosphoinositid-3-Kinase (P13K). Die Blockade dieser Signalkaskaden resultiert in
einer reduzierten Proliferation und Migration sowie einer verklrzten Lebensdauer von
Myofibroblasten (257).
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Abb. 4: Wirkmechanismus von Nintedanib auf die PDGF-, FGF- und VEGF-Rezeptoren im

Kontext der Fibrose und Angiogenese (libernommen aus (248), Abb. 1)

Der Wachstumsfaktor VEGF spielt eine zentrale Rolle in der physiologischen Wundheilung.
Durch die Aktivierung von VEGF wird die Angiogenese induziert, die Zellproliferation geférdert
und die vaskulare Permeabilitat erhoht (258). Ferner wurde VEGF als bedeutender Regulator
der Fibrose identifiziert. Die Blockade des VEGF-Rezeptors und seiner Signalwege durch
Nintedanib fuhrt zu einer Hemmung der Angiogenese und resultiert in einer verringerten
Proliferation, Migration und Uberlebensfahigkeit der Fibroblasten, indem die Bindung von
VEGF an PDGF-Rezeptoren auf der Oberflache von Lungenfibroblasten inhibiert wird (248).

Obgleich die therapeutischen, antifibrotischen und antiinflammatorischen Effekte von
Nintedanib in friheren Untersuchungen vorwiegend in der Lunge sowie in von SSc-betroffenen
fibrotischen Organen getestet wurden, lassen die vielversprechenden Ergebnisse dieser
Studien (28, 253, 259) ebenfalls auf einen potenziellen therapeutischen Nutzen in der
Behandlung der PTGK hoffen.
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3 Material und Methoden

3.1 Studiendesign

3.1.1 Aufbau der Studie

Fir die randomisierte, zweifach verblindete in-vivo Studie wurden 52 mannliche, 10 Wochen
Labs,

Versuchsleiter in vier gleich groRRe, randomisierte Versuchsgruppen (n=13) aufgeteilt (Abb. 5).

alte Sprague-Dawley-Ratten (Janvier Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) vom
Die Anzahl der fur die Studie und statistischen Signifikanz erforderlichen Versuchstiere wurde
nach Festlegung des primaren Endpunkts, der Reduktion der AC, in einer A-priori-
Teststarkenanalyse (Signifikanzniveau a: 5%; statistische Power 3: 80%) mit Hilfe des Instituts
flir medizinische Epidemiologie, Biometrie und Informatik (IMBEI) der Universitdtsmedizin
Mainz und auf Basis friherer Experimente mit vergleichbarem Versuchsaufbau erstellt (23,
232, 260). Der Studienleiter war weder an der praktischen Durchfihrung noch an der
statistischen Analyse des Experiments aktiv beteiligt. Die Randomisierung erfolgte mithilfe von
GraphPad'. Durch die Zufallsverteilung der Versuchstiere konnte gewéhrleistet werden, dass
die variablen Zeitpunkte der chirurgischen Intervention keinen Einfluss auf das Ergebnis
hatten. Die Ratten wurden im Tierstall des Translational Animal Research Center (TARC) der
Universitatsmedizin Mainz einzeln in Makrolon-Typ IV Kafigen (Zoonlab, Castrop-Rauxel,

Deutschland) bei Zimmertemperatur und einem 12-Stunden Tag/Nacht-Rhythmus gehalten.

10 weeks old male Sprague Dawley rats (n = 52)
surgical joint trauma and immobilization

1
Randomization in groups
|

\ 4 \ 4 \ 4 \ 4

4 3 { . N _ N N
Bosentan (n=13) Nintedanib (n = 13) Bosentazr:lzén,tne;/?(r;%(n =13) Placebo (n =13)
2 ki
2x100 mg/kg/d 2x5 mg/kg/d + 2x5 ma/ka/d x5 mg/kg/d
\. I\
| | | T
2 weeks of immobilization with k-wire
¥ ¥ ¥ ¥
Y
Biomechanic assessment Biomechanic assessment Biomechanic assessment Biomechanic assessment
(n=13) (n=13) (n=13) (n=13)
left and right knee joint left and right knee joint left and right knee joint left and right knee joint

Abb. 5: Studiendesign

' QuickCalcs. GraphPad Software. https://www.graphpad.com/quickcalcs/randomize 1/ Zugriffsdatum: 13.05.2022
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Die Tiere hatten allzeit freie Bewegung im Kafig und kontinuierlichen Zugang zu unbegrenzter
Nahrung und Trinkwasser. Die vier Versuchsgruppen unterschieden sich ausschlieRlich in der

postoperativen medikamentdsen Therapie.

Vor der Durchfihrung des Experiments wurde das rechte Kniegelenk als Interventionsort fur
die Induktion des Traumas und die anschlieRende operative Immobilisierung festgelegt, um
die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen den Versuchsgruppen sicherzustellen. Alle
Versuchstiere wurden am ersten Tag des zweiwochigen Zyklus einem einheitlichen
chirurgischen Eingriff unterzogen, der aus einer standardisierten Gelenkverletzung des
rechten Kniegelenks und operativen Immobilisierung mittels temporarer 14-tagiger K-Draht-
Knie-Arthrodese bestand. AnschlieBend erfolgte eine zweiwdchige, zweimal tagliche orale
Therapie in festgelegten 12-stindigen Abstanden. Nach Abschluss der 14-tagigen
Pharmakotherapie wurden die Ratten mittels Kohlenstoffdioxid (COz) euthanasiert.
Unmittelbar nach der Euthanasie erfolgte die operative Exartikulation im Huftgelenk des
rechten und linken Beins. Das Kniegelenk wurde beidseits myotomiert und biomechanisch
vermessen, wofir der K-Draht entfernt und ein automatisiertes Arthrometer zur Erfassung der

Messwerte verwendet wurde.

Das Ziel des Experiments war die Untersuchung eines antifibrotischen Effekts der
eingesetzten Pharmaka hinsichtlich einer potenziell messbaren Reduktion der AC des
Kniegelenks im Kontext der PTGK.

Die Verabreichung der Wirkstoffe und das Monitoring der Tiere wurden zweimal taglich von
einem an der Studie beteiligten Doktoranden durchgefiihrt. Sowohl die Operateure als auch
die Doktoranden und Tierpfleger waren hinsichtlich der Gruppenzugehdrigkeit der

Versuchstiere verblindet.

Der Antrag zur Durchfihrung des Tierversuchsvorhabens ID 23 177-07/G 21-1-113 wurde von
der lokalen Ethikkommission des Landesuntersuchungsamtes Rheinland-Pfalz in Koblenz
genehmigt. Fir die Durchfihrung des Tierexperiments sowie die Erlaubnis und Befahigung
zur Handhabung der Versuchstiere mussten alle Doktoranden die Module 1-3 gemalRd der
Tierschutzversuchstierverordnung, Anlage 1 (Abschnitt 1-3), der versuchstierkundlichen
Kurse des TARC der Universitadtsmedizin Mainz erfolgreich absolvieren. Diese thematisierten
die Grundlagen tierexperimenteller Versuche, einschlief3lich operativer und nicht-operativer

Eingriffe an Mausen und Ratten.
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3.1.2 Abbruchkriterien

Gemal den Bestimmungen des Tierschutzgesetzes wurden fir den Versuch sechs
Abbruchkriterien definiert, um vermeidbares Leid, Schmerzen und Stress der Versuchstiere

quantifizierbar zu machen und ein zeitliches Hinauszdgern dieser Zustéande zu verhindern.

Hierfir wurde ein Score-Sheet (vgl. Kapitel 8.5) bei der taglichen postoperativen Visite
angewandt, mit dessen Hilfe potenziell betroffene Versuchstiere erkannt werden sollten. Zu

den sofortigen Abbruchkriterien zahlten:

1. Reduktion des Kérpergewichts > 20% des Ausgangsgewichts

2. Atemgerausche, gestraubtes Fell, geschlossene Augen, Krampfe und Lahmungen

3. Apathie, Wund- oder Gelenkinfektionen, Nekrosen

4. Aggressivitat bei Palpation

5. Abnorme Korperhaltung

6. Materialversagen (Bruch des Implantats, Dislokation der Cerclage) mit hoher Belastung fir

das Versuchstier

Bei Erflullung eines der definierten Abbruchkriterien war der Studienleiter unverzuglich zu

informieren und es ware unmittelbar eine Euthanasie mittels CO, durchgefiihrt worden.

3.2 Medikation

Alle Ratten erhielten vom Tag der Operation bis zu ihrer Euthanasie das ihrer Versuchsgruppe
zugeteilte Medikament. Alle Wirkstoffe wurden in Pulverform oral verabreicht. Die
Tagesdosierungen wurden vor Beginn des ersten Tierversuchs in 1,5 Milliliter (ml) Safe-Lock-
Tubes Reaktionsgefale abgefiillt und mit Hilfe einer Feinwaage préazise dosiert. Der
Doktorand, der die Tagesdosierungen vorbereitete, war gegeniiber der Medikamenten- und
Gruppenzugehdrigkeit verblindet. Aufgrund der Pulver- und Lagerungsform der Medikamente
in Eppendorf-Reaktionsgefallen war es unvermeidlich, dass ein Teil der Dosierung an den
Gefallwanden haften blieb. Aus diesem Grund wurden die Wirkstoffe mit einer zusatzlichen
Toleranz von 5% dosiert. Die Tagesdosis lag in der Bosentan-Gruppe bei 100 mg/kg
Kérpergewicht (KG), in der Nintedanib-Gruppe bei 5 mg/kg KG, in der Kombinationstherapie-
Gruppe bei 100 mg/kg KG (Bosentan) + 5 mg/kg KG (Nintedanib).

Die Dosierung der eingesetzten Arzneimittel wurde auf Grundlage der No-Observed-Adverse-
Effect-Level (NOAEL) friherer Studien zur Pharmakokinetik, Pharmakodynamik und
Vertraglichkeit gewahlt (261). Zu den zweimal taglich festgelegten Zeitpunkten wurde die in

Einzeldosen vorbereitete Wirkstoffdosierung mit 10 Gramm (g) einer handelsiblichen

31



Material und Methoden

Schokoladencreme vermischt und den Versuchstieren zuséatzlich zur reguldaren Nahrung
angeboten. Daflr wurde die praparierte Schokocreme gut sichtbar an der Innenseite des
Kéfigs platziert, um den Verzehr anschlieend kontrollieren zu kdnnen. Die Medikation wurde
von allen Tieren unverziglich und vollstdndig aufgenommen. Die Vorbereitung und

Verabreichung der Medikation wurden ausschlieRlich durch die Doktoranden durchgefuhrt.

3.3 Anasthesie

3.3.1 Operative Narkose und Schmerztherapie

Die Narkoseeinleitung erfolgte durch inhalative Applikation einer 1%-Isofluranlésung in einem
luftdicht abgeschlossenen Raum. Zur Aufrechterhaltung der Anasthesie wurde eine
gewichtsadaptierte Kombination (Tab.3) aus Midazolam (4,0 mg/kg KG), Medetomidin
(0,375 mg/kg KG) und Fentanyl (0,005 mg/kg KG) verwendet, die nach der Einleitung der
inhalativen Narkose intraperitoneal injiziert wurde. Nach Abschluss des chirurgischen Eingriffs
wurde die Anasthesie durch die subkutane Applikation der Kombination aus Atipamezol
(1,0 mg/kg KG)
Dosisberechnung jedes Versuchstieres und die Praparation der fur die Anasthesie und

und Flumazenil (0,2 mg/kg KG) antagonisiert. Die gewichtsadaptierte
Antagonisierung notwendigen Medikamente wurden auf Grundlage des am ersten
Versuchstag unmittelbar vor dem operativen Eingriff erfassten Kérpergewichts durchgefuhrt.
Ein potenzieller Verlust wahrend der Injektion sowie geringfligige Abweichungen des Gewichts

wurden durch eine Erhéhung der berechneten Dosierung um 5% kompensiert.

Tab. 3: Dosisrechner der Medikamente

Dosisrechner Medikamente
Gewicht (kg) | Narkose Konzentration Dosierung errechnete Menge

(mg/ml) (mg/kg KG) (ml/ Ratte nach KG)

Medetomidin 1 0,375 0,16875

Midazolam 5 4 0,36

Fentanyl 0,05 0,005 0,045

Antagonisierung Konzentration Dosierung errechnete Menge
(mg/ml) (mg/kg KG) (ml/ Ratte nach KG)

Atipamezol 5 1 0,09

Flumazenil 0,1 0,2 0,9

Post-OP Analgesie | Konzentration Dosierung benétigte Menge/Flasche (F) (500ml)
(mg/ml) (mg/ml H20) (T) i/ (F) ml

0,45 Tramadol (T) 100 2,5/100 125 + 500
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3.3.2 Postoperative Schmerztherapie

Fir die postoperative Analgesie wurde das Opioid Tramadol in der in Tab. 3 aufgefihrten
Konzentration dem herkdmmlichen Trinkwasser beigemischt und allen Versuchstieren

jederzeit frei zuganglich gemacht.

Dieser Zeitraum erstreckte sich von drei Tagen vor bis drei Tage nach der Operation, um
sowohl eine Gewohnung an den Geschmack des Tramadols als auch eine suffiziente
Schmerztherapie zu gewahrleisten. Letzteres zielte darauf ab, eine unerwinschte
Konditionierung mit dem negativen Reiz der Operation zu verhindern. Tramadol wird
Uberwiegend Uber Cytochrom P450 (CYP)-2D6 (80%) und alternativ iber CYP3A4 in der
Leber abgebaut (262). Der Metabolismus des im weiteren Verlauf des Experiments
eingesetzten Bosentans erfolgt primar tber CYP2C9 und ebenfalls iber CYP3A4 in der Leber
(263). Nintedanib wird nur in geringem Mal3e Uber das Cytochrom P450-System metabolisiert,
wobei der primare Weg der Verstoffwechselung CYP-unabhangig Uber Esterasen und
Uridindiphosphat (UDP)-Glycosyltransferasen (UGT) erfolgt (27). Eine den Metabolismus
betreffende potenzielle Arzneimittelinteraktion, die zu einer Reduktion oder Erhéhung der
Konzentration eines der eingesetzten Medikamente fuhrt, wurde fir die im Experiment
vorgenommene Kombination nicht beschrieben (263). Eine Interaktion zwischen Bosentan
und Tramadol aufgrund des partiellen konvergenten Abbauweges Uber CYP3A4 erschien
wegen der alternativen Metabolisierung Uber CYP2C9 als unwahrscheinlich. In den folgenden
14 Tagen wurden alle Ratten taglich auf Anzeichen von Stress oder Schmerzen infolge des
Traumas und der Immobilisation untersucht, die gemaR den in Kapitel 3.1.2 definierten
Versuchsabbruchkriterien eine vorzeitige Beendigung des Experiments erforderlich gemacht

hatten.

3.4 Operativer Eingriff

3.4.1 Vorbereitungen

Vor Beginn jeder Operation wurden samtliche erforderlichen Materialien, Instrumente,
Medikamente und Gerate auf Vollstandigkeit und Funktionsfahigkeit Gberprift. Eine detaillierte
Ubersicht der benétigten Einmalmaterialien und Operationsinstrumente ist in Kapitel 8
aufgefihrt.

Die Anasthesie und Operationen wurden in einem speziellen Operationsbereich fiir
tierversuchstechnische Eingriffe des TARC-Gebaudes durchgefiihrt.

Der Operationstisch wurde vor, zwischen und nach jedem Eingriff grindlich gereinigt und

desinfiziert. Wahrend der Vorbereitung und der operativen Eingriffe wurden die
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allgemeinglltigen antiseptischen MaRnahmen strikt eingehalten. Diese umfassten das Tragen
von Bereichskleidung und Bereichsschuhen, eines Mund-Nasen-Schutzes, einer
Operationshaube, eines sterilen Operationskittels, steriler Operationshandschuhe sowie die
Durchflihrung einer chirurgischen Handedesinfektion. Die wiederverwendbaren Instrumente
wurden zwischen den Eingriffen ordnungsgemafl gereinigt und desinfiziert. Nach jedem
Operationszyklus wurden die gebrauchten sterilisierbaren Instrumente maschinell gereinigt,
desinfiziert und anschlief3end mittels Dampfsterilisation sterilisiert.

Der Operationsbereich bestand aus einer desinfizierten und auf 37 °C vorgewarmten
Warmeplatte, die mit einem sterilen 90 x 75 Zentimeter (cm) groRen Abdecktuch abgedeckt
war. Die bendtigten Instrumente und Einmalmaterialien wurden dem Operateur steril

angegeben und auf dem sterilen Abdecktuch platziert.

3.4.2 Ablauf der Operation

Vor Beginn des chirurgischen Eingriffs wurde den Versuchstieren ausreichend Corneagel
(Corneregel; 50 mg Dexpanthenol/1 g Salbe) auf die Augen aufgetragen, um diese wahrend
der OP aufgrund des fehlenden Lidschlags vor Austrocknung zu schiitzen. Anschlie3end
wurde das Fell groRflachig von Ober- und Unterschenkel bis zur Hifte mithilfe eines
elektronischen Haartrimmers entfernt, um das Risiko von Mikrotraumata und dadurch
resultierenden potenziellen Infektionen, die durch den Einsatz herkdmmlicher Rasierer
entstehen kénnen, zu minimieren (264). Nach der Rasur wurde die Ratte mittig auf dem
sterilen Tuch und der vorgewarmten Warmeplatte platziert, das Operationsgebiet gro3zligig
mit einer 7,5%-Braunol-Lésung desinfiziert und mit einem sterilen 60 x 50 cm Lochtuch
abgedeckt. AnschlieBend erfolgte die Prifung der Narkosetiefe durch Auslésung des
interdigitalen Schmerzreflexes mit einer chirurgischen Pinzette. Die Operation durfte
ausschliellich nach negativer Reflextestung gestartet werden, um eine ausreichende
Narkosetiefe des Versuchstieres sicherzustellen. Nach einem initial positiven Reflextest und
einer Wartezeit von 5 Minuten wurde bei einem erneut positiven Reflextest eine
Nachdosierung des Anasthetikums vorgenommen. Hierbei wurde eine maximale zusatzliche
Dosis von 30% der initial gewichtsadaptierten Narkosemittelgabe appliziert, um eine
potenzielle Uberdosierung zu vermeiden. AnschlieBend wurde die posteriore Gelenkkapsel
durch manuelle Hyperextension des rechten Kniegelenks auf ein fir Ratten unphysiologisches
Bewegungsmal von 180 Grad verletzt. Nach dem Vorspannen des Fells erfolgte eine etwa 2—
3 cm lange Inzision der Cutis entlang der Vorderkante der Tibia, ausgehend vom unteren
Drittel des Ligamentum patellae in distaler Richtung, unter Verwendung eines 10er-Skalpells.
Im Anschluss wurde eine intraartikuldre Fraktur des Kniegelenks durch das manuelle

Einbringen eines 1,0 Millimeter (mm) K-Drahts im unteren Drittel des Ligamentum patellae,
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retropatellar und interkondylar in das Femur, imitiert (Abb. 6). Die ossare Lasion maf} dabei
1,0 mm in der Breite und 3,0 mm in der Tiefe. Die Position des K-Drahts wurde sowohl klinisch
durch die freie Bewegung der Tibia als auch radiologisch mittels Bildgebung des Kniegelenks
in zwei Ebenen (anterior.posterior (a.p) und lateral) mit dem mobilen Réntgengerat Faxitron®
MX-20 kontrolliert. Eine handelsiibliche Finf-Cent-Miinze wurde wahrend des Experiments
als GroRenreferenz auf den radiologischen Aufnahmen verwendet. Nach der Kontrolle der
korrekten Position des K-Drahts wurde dieser wieder entfernt. Flr die Praparation des tibialen
Bohrlochs zur temporaren K-Draht-Arthrodese des Kniegelenks wurde die Tibiavorderkante
nach Inzision der Tibialis-Anterior-Loge stumpf mit einem Milligan-Dissektor und einer sterilen
Kompresse freiprapariert und dargestellt. AnschlieRend erfolgte die aszendierende (ca. 15°)
bikortikale Bohrung der Tibia in Richtung des Kniegelenks unter Verwendung eines
elektronischen, sterilen 1,0 mm-Bohrers am flektierten Unterschenkel. Zur Standardisierung
und Reproduzierbarkeit wurde das tibiale, bikortikale Bohrloch in einem Abstand von 13 mm
distal der Patella, entsprechend der Breite eines 15er-Einmalskalpells der Firma Feather,
gesetzt und mit einem sterilen Stift markiert (Abb. 6). Die Positionierung des Bohrlochs im
proximalen Drittel der Tibia sollte das Risiko von iatrogen bedingten Frakturen durch eine
gréRere anatomische Knochenbreite reduzieren. AnschlieRend wurde ein steriler 0,6 mm K-
Draht mit dem stumpfen Ende voran in das aszendierende Loch der Tibia eingebracht und

durch das Weichteilgewebe bis zur Unterkante des Femurs vorgeschoben.

Abb. 6: Réntgenbildkontrolle der intraartikularen Traumainduktion
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Nach dem Vorspannen des Fells mit Zeigefinger und Daumen am Femur erfolgte eine etwa
drei Zentimeter lange Inzision der Cutis entlang des Septums Intermusculare femoris laterale
unter Verwendung eines 10er-Skalpells. Die Aponeurose dient als anatomische Grenze
zwischen der Extensoren- und Flexorenloge des Oberschenkels, wodurch ein atraumatischer
und blutarmer Zugang zum Femur zwischen dem Musculus (M.) vastus lateralis und M. biceps
femoris ermdglicht wurde. Die femorale Position des eingebrachten K-Drahts und der
anatomische Verlauf des Femurs dienten als Orientierungshilfe bei der Schnittfihrung. Nach
Eréffnung der Faszie mit einem 15er-Skalpell wurde das Femur atraumatisch mit Hilfe eines
Milligan-Dissektors und einer Mosquito-Klemme nach Halstedt freiprapariert. Anschlief3end
wurde ein 2/3-zahniger Wundspreizer nach Finsen eingebracht. Die knochennahe Ablésung
des Ursprungs des Caput breve des M. biceps femoris und des M. vastus lateralis von der
Linea aspera und dem Septum intermusculare femoris laterale erfolgte ebenfalls unter

Verwendung des 15er-Skalpells, um das freipraparierte Femur darzustellen.

Es folgte die Bestimmung der femoralen Bohrlochposition durch maximale Flexion des
Kniegelenks und Visualisierung des K-Draht-Verlaufs mit nachfolgender Markierung der
Bohrlochposition auf dem Femur mit einem sterilen Stift. Ein deszendierendes (15°) mittiges,
bikortikales Bohrloch wurde unter Verwendung des elektrischen, sterilen 1,0 mm-Bohrers in
das Femur eingebracht. Der von distal kommende 0,6 mm K-Draht wurde durch das femorale
Bohrloch hindurchgefiihrt und durch Umbiegen des stumpfen femoralen Drahtendes mit einer
Spitzzange hakenférmig am Femur fixiert. Das Kniegelenk wurde in maximale Flexion (145°)
gebracht, das distale K-Drahtende mit einem Seitenschneider gekirzt und an der medialen
Seite der Tibia ebenfalls ankerférmig fixiert. Im Anschluss wurden die Stabilitat der K-Draht-
Arthrodese und die rein ossare Fixierung ohne Weichteileinschluss kontrolliert sowie eine
ausgiebige Spulung der proximalen und distalen Wundhéhle mit einer 0,9%-
Natriumchloridlésung (NaCl) vor Beginn des Wundverschlusses durchgefuhrt. Die Naht der
Muskelfaszien erfolgte mit einem resorbierbaren, polyfilen 3-0 SH-1-Plus-Vicryl-Faden,
wahrend die Cutis mit einem nicht resorbierbaren, monofilen 4-0-Fs-2-Ethilon-Faden
verschlossen wurde. AbschlieRend wurde das Fell mit 0,9% NaCl-Spilldsung gereinigt,
getrocknet und ein atmungsaktiver, wasserdichter sowie selbstauflésender Spruhverband auf

die Wundstellen aufgetragen.

AnschlieRend erfolgte eine radiologische Kontrolle der temporaren K-Draht-Arthrodese zur
Detektion potenzieller iatrogener Frakturen und zur Uberpriifung der korrekten Position des K-
Drahts (Abb. 7). Die postoperative laterale Aufnahme wurde im weiteren Verlauf fur die
Bestimmung des resultierenden Gelenkwinkels (JA) verwendet. Fur die postoperative
radiologische Kontrolle wurde ein rontgenstrahlendurchlassiges Gestell aus Acrylglasplatten

verwendet, auf dem die Ratte platziert wurde (32). Mit Hilfe von drei einschraubbaren
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Plastikstiften konnten die Hufte und das Bein des Tieres stabilisiert und fixiert werden, wodurch
eine prazise Positionierung des zu untersuchenden Kniegelenks wahrend der Durchleuchtung

sichergestellt wurde.

a ol

Abb. 7: Radiologische Kontrolle der K-Draht-Arthrodese in lateraler Aufnahme

3.4.3 Euthanasie

Nach Abschluss der 14-tagigen medikamentésen Therapie wurden die Versuchstiere gemaf
§4 des deutschen Tierschutzgesetzes zur Vermeidung von Schmerz und Leid betaubt und

nachfolgend euthanasiert.

Fir die Euthanasie wurde gemal der Anlage 2 der Tierschutz-Versuchstierverordnung die
inhalative Totung mittels CO, gewahlt. Dieses Verfahren wurde aufgrund seiner Eigenschaft,

eine stress- und schmerzarme Tétung der Versuchstiere zu gewahrleisten, ausgewahlt (265).
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Die Ratten wurden einzeln in einem luftdicht verschlossenen Behalter positioniert, in dem

zunachst eine Sedierung mit 70% CO, erfolgte.

AnschlieRend wurde die Euthanasie durch die Exposition mit 100% CO. durchgefiihrt. Das
Kohlenstoffdioxid induzierte innerhalb weniger Minuten eine Atemdepression, die zum

unmittelbaren Herzstillstand fiihrte.

3.5 Postmortale biomechanische Gelenkmessung

Zur biomechanischen Beurteilung des Einflusses der verabreichten Medikamente auf die
PTGK wurden die Veranderungen der Gelenkbeweglichkeit bei einem definierten
Drehmoment von 35 Newtonmillimeter (N-mm), die berechnete AC und die obligatorische Kraft

pro Winkelanderung, dargestellt als Flache unter der Kurve, als Messgrofen verwendet.

Das Drehmoment bei 35 N-mm wurde als Referenz- und Vergleichswert festgelegt, da es dem
Drehmoment entspricht, bei dem eine maximale physiologische Kniegelenksextension und
Dehnung der posterioren Gelenkkapsel der Ratte erreicht werden, ohne dass es zu einer
strukturellen Schadigung des Gelenks oder der Kapsel kommt (32, 266). Ein im Vergleich zum
maximalen physiologischen Kniegelenkwinkel reduzierter JA des traumatisierten und
immobilisierten rechten Kniegelenks deutete daher auf die Entwicklung einer Kontraktur im

Rahmen dieses Experiments hin.

In der Studie von Baranowski et al. belief sich das kombinierte, physiologische myogene und
arthrogene Streckdefizit auf 43,3° £ 7,4°, wobei der myogene Anteil 23,6°+ 8,1° betrug. Zudem
wurde in der Studie konstatiert, dass der myogene Anteil der Kontraktur in den ersten zwei
Wochen der Immobilisation konstant bleibt und durch eine anschlieRende Remobilisation
vollstandig reversibel ist, was sich in den nicht signifikanten Unterschieden zwischen den
Versuchs- und Kontrollgruppen zeigte (32). Aufgrund der aufgeflihrten Ergebnisse der Studie
von Baranowski et al. lag der Schwerpunkt dieses Experiments auf der arthrogenen
Komponente der Kontraktur. Daflir wurde der maximale JA bei einem Drehmoment von
35 N'mm nach einer periartikularen Myotomie, die 10 mm unter- und oberhalb des
Kniegelenks durchgeflihrt wurde, am operierten rechten Kniegelenk gemessen. Dadurch

wurde der myogene Einfluss eliminiert und ausschlieRlich die AC abgebildet.

Fiar die Berechnung der AC war zusatzlich die Messung des physiologischen JA bei 35 N-mm
des Kniegelenks nach Myotomie (pGnM) erforderlich. Um eine bessere Vergleichbarkeit
innerhalb des Experiments zu gewahrleisten und zusatzlich neue Studiendaten zu generieren,

wurde der pGnM der kontralateralen linken Beine aller Versuchsgruppen erhoben. Mit Hilfe
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dieser Methode konnten potenzielle Unterschiede zwischen den pGnM-Referenzwerten der
einzelnen Versuchsgruppen sowie deren Einfluss auf die AC im Vergleich zu der
Kontrollgruppe identifiziert werden. Basierend auf den gemessenen maximalen JAs des
rechten Kniegelenks aller Versuchstiere und den erfassten Referenzwerten der pGnM des

linken Kniegelenks wurde anschliefend die AC anhand der nachfolgenden Formel berechnet:

AC Kniegelenk = Referenzwerte pGnM — maximaler JA nach Myotomie rechts

/7 physiologischer Extensionswinkel
\
\}L/"

QW |:| arthrogener Kontrakturwinkel

\ physiologisches Streckdefizit
~

)

Abb. 8: Schematische Darstellung des Bewegungsradius des Kniegelenks der Ratte; griiner
Bereich: physiologischer JA , roter Bereich: AC, orangener Bereich: physiologisches
Extensionsdefizit

Abbildung 8 veranschaulicht schematisch den ROM des Kniegelenks der Ratte. Der
Bewegungsradius ist farblich in drei separate Bereiche unterteilt. Das griine Areal reprasentiert
den JA bei einer Belastung von 35 N-mm nach Myotomie, wahrend das rote Segment die AC
abbildet. Das physiologische Extensionsdefizit des Kniegelenks der Ratte wurde anschlielend
durch die Differenz der pGnM-Referenzwerte und der maximalen Extension von 180°

berechnet und markiert mit dem gelben Bereich das Ende des Extensionsradius.

Fir die biomechanischen Messungen des Kniegelenks wurde ein spezifisches Arthrometer
verwendet, das in Kooperation mit der Hochschule RheinMain in Wiesbaden/Risselsheim,

Deutschland, entwickelt wurde. Dieses Gerat ermdglichte die automatisierte Durchfiihrung der
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Kniegelenksextension und erfasste prazise die daflir notwendige applizierte Kraft. Diese
Methodik unterschied sich sowohl in der Vorgehensweise als auch in der Genauigkeit von den
in friheren Studien mit Tiermodellen haufig verwendeten manuellen Messverfahren. In diesen
wurde die ROM meist mit Hilfe einer am Bein befestigten Schlaufe, einer Federwaage sowie
eines Newtonmeters bestimmt, wodurch die JAs einzig zu bestimmten Zeitpunkten statisch
gemessen werden konnten (23, 232, 260, 267, 268). Durch die prazise Fixierung des
Kniegelenks und die Automatisierung der Messungen mit Hilfe eines motorisierten
Linearschlittens konnten die Messwerte Uber die gesamte Dauer der Extension dynamisch mit
héchster Prazision und Reproduzierbarkeit erfasst werden. Dadurch war es mdglich, die
zeitliche Dynamik der Kraftentwicklung zu quantifizieren, die Kraftaufwendung jedes
Versuchstieres zu berechnen und vergleichend zwischen den Experimentalgruppen als Flache
unter der Kurve zu visualisieren. Der Bewegungsradius des Arthrometers Gberschritt bei jedem
Messvorgang mit 180° das physiologische Bewegungsmal der Ratte, gewahrleistete dadurch

jedoch zugleich, dass alle relevanten Messwerte sicher erfasst wurden.

3.5.1 Aufbau und Funktionsweise des Arthrometers

Das verwendete Arthrometer (Abb. 9) bestand aus einer Haltevorrichtung aus Aluminium,
einer Vollkunststoffplatte, in die sowohl das Zahnrad als auch die Haltestange fir den distalen
Unterschenkel integriert waren, sowie aus einem motorisierten Linearschlitten (Jenny Science;
ELAX Ex F20). Der Linearschlitten war Gber eine Zahnstange mit dem Zahnrad gekoppelt und
verantwortlich fur die automatisierte Bewegung des Kniegelenks. Ferner wurde ein
Servocontroller (Jenny Science; XENAX Xvi) mit dem Linearschlitten verbunden, um die
Sensorik und Aufzeichnung der Kraftentwicklung sowie die Messung der zur Bewegung des
Linearschlittens notwendigen Kraft zu steuern. Die Haltevorrichtung fir das Versuchsbein
enthielt eine Stoppklemme, in die das myotomierte und bis auf den Knochen praparierte Femur
distal des Caput Femoris eingespannt wurde. Dadurch wurde sichergestellt, dass die
Bewegungen wahrend des Messvorgangs ausschlie3lich entlang der Langsachse der Tibia
erfolgten und unerwilnschte, unkontrollierte Rotationen des Kniegelenks auflerhalb der
definierten Ebene verhindert wurden. Das in der Stoppklemme fixierte Versuchsbein wurde
anschlieend in einen Wellenhalter eingespannt und mit einer Feststellschraube fixiert. Das
Caput femoris diente dabei als visuelle Orientierungshilfe fir die korrekte, achsengerechte
Positionierung im Wellenhalter, wobei der Femurkopf in einem 90°-Winkel in Richtung des

Tischs zeigte, auf dem das Arthrometer platziert war.

Der distale Unterschenkel wurde proximal der Malleolengabel an der mit dem Zahnrad

verbundenen Haltestange mit einer Polysorb-3-0-Ligatur befestigt.
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Abb. 9: Darstellung des Arthrometers mit elektronischem Linearschlitten (269)

Das Zahnrad, entlang dessen sich der Linearschlitten bewegte, wies einen Durchmesser von
33 mm mit und 27 mm ohne Zahne auf. Die Anzahl der Zahne betrug 31, wobei die Lange
eines einzelnen Zahns gemessen von dem inneren Kreis des Zahnrads 3 mm betrug. Fur die
Bestimmung der Gerateposition in Relation zum JA konnte die durch die Bewegung des
motorisierten Linearschlittens entlang des beschriebenen runden Zahnrads zurlckgelegte
Strecke als Berechnungsgrundlage herangezogen werden. Bei einem korrekt abgestimmten
Lauf der Zahnstange am Zahnrad lag der Kontaktpunkt zwischen Zahn und Zahnstange
annahernd in der Mitte des Zahns. Zur prazisen Berechnung des Umfangs des Zahnrads und
somit der zurlickgelegten Strecke waren sowohl der Umfang des inneren Kreises ohne Zahne
als auch der des auReren Kreises mit Zédhnen erforderlich.

Der Umfang (U) eines Kreises wird in Abhangigkeit vom Durchmesser (D) und der Zahl Pij (1)
gemal der Formel U = D x 1 berechnet. Basierend auf dem ermittelten Umfang des inneren
und duleren Zahnradkreises konnte die Winkelanderung pro Millimeter im Verhaltnis zu einem
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Vollwinkel von 360 Grad berechnet werden. Die errechnete Winkelanderung pro Millimeter am
mit hoher Wahrscheinlichkeit liegenden Kontaktpunkt in der Mitte des inneren und auf3eren
Zahnradkreises betrug 3,85°/mm. Dies entsprach 0,00385° pro Inkrement (inc). Nach der
Fixierung des Kniegelenks und vor Beginn der Messungen musste sichergestellt werden, dass
das Kniegelenk in einem 90°-Winkel zum Linearkugellager und zur Haltestange ausgerichtet
war, sodass es orthogonal zur Langsachse der Tibia positioniert war. Dies gewahrleistete,
dass die wahrend der Bewegung einwirkenden Krafte achsengerecht und ohne Rotation auf

das Kniegelenk einwirkten.

Die in den Servocontroller integrierte spezielle Kraftmesstechnologie der Firma Jenny Science
ermOglichte in Kombination mit dem motorisierten Linearschlitten, die wahrend der
Gelenkbewegung  entstandenen  Krafte sowie das  Bewegungsausmal®  der
Kniegelenksextension prazise vorzugeben und aufzuzeichnen. Das Arthrometer war jedoch
nicht in der Lage, die voreingestellte oder notwendige Kraft direkt in der physikalischen Einheit
Newton (N) zu messen. Stattdessen wurde die fur eine Positionséanderung des Arthrometers
notwendige Stromstarke in Milliampere (mA) aufgezeichnet, die in der Messeinheit iForce

angegeben wurde.

Die Umwandlung von iForce in N wurde mit Hilfe einer von der Firma Jenny Science
bereitgestellten Formel 1 N = 12 x 10 mA durchgefiihrt (270). Durch die Umrechnung der
gemessenen Stromstarke in Newton konnte in der spateren statistischen Analyse eine
Vergleichbarkeit mit friheren Studien sichergestellt und die AC berechnet werden. Die
nachfolgende Berechnung des Drehmoments resultierte aus dem Produkt der erfassten Kraft

und dem mit 28 mm gemessenen Hebel des Arthrometers.

3.5.2 Berechnung der Fldche unter der Kraft-Winkel-Kurve (AUC)

Die Moglichkeit der dynamischen Erfassung einer kontinuierlichen Kraftentwicklung und der
daraus berechneten Flache unter der Kurve stellt ein Novum in der biometrischen Analyse von
Gelenkkontrakturen im Kontext der Arthrofibroseforschung dar. Diese innovative
Messmethode ermdglichte es, die Kontraktur nicht mehr nur an einzelnen pradeterminierten
Messpunkten, sondern iber das gesamte Bewegungsmal der Kniegelenksextension hinweg
abzubilden und eine individuelle und versuchsgruppenspezifische Gesamtkraftentwicklung zu
berechnen. Die AUC entspricht dem Produkt aus Kraft (N) und Winkelgrad (°).
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Berechnet wurde die AUC mit Hilfe der Formel:

AUC (N-°) = 2 (2t

2 "Wisw,

N-° = Kraftentwicklung pro Winkelgrad (°) W = Winkelgrad (°) N = gemessene Kraft

in Newton

Die konventionsgemalRe Umrechnung von N-° in die Sl-konforme Einheit Newton - Radiant
(N-rad) der Versuchsergebnisse der AUC des Kraft-Winkel-Diagramms wurde zur besseren
Anschaulichkeit nicht durchgefihrt. Da mit den AUC-Werten keine weiteren physikalischen
Berechnungen durchgefihrt wurden, erschien dieser pragmatische Ansatz aus unserer Sicht

im Sinne der Anschaulichkeit vertretbar.

Die Position des Linearschlittens wurde in der Einheit inc aufgezeichnet, wobei 1 inc = 1 ym
entspricht. Eine prazise Positionsbestimmung des Gerats war entscheidend fir die
Berechnung der Veranderung des JA in Relation zur bendtigten Kraft der Winkelanderung des
Kniegelenks in der nachfolgenden statistischen Auswertung. Die Voreinstellung des
Bewegungsradius der Extension durch die Definition der Start- und Zielposition des
Arthrometers, der Beginn des Messvorgangs sowie die prazise Aufzeichnung der
Messergebnisse konnten Uber die Webbrowser-App von Jenny Science am Computer

gesteuert werden.

3.5.3 Durchfiihrung des Messvorgangs und Beispielmessung

Vor dem Beginn der ersten Messung musste der Servocontroller mit dem Linearschlitten
gekoppelt, an die Stromversorgung angeschlossen und tiber ein LAN-Kabel mit dem Computer
verbunden werden. AnschlieBend wurde eine Kalibrierung und Testmessung des
Arthrometers mit Hilfe der Webbrowser-App durchgefihrt. Fir die Fixierung des Rattenbeins
in der Haltevorrichtung musste das Bein zunachst am Huiftgelenk amputiert, prapariert und
myotomiert werden, um potenzielle myotone Einflisse auf das Messergebnis zu eliminieren
und eine stabile Positionierung in der Haltevorrichtung zu gewahrleisten. Bei der Fixierung des
Ober- und Unterschenkels in dem Arthrometer war es essenziell, Manipulationen des
Kniegelenks zu vermeiden, um eine unbeabsichtigte manuelle Extension vor der eigentlichen
Messung zu verhindern und somit die Verringerung eines potenziellen Effekts der
Medikamente auszuschlieRen. AbschlieRend wurden die Messparameter flir den

Bewegungsradius der maximalen Extension in die Webbrowser-App eingegeben.
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Die getestete und voreingestellte Position des Gerats umfasste einen Bewegungsradius von
0 bis 40000 inc. Dieser Messbereich wurde in vorangegangenen Probemessungen an der
kontralateralen Extremitat ermittelt und entsprach abhangig vom initialen Startwinkel einem
Bewegungsumfang von bis zu 200°. Vor Beginn des Messvorgangs wurde eine fotografische
Aufnahme des eingespannten Rattenbeins in mittiger Ausrichtung der Stoppklemme und des
Femurs von oben angefertigt. Die Aufnahme erfolgte mit der Kamera eines handelsiblichen
Apple iPhone 12. Das Foto wurde mit Hilfe eines fixierten Handystanders aufgenommen, um
eine Reproduzierbarkeit und Konsistenz des Aufnahmewinkels sicherzustellen. Zum Start der
biomechanischen Messung wurde der Motor Uber die Webbrowser-App von Jenny Science
aktiviert, woraufhin das Arthrometer die automatisierte Kniegelenksextension und die
Erfassung der Messwerte selbststandig durchfihrte. Nach Abschluss der einzelnen
Messungen wurde der Datensatz, bestehend aus den erhobenen Messwerten und dem

zugehdorigen Graphen, auf dem Computer gespeichert.

Die vor Beginn des Messvorgangs erstellte fotografische Aufnahme wurde in der
nachfolgenden statistischen Analyse verwendet, um den JA des Kniegelenks mithilfe der
kostenfreien Analysesoftware ImagedJ Version 153.t (271) zu bestimmen. Hierzu wurde fur die
Bestimmung der tibialen Achse in lateraler Ansicht eine Linie mittig durch das obere

Sprunggelenk und Tibiaplateau gezeichnet (Abb. 10).

Jalol BN Alola/d o /1] 7] |

7, y=1134, angle=46.87

Abb. 10: Messung des Startwinkels mittels ImageJ
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Fir die femorale Achse wurde eine Linie entlang der mittigen Diaphyse des Femurs gelegt.
Der resultierende JA am Schnittpunkt der beiden Achsen entsprach dem aktuellen Winkel des

Kniegelenks und diente als Startwinkel der Messung in der spateren statistischen Auswertung.

Abbildung 11 zeigt eine vom Arthrometer erstellte, exemplarische grafische Darstellung der
Messergebnisse des Bewegungsradius des rechten Kniegelenks eines Versuchstieres aus der
Bosentan-Gruppe. Auf der x-Achse ist der Zeitverlauf in Sekunden (s) abgebildet, wahrend die
linke y-Achse die Position des Gerates in inc und die rechte Seite der y-Achse die gemessene

Stromstarke in mA darstellt.

Das Arthrometer initiierte den Messvorgang stets mit einer leichten Flexion in den ersten
1,538 s nach Beginn der Aufzeichnung, gefolgt von einer Hyperextension und der
anschlielenden Ruckfihrung des Kniegelenks in die Ausgangsposition. Die negativen iForce-
Messwerte, die annahernd ab 4,2 s auftraten, sind durch das Nachlassen der Spannung nach
der Kapselruptur infolge der Hyperextension entstanden. In der grafischen Darstellung
reprasentiert die blaue Kurve die jeweilige Position des Gerats im Zeitverlauf, einschlieRlich
der Vor- und Ruckstellbewegung des Linearschlittens. Weitere vom Arthrometer gemessene
Parameter umfassten die Geschwindigkeit der Messung (Velocity) in inc/s sowie die
Abweichung (Deviation) in inc. Die Velocity und Deviation wurden als Messparameter in der
spateren Auswertung nicht explizit berucksichtigt, da die Deviation wahrend der gesamten
Messungen konstant nahezu null betrug. Die Position des Linearschlittens zu Beginn der
Kniegelenksextension wurde im Graphen durch einen schwarzen Pfeil markiert. Die gelbe
Kurve stellt den zeitlichen Verlauf der iForce dar, wobei der Anstieg der iForce synchron mit
dem Einsetzen der Extension erfolgte. Der maximale aufgezeichnete iForce-Wert wurde in

Abb. 11 durch einen roten Pfeil hervorgehoben.

Abb. 11: Bewegungsradius Versuchstier der Gruppe A gelber Graph: iForce, blauer Graph:
Gerateposition
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3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Aufbereitung und Analyse der biomechanischen Messungen wurden mithilfe
der Computerprogramme Microsoft® Excel (272) und Prism® (273) durchgefihrt. Hierzu
wurde der Datensatz auf den relevanten Messbereich zwischen dem Beginn der Extension
(ab 1.538 s) und dem Start der Ruckfihrung des zu messenden Beins eingegrenzt. Im
Anschluss wurden die in Kapitel 3.5.1 dargestellten Konvertierungen zur Bestimmung der
Kraft, basierend auf der gemessenen Stromstarke, in Abhangigkeit vom JA und der Position
des Gerates, auf die ermittelten Messwerte angewendet. Fir die Bestimmung des durch die
Positionsanderung des Arthrometers veranderten JA wurde der mit Imaged berechnete
Startwinkel additiv. um das Produkt aus der Gerateposition und dem in Kapitel 3.5.1
berechneten Winkel pro inc (0,00385°/inc) erweitert. Hierdurch konnte die berechnete Kraft
nicht mehr nur der Gerateposition, sondern einem spezifischen JA zugeordnet werden. Fur
eine erleichterte Ubersicht und Vergleichbarkeit der Messwerte wurde der Mittelwert der Kraft
aus den 20 Messpunkten pro Winkelgrad gebildet. Aus den resultierenden Werten wurden das
Drehmoment bei 35 N-mm in Abhangigkeit vom korrelierenden Winkel und die Flache unter
der Kurve in 10°-Schritten zwischen 80° und 150° berechnet. Alle Messergebnisse wurden im
Verlauf der statistischen Analyse auf die zweite Nachkommastelle gerundet. Die Ergebnisse
der einzelnen Versuchsgruppen wurden anschliefend mittels Winsorizing und einem
Trimfaktor von 0,1 transformiert, um den Einfluss extremer Ausreiler in der statistischen

Analyse zu minimieren (274).

Fir die statistische Testung und grafische Darstellung der Ergebnisse wurde das Programm
Prism® Version 10.1.0 (273) verwendet. Der JA bei 35 N-mm, die AC sowie die AUC wurden
mittels one-way ANOVA-Test analysiert, wahrend die Messergebnisse des Gewichtsverlaufs
der Versuchstiere mit einem two-way ANOVA-Test untersucht wurden. Fur die
Gegenuberstellung der Versuchsgruppen untereinander wurde zusatzlich ein Tukey Multiple
Comparisons Test eingesetzt, flir den Vergleich der Gruppen gegen die Kontrollgruppe der
Dunnetts Multiple Comparisons Test. Eine statistische Signifikanz wurde ab einem p-Wert (p)
von p<0,05 angenommen. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den
Versuchsgruppen wurden mit * fir p-Werte < 0,05 und *** fir p-Werte < 0,001 angegeben.
Eine statistische Tendenz wurde ab einem p-Wert < 0,20 berlcksichtigt. Die Messergebnisse
der JAs bei 35 N'mm und der AC wurden grafisch mit Hilfe von Boxplot-Diagrammen
abgebildet. Fiur die Darstellung des Gewichtsverlaufs der Ratten und der AUC wurden XY-
Diagramme und Balkendiagramme verwendet. In den Boxplot-Diagrammen wurden Ausreiler
durch Whiskers oberhalb und unterhalb der Box angezeigt, wobei jedes Ende den kleinsten

bzw. grofiten gemessenen Wert reprasentiert. Die Box zeigt den Interquartilsabstand (IQR)
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der Messwerte, in der der Mittelwert als Kreuz und der Median als horizontale Linie abgebildet
wurden. Die Standardabweichung (SD) wurde durch * bei der Darstellung der Mittelwerte

angegeben.
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4 Ergebnisse

4.1 Perioperative Verlaufskontrolle des Gewichts und
Komplikationen

Vor Beginn des operativen Eingriffs wurde jedes Versuchstier am Tag der Operation gewogen.
Dies diente sowohl zur Erfassung eines Referenzwerts fir die Erkennung potenzieller
postoperativer Komplikationen im Hinblick auf relevante Abbruchkriterien des Versuchs (vgl.
Kapitel 3.1.2) als auch zur Berechnung der gewichtsadaptierten individuellen Dosierung der
Anasthetika sowie der Versuchsmedikamente (vgl. Kapitel 3.3.1). Im weiteren Verlauf des
Experiments erfolgte die Gewichtsbestimmung der Ratten in den ersten vier postoperativen
Tagen taglich, jeweils abends im Rahmen der Medikamentengabe und der taglichen Kontrolle
auf potenzielle Abbruchkriterien. Ab dem 5. Tag wurde die Gewichtsmessung, insofern in den
ersten vier Tagen keine Auffalligkeiten im Gewichtsverlauf festgestellt wurden, ohne

zusatzliche Zwischenmessungen jeweils am 8., 11. und 14. Tag durchgefuhrt.
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Abb. 12: Ubersicht des Gewichtsverlaufs der Versuchstiere

Abbildung 12 zeigt den Gewichtsverlauf der Versuchstiere Uiber einen Beobachtungszeitraum
von 14 Tagen. Das durchschnittliche Ausgangsgewicht aller Versuchsgruppen an Tag 1 vor
dem operativen Eingriff betrug 447,26 g + 27,92 g. Die Versuchstiere der Bosentan-Gruppe
wiesen an Tag 0 ein um 5 g Uber dem Gesamtdurchschnitt liegendes mittleres Kérpergewicht
von 452,46 g £ 29,82 g auf. Die Tiere der Nintedanib-Gruppe hatten ein um 5 g unter dem
Gesamtdurchschnitt liegendes Durchschnittsgewicht (442,62 g + 21,75g). Das mittlere
Korpergewicht der Versuchsgruppe, die mit der Kombinationstherapie Bosentan+Nintedanib

behandelt wurde, betrug 447,15 g + 39,27 g, wahrend das Durchschnittsgewicht der Placebo-
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Gruppe bei 446,08 g + 20,28 g lag. Somit befand sich das Ausgangsgewicht der beiden
letztgenannten Gruppen unmittelbar im Bereich des mittleren Koérpergewichts aller
Versuchstiere. Am Ende des zweiwOchigen Versuchszeitraums betrug das durchschnittliche
Gewicht aller Tiere vor der Euthanasie 488,89 g + 32,14 g. Die Versuchstiere der Bosentan-
Gruppe wiesen an Tag 14 ein mittleres Gewicht von 502,38 g + 31,38 g auf, wahrend die
Nintedanib-Gruppe 478,85 g + 31,70 g, die Bosentan+Nintedanib-Gruppe 485,08 g + 39,02 g
und die Placebo-Gruppe 498,23 g + 25,33 g erreichten. Die Tiere verzeichneten eine mittlere
Gewichtszunahme von 2,72 g in den ersten 8 Tagen des Versuchszeitraums, gefolgt von einer

Zunahme von 38,91 g zwischen Tag 8 und Tag 14.

Einige der Tiere zeigten in den ersten drei Tagen nach der Operation einen leichten
Gewichtsverlust, der jedoch zu keinem Zeitpunkt die als Abbruchkriterium definierte Grenze
von 20% des individuellen Ausgangsgewichts unterschritt. Der grofite Gewichtsverlust im
Beobachtungszeitraum wurde in den ersten postoperativen Tagen bei einem Versuchstier der
Bosentan+Nintedanib-Gruppe mit 13% dokumentiert. Das Kdrpergewicht normalisierte sich
jedoch in den darauffolgenden Tagen. Die anschlieRende statistische Analyse mittels two-way
ANOVA-Test und Tukey Multiple Comparison Test zeigte keinen statistisch signifikanten

Unterschied in der Gewichtsentwicklung zwischen den Versuchsgruppen (p = 0,44).

Im Verlauf der Studie traten bei einigen wenigen Versuchstieren Komplikationen auf, die deren
Ausschluss aus dem Experiment, oder aus Teilen der statistischen Auswertung erforderlich
machten. Innerhalb der ersten drei postoperativen Tage entwickelte eine Ratte eine etwa
10 x 20 mm groRe Wunddehiszenz an der Oberschenkelnaht. Obwohl das Tier keine
Anzeichen von Schmerzen, Verhaltensauffalligkeiten oder Veranderungen im Trink- oder
Fressverhalten zeigte, entschied der Versuchsleiter aufgrund der GréRe der Wunddehiszenz,
das Versuchstier vorzeitig aus dem Versuch auszuschlieBen und unmittelbar mittels CO, zu
euthanasieren. Zudem verstarb ein weiteres Versuchstier wahrend der Operation unter
Narkose und konnte trotz sofort eingeleiteter FlUssigkeitsverabreichung sowie
intraperitonealer Gabe des Antidots nicht reanimiert werden. Im Verlauf der biomechanischen
Messungen wurden funf weitere Tiere ausgeschlossen: zwei Versuchstiere aufgrund eines
Messfehlers des Arthrometers sowie drei Tiere aufgrund von Femurfrakturen, die wahrend des
Messvorgangs auftraten. Da die resultierenden Messdaten unbrauchbar waren, konnten sie in
die spatere Analyse nicht mit einbezogen werden. Die Daten dieser finf Tiere wurden dennoch
in die statistische Auswertung der Gewichtsentwicklung einbezogen. Die ausgeschiedenen
Versuchstiere wurden im Laufe des Experiments nicht ersetzt, wodurch sich die endgultige
Versuchsgruppengrofe wie folgt ergab: 10 Tiere in der Bosentan-, 13 Tiere in der Nintedanib-

sowie jeweils 11 Tiere in der Bosentan+Nintedanib- und der Placebo-Gruppe.
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4.2 Biomechanische Messungen

Der primare Endpunkt dieser Studie bestand in der Verbesserung des Bewegungsradius sowie
Reduktion der AC nach PTGK des Kniegelenks und zweiwdchiger Immobilisation im
Rattenmodell durch die orale Gabe von Bosentan, Nintedanib und der Kombination beider
Medikamente im Vergleich zu einem Placebo. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurde
eine potenzielle Verbesserung der Kniegelenksextension anhand der in Kapitel 3.5 im Detail
beschriebenen Messmethode gepruft. Dabei wurde ausschlieBlich die AC sowie die in
Abhangigkeit vom JA erforderliche Kraft zur Extension in festgelegten Intervallen untersucht,
ohne eine potenzielle Beeinflussung oder Verbesserung der myogenen Kontraktur zu
bertcksichtigen (vgl. Kapitel 3.5). Im Folgenden werden nun die Ergebnisse der
biomechanischen Messungen der Versuchsgruppen Bosentan, Nintedanib und Bosentan +

Nintedanib im Vergleich zur Kontrollgruppe dargestellt.

Die biomechanischen Messungen und die anschliefenden Berechnungen wurden anhand der

nachfolgend aufgefiihrten Messparameter durchgefiihrt:

= JA bei 35 N-mm nach periartikularer Myotomie- statische Messung
Bestimmung des maximalen JA des Kniegelenks bei einem definierten Drehmoment

von 35 N-mm zur Evaluierung des arthrogenen Anteils an der Gelenkbewegung

= Arthrogene Gelenkkontraktur- statische Messung
Quantifizierung der durch die Kontraktur bedingten Einschrankung der
Gelenkbeweglichkeit nach periartikularer Myotomie als Indikator flr das Ausmalf der

arthrogenen Bewegungseinschrankung

= Kraftentwicklung in Abhangigkeit vom JA- dynamische Messung
Messung der Kraftentwicklung in Abhangigkeit vom JA, dargestellt als AUC, um die
benétigte Kraft zur Uberwindung des Bewegungswiderstands des Kniegelenks in 10°-

Intervallen zu ermitteln
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421 Gelenkwinkel bei 35 N-mm

Zum Nachweis einer AC des Kniegelenks sowie zur Ermittlung der Reduktion der AC durch
die Applikation eines der Versuchsmedikamente wurde im Rahmen der biomechanischen
Messungen der statische JA bei einem Drehmoment von 35 N-mm berechnet. Die Berechnung
ermdglichte zudem eine Vergleichbarkeit mit vorangegangenen Studien, die ebenfalls einen
verminderten JA bei 35 N'mm als Indikator einer Kontraktur herangezogen haben. Eine

ausflhrliche Darstellung der Methodik ist in Kapitel 3.5.1 zu finden.
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Abb. 13: JA aller Versuchsgruppen bei 35 N-mm nach zweiwdchiger Immobilisation und
Myotomie rechts; *(p < 0,05)

In den folgenden Untersuchungen zeigte sich im one-way ANOVA ein signifikanter
Unterschied des JA zwischen den Versuchsgruppen (p < 0,05) (Abb. 13). Die Nintedanib-
Gruppe erreichte dabei mit einem Mittelwert von 80,56° £ 12,64° mit einer Differenz von 13,7°
einen signifikant gréReren JA als die Kontrollgruppe (66,86° + 11,22°) (p < 0,05). Die
Bosentan+Nintedanib-Gruppe (76,62° + 13,48°) wies einen um 9,76° groéReren
Bewegungsradius der Extension als die Kontrollgruppe auf, der keine signifikante Steigerung
des Gelenkbeweglichkeit ergab, eine tendenzielle Verbesserung war in den Ergebnissen
dennoch erkennbar (p = 0,2). Im Gegensatz dazu konnte kein wesentlicher Unterschied des
JA bei 35 N-mm unter der Therapie mit Bosentan (Mittelwert: 63,36° + 14,81°) gegenuber der
Placebogabe (Mittelwert: 66,86° + 11,22°) (p = 0,99) gezeigt werden. In der statistischen
Analyse der Versuchsgruppen untereinander konnte darlber hinaus ein signifikanter
Unterschied zwischen der Bosentan- und Nintedanib-Gruppe (p < 0,05) mittels Tukey Multiple

Comparison Test nachgewiesen werden (Abb. 13).

51



Ergebnisse

4.2.2 Arthrogene Gelenkkontraktur

Den grofiten Einfluss auf die PTGK am Kniegelenk hat der arthrogene Anteil der Kontraktur
(32). Aus diesem Grund wurde auf Grundlage der Berechnung der JAs am rechten Kniegelenk
bei 35 N-mm sowie der des physiologischen Gelenkwinkels nach Myotomie (pGnM) am linken
Kniegelenk in allen Versuchsgruppen die in Kapitel 3.5 erlauterte Formel fiir die Berechnung
der AC angewendet. Ein individueller Vergleich des linken und rechten Kniegelenks jeder
Ratte zur Berechnung der AC konnte aufgrund zweier Messfehler des Arthrometers, bei denen
es zu einer negativen Aufzeichnung der iForce und damit zu einer fehlerhaften Messung der
notwendigen Kraft kam, und drei wahrend des Messvorgangs aufgetretenen Femurfrakturen
nicht durchgefuhrt werden (vgl. Kapitel 4.1). Aufgrund der fehlenden Datenséatze einzelner

Tiere wurde alternativ der Mittelwert der jeweiligen Versuchsgruppe herangezogen.

Tab. 4: Ubersicht der Mittelwerte der JAs + Standardabweichung des linken und rechten
Kniegelenks des pGnM, bei 35 N-mm, der AC(G) und AC(K)

Bosentan+Nintedanib

Placebo

151,76° £ 27,51°

148,63° + 20,08°

76,62° £ 13,48°

66,86° + 11,22°

75,14° £ 13,48°

81,77° £ 11,22°

Versuchsgruppe pGnM links 35 N-mm rechts AC(G) AC(K)
Bosentan 158,22° + 14,09° |65,65° + 14,71° |92,57° + 14,71° | 82,98° + 14,71°
Nintedanib 147,54° + 30,97° | 80,56° + 12,64° | 66,98° + 12,64° |68,07° + 12,64°

72,01° £ 13,48°

81,77° £ 11,22°

Die Bosentan-Gruppe wies eine AC von 92,57° £ 14,71° basierend auf dem pGnM der eigenen
Versuchsgruppe (AC(G)) und eine AC von 82,98° + 14,71° unter Verwendung des pGnM der
Kontrollgruppe (AC(K)) auf. Die aufféllige Differenz von etwa 9,59° zwischen den beiden
Werten der AC in Tab. 4 ist auf den gemessenen Mittelwert des linken pGnM der Bosentan-
Gruppe zurickzufihren. Aufgrund dieses deutlichen Unterschieds des pGnM des linken
Kniegelenks und dessen Einfluss auf die AC haben wir uns entschieden, eine zusatzliche
alternative Darstellung der Ergebnisse zu verwenden und den pGnM der Kontrollgruppe als
Referenz fir alle Gruppen heranzuziehen. Diese Vorgehensweise hatte den weiteren Vorteil,
potenzielle systemische Effekte der Medikamente auf das gesunde, linke Kniegelenk

auszuschlielen und den pGnM mit den geringsten externen Einflissen darzustellen.

52



Ergebnisse

4.2.2.1 Arthrogene Kontraktur- AC(G)
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Abb. 14: Darstellung der AC(G) des rechten Kniegelenks gegentiber dem pGnM des linken
Kniegelenks der jeweiligen Versuchsgruppe; * (p < 0,05), *** (p < 0,001)

In den Ergebnissen der AC(G), basierend auf dem pGnM-Referenzwert der Versuchsgruppen,
zeigte sich gegeniber dem Placebo (81,77° £ 11,22°) unter Bosentan (92,57° + 14,71°) keine
signifikante Reduktion der Kontrakturstarke, sondern eine gegenteilige tendenzielle
Verstarkung der Kontraktur (p = 0,16). Im Vergleich der Nintedanib-Gruppe (66,98° + 12,64°)
mit der Kontrollgruppe (81,77° £ 11,22) konnte erneut eine signifikant reduzierte AC (p < 0,05)
nachgewiesen  werden. Die  Verabreichung der  Kombinationstherapie  aus
Bosentan+Nintedanib  (75,14° + 13,48°) flhrte im Vergleich zur Placebo-Gruppe
(81,77° £ 11,22°) zu keinem signifikanten Unterschied in der AC(G) (p = 0,5).

In der statistischen Analyse zwischen allen Versuchsgruppen zeigten sich ebenfalls
Unterschiede in der arthrogenen Kontrakturstarke (Abb. 14). Die Bosentan-Gruppe
(92,57° £ 14,71°) wies sowohl im Vergleich zur Nintedanib-Gruppe (66,98° + 12,64°)
(p <0,001), als auch gegenuber der Kombinationstherapie (75,14° + 13,48°) (p < 0,05) eine
signifikant gesteigerte Kontrakturbildung auf. Zwischen der Nintedanib-Monotherapie und der
Kombinationstherapie Bosentan+Nintedanib konnte hingegen kein eindeutiger Unterschied in

der Kontrakturstarke festgestellt werden (p = 0,43).
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4.2.2.2 Arthrogene Kontraktur- AC(K)

150
1 *
2 100 __J_A O Bosentan
kR . . : :
E o ] 3Tg + O Nintedanib
E G ] = IR B Bosentan+Nintedanib
c i <Y
S~ - _ O Kontrolle
8 50 I ,J_'
0

Abb. 15: Darstellung der AC(K) des rechten Kniegelenks gegentiber dem pGnM des linken
Kniegelenks der Kontrollgruppe; * (p < 0,05)

Im Vergleich zu den Ergebnissen der Messung der AC(G) zeichneten sich bei den
Ergebnissen der AC(K), auf Grundlage der pGnM der Kontrollgruppe, lediglich geringfugige
Veranderungen ab (Abb. 15).

Die systemische Gabe von Bosentan (82,98° £ 14,71°) zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe
(81,77° £ 11,22°) keine signifikante Verbesserung des Extensionsradius und damit keinen
positiven Einfluss auf die AC (p = 0,99). Im Gegensatz dazu wies die Nintedanib-Gruppe
(68,07° £ 12,64°) eine messbare signifikante Reduktion der AC gegeniber dem Placebo auf
(p <0,05). Nach der Verabreichung der Kombinationstherapie (72,01° + 13,48°) konnte im
Vergleich zur Kontrollgruppe (81,77° +11,22°) erneut keine signifikant reduzierte AC

festgestellt werden, eine Tendenz war jedoch marginal erkennbar (p = 0,2).

In der statistischen Analyse unter der Anwendung des Tukey Multiple Comparison Test zeigte
sich im Vergleich zu den Ergebnissen der AC(G) (vgl. Kapitel 4.2.2.1) gleichfalls weiterhin eine
signifikante Reduktion der AC in der Nintedanib-Gruppe (p < 0,05) im Vergleich zur Bosentan-
Gruppe.
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Abbildung 16 veranschaulicht den gesamten Bewegungsradius des rechten Kniegelenks der
vier Versuchsgruppen bis zu einem Maximum von 180°. Eine detaillierte Aufschliisselung der
einzelnen Messparameter in Bezug auf den Bewegungsumfang des Kniegelenks ist in Kapitel
3.5 aufgefuhrt. Diese Darstellung ermdglicht die Visualisierung des Anteils des JA bei
35 N-mm, der AC sowie des physiologischen Streckdefizits an der gesamten ROM jeder
Versuchsgruppe. Der erhéhte JA und die reduzierte AC in der Nintedanib-Gruppe im Vergleich
zur Bosentan- und Kontrollgruppe wurden sowohl durch die Berechnung der AC(G) als auch

der AC(K) erfasst und grafisch vergleichend dargestellt.
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Abb. 16: Ubersicht der ROM des rechten Beins der (A) AC(G)- und (B) AC(K)-Berechnung
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4.2.3 Dynamische Kraftentwicklung in Abhangigkeit vom Gelenkwinkel

Der vollstandige Bewegungsradius der Extension und die gesamte PTGK konnten mit Hilfe
des eingesetzten Arthrometers erfasst und dynamisch dargestellt werden. Hierzu wurde die
AUC fur die in Abb. 17 dargestellten Winkel berechnet, wobei die in Kapitel 3.5.2 im Detail
erlauterte Formel auf jedes Versuchstier und jede Versuchsgruppe angewendet wurde. Die
Kraftmessung wurde dabei unter Verwendung eines Hebelarms von 28 mm (vgl. Kapitel 3.5.1)
durchgefuhrt. Der definierte Messbereich von 80° bis 150° wurde auf Grundlage der

gemessenen Startwinkel und der berechneten Mittelwerte der maximalen pGnM festgelegt.
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Abb. 17: Darstellung der AUC bei 80°,100°, 130° und 150°; der Mittelwert der jeweiligen
Versuchsgruppe ist oberhalb des Fehlerbalkens abgebildet.

Bei der AUC von 80° zeigte sich unter Bosentan eine gréRere Kraftdnderung von
52,86 N-° £ 52,55 N-° im Vergleich zum Placebo mit 41,62 N-°+29,8 N-° (p = 0,56). Die
Versuchsgruppen, die mit Nintedanib (16,29 N-°+ 16,2 N-°) und der Kombinationstherapie

(29,19 N-° + 21,92 N-°) behandelt wurden, wiesen im Vergleich zur Kontrollgruppe eine um
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61% (Nintedanib) und 30% (Bosentan+Nintedanib) reduzierte Gesamtkraftaufwendung zur
Erreichung eines JA von 80° auf. Unter der Therapie mit Nintedanib war jedoch eine

tendenziell verringerte Kraftentwicklung gegentiber dem Placebo (p = 0,16) erkennbar.

In den Ergebnissen der AUC 100° (Abb. 17) zeigte sich ein ahnliches Muster. Die mit Bosentan
behandelte Versuchsgruppe verzeichnete mit 139,44 N-°+99,49 N-° die hdchste
Kraftentwicklung aller Versuchsgruppen, jedoch ohne statistische Signifikanz (p =0,71). Im
Vergleich dazu fand sich bei der Nintedanib-Gruppe (71,66 N-° £ 43,49 N-°) eine reduzierte
Kraftaufwendung, die zwar unterhalb des Wertes der Kontrollgruppe (112,98 N-° + 62,24 N-°)
lag, jedoch ebenfalls kein signifikantes Ergebnis aufwies (p = 0,33). Auffallig war die Zunahme
der erforderlichen Kraft in der AUC 100° bei der Kombinationstherapie Bosentan+Nintedanib,
deren Gesamtkraftentwicklung mit 111,02 N-° + 66,01 N-° nahezu gleichauf mit der Placebo-

Gruppe lag (p = 0,99).

Die AUC der Bosentan-Gruppe zeigte bei der Kniegelenksextension auf 130° mit
296,3 N-° + 137,83 N-° weiterhin die grofite Flache unter der Kurve und folglich die héchste
Kraftentwicklung aller untersuchten Gruppen (p =0,72). Die mit Nintedanib behandelte
Versuchsgruppe wies bei 130° mit 230,58 N-°+ 101,93 N-° erstmals eine nahezu gleiche
Gesamtkraftentwicklung wie die Kontrollgruppe (245,76 N-° + 132,38 N-°) auf (p = 0,99). Auch
die Kraftaufwendung der Kombinationstherapie Bosentan+Nintedanib nahm auf
290,01 N-° £ 165,30 N-° zu und Ubertraf damit zunehmend die der Kontrollgruppe (p = 0,77).

AbschlieRend wurde die Kraftentwicklung aller Versuchsgruppen bei einer Extension bis 150°
analysiert (Abb. 17). Die Gruppen, die mit Bosentan (333,06 N-° + 154,05 N-°), Nintedanib
(327,25 N-°+ 134,74 N-°) sowie der Kombinationstherapie (355,21 N-°+ 194,16 N-°)
behandelten wurden, zeigten vergleichbare Ergebnisse bei 150°. Im Gegensatz dazu wies die
Placebo-Gruppe einen deutlich geringeren Mittelwert (276,79 N-° + 127,28 N-°) auf, ohne
jedoch eine statistisch signifikante Reduktion der Kraftentwicklung im Vergleich zu den
Medikamentengruppen darzustellen (Bosentan: p = 0,73; Nintedanib: p = 0,76; Bosentan+
Nintedanib: p = 0,5).

Die statistische Auswertung mittels Tukey Multiple Comparison Test zeigte, dass die AUC bei
80° und 90° unter der Behandlung von Nintedanib signifikant geringer war als unter Bosentan
(p < 0,05). Ein tendenziell vorteilhafterer Effekt von Nintedanib auf die Kraftentwicklung im
Vergleich zu Bosentan wurde zudem bei der AUC 100° (p = 0,11) beobachtet. Dartber hinaus
konnten weder innerhalb der tbrigen Versuchsgruppen noch zwischen den Ergebnissen der
AUC 100° bis AUC 150° aussagekraftige Unterschiede hinsichtlich der notwendigen Kraft zur

Erreichung des definierten Extensionsumfangs festgestellt werden.
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Abb. 18: Ubersicht der Gesamt-ROM aller Versuchsgruppen

Die vollstandige Kraftentwicklung jeder Versuchsgruppe in 10°-Intervallen innerhalb des
Bewegungsbereichs der rechten Kniegelenksextension von 80° bis 150° wird in Abb. 18
dargestellt. Die statistische Analyse der Kraftentwicklung im definierten Extensionsbereich
unter Anwendung des one-way ANOVA-Tests (p=0,73) zeigte keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Medikamentengruppen und der Kontrollgruppe (Bosentan:
p = 0,65; Nintedanib: p = 0,99; Bosentan+Nintedanib: p = 0,95).

Dieses Resultat spiegelte sich auch in den Ergebnissen der AUCgesamt der Versuchsgruppen
wider. Die Behandlung mit Bosentan fiihrte zu einer AUCgesamt von 1485 N-° + 224,6 N-°, was
die hochste erforderliche Kraftaufwendung im definierten Bewegungsumfang aller
Versuchsgruppen darstellte und somit den geringsten Effekt auf die Reduktion der AC aufwies.
Im Gegensatz dazu zeigte die Gabe von Nintedanib mit einer AUCgesamt vOn
1083 N-° £ 152,7 N-° den niedrigsten Messwert und damit die geringste Kraftaufwendung,
wobei die Kraftentwicklung tiber den gesamten Bewegungsbereich etwas geringer als die der
Kontrollgruppe (AUCgesam= 1227 N-°+188,3 N-°) war. Die Kombinationstherapie von
Bosentan+Nintedanib lag mit einem AUCgesamt von 1388 N-° £ 237,2 N-° im mittleren Bereich
der Versuchsgruppen. Auffallig war dartiber hinaus die abnehmende Steigung der Graphen

der Bosentan- und Kontrollgruppe, die ab einer AUC von 130° sichtbar wurde (Abb. 18).
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5 Diskussion

In diesem Experiment wurde anhand eines Tiermodells mit 45 mannlichen Sprague-Dawley-
Ratten ein potenzieller praventiver Therapieansatz der PTGK unter der zweiwdchigen oralen
Gabe von Bosentan, Nintedanib, der Kombination beider Medikamente und eines Placebos
untersucht. Hierzu wurde ein neuartiges, objektivierbares und dynamisches Messverfahren

zur Bestimmung der Kraftentwicklung und der ROM des Kniegelenks eingesetzt.

5.1 Ergebnisse der statischen ROM-Messungen

5.1.1 Der Einfluss von Bosentan auf die ROM

In der wissenschaftlichen Gemeinschaft besteht ein weitgehender Konsens ber die
Einflussnahme von ET-1 (vgl. Kapitel 2.2.3) auf die Pathogenese der Fibrose (138). Friihere
klinische Studien konnten bereits erhéhte ET-1-Konzentrationen in der Synovialflissigkeit des
Kniegelenks im Rahmen entzindlicher Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis (RA) und
OA nachweisen (275, 276). Die Inhibition von ET-1 kdnnte daher einen vielversprechenden
therapeutischen Ansatz in der Behandlung der PTGK darstellen. In diesem Experiment wurde
erstmals untersucht, inwieweit die orale Gabe des ET-1-Antagonisten Bosentan die Reduktion

der AC bei der PTGK des Kniegelenks im Tiermodell beeinflussen kann.

Der Bewegungsradius bei 35 N-mm zeigte nach der Behandlung mit Bosentan mit
65,65° + 14,71° keinen signifikanten Unterschied gegeniber dem Placebo mit 66,86° + 11,22°
(p>0,99). Auch die AC wies in der Berechnung sowohl mit dem gesunden kontralateralen
Bein (AC(G)) mit 92,57° + 14,71° (p < 0,16) als auch mit dem gesunden linken Bein der
Kontrollgruppe (AC(K)) mit 82,98° + 14,71° (p > 0,99) keine signifikante Zunahme des
Extensionsradius im Vergleich zu der Kontrollgruppe (81,77° + 11,22°) auf. Bei der Darstellung
der AC(G) schien die zweiwdchige Therapie unter Bosentan sogar zu einer tendenziellen
Verstarkung der AC gegeniber dem Placebo geflihrt zu haben (p < 0,16). Obgleich Wong et
al. in ihrem PTGK-Rattenmodell nach einmaliger intraartikularer Kollagenase-Injektion von
einer Zunahme der ROM im kontralateralen nicht behandelten Kniegelenk im Vergleich zu der
Kontrollgruppe berichteten (277), konnte diese Beobachtung in unserem Experiment nicht
bestatigt werden. Die Analyse sowohl der AC(G) als auch der AC(K) wies keinen signifikanten
Unterschied der JAs bei 35 N-mm auf. Folglich konnte weder eine systemische Beeinflussung
durch die eingesetzten Medikamente noch eine Veranderung der ROM durch eine potenzielle
Mehrbelastung, resultierend aus der Immobilisation (278), auf das gesunde kontralaterale
Gelenk nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse decken sich mit den Untersuchungen von

Owen et al. (278) und Abdel et al. (279), die ebenfalls keinen signifikanten Unterschied im
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Bewegungsradius zwischen dem unbehandelten kontralateralen Bein der Versuchstiere und
dem der Kontrollgruppe als Folge einer kompensatorischen Mehrbelastung des gesunden
Kniegelenks beobachten konnten. In den von Owen et al. und Abdel et al. verwendeten
Tiermodellen wurde jedoch ausschlieBlich eine potenzielle mechanisch-induzierte
Mehrbelastung des kontralateralen Kniegelenks gepruft, die aus einem experimentell
gesetzten Gelenkstrauma mit nachfolgender Immobilisation des betroffenen Kniegelenks

resultierte. Mégliche pharmakologische Einflussfaktoren wurden dabei nicht berlicksichtigt.

Aufgrund der mangelnden Existenz verwandter Studiendaten, die das Medikament Bosentan
in In-vivo- oder In-vitro-Studien im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der PTGK getestet
haben, erscheint eine direkte Gegenuliberstellung der Versuchsergebnisse mit denen anderer
Tiermodelle nicht stichhaltig. Die Resultate zum Einfluss von Bosentan auf die
Fibroseentstehung und den Bewegungsradius des Kniegelenks aus diesem Experiment reihen
sich jedoch in die bislang inkongruenten Studienergebnisse zur Wirksamkeit von Bosentan in

der Abschwachung der Progression und Reduktion von Organfibrosen bei In-vivo-Studien ein.

Bosentan findet bereits Anwendung in der Therapie der PAH und Pravention digitaler
Ulzerationen im Kontext der SSc (235, 280). Kuhn et al. konnten in ihrer Studie bei 10
Patienten mit SSc, die tber die Dauer von vier Wochen zweimal taglich 62,5 mg Bosentan und
anschlief3end Uber einen Zeitraum von 20 Wochen zweimal taglich 125 mg Bosentan erhielten,
eine signifikante Reduktion der Hautfibrose durch die Bestimmung der Dicke der Haut im
Abstand von jeweils vier Wochen beobachten (281). Anzumerken ist hierbei jedoch, dass es
sich um keine randomisierte, verblindete Studie mit einer Kontrollgruppe handelte, die ferner
nur eine kleine Patientenkohorte aufwies. Zudem erfolgte die Messung der Hautdicke unter
Verwendung des modifizierten Rodnan skin score (mRss). Bei dem mRss handelt es sich um
eine klinische Messmethode, welche die Palpation der Haut an verschiedenen Kérperregionen
beinhaltet (282) und damit als untersucherabhangig und nicht objektivierbar angesehen

werden muss.

Weiterhin wurde die Wirksamkeit von Bosentan in klinischen Studien bei Patienten mit IPF
untersucht. Die IPF ist eine chronisch progressive, interstitielle Lungenerkrankung, die durch
die Ubermafige Ablagerung von fibrotischem Gewebe und eine verstarkte Narbenbildung als
Reaktion auf endo- oder exogene Lungenschaden gekennzeichnet ist. In der Folge klagen die
Patienten Uber Husten und Luftnot. Die Erkrankung betrifft vornehmlich Personen Uber 60
Jahre und ist aufgrund der fehlenden Heilungsmdglichkeit mit einer raschen Progression und
schlechten Prognose assoziiert (283). In einer Metaanalyse von Li et al. aus dem Jahr 2024
konnte bei 4 eingeschlossenen Studien (284-287) mit 794 Probanden und einem

Beobachtungszeitraum zwischen 52 und 104 Wochen kein signifikanter Effekt durch die Gabe
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von Bosentan (62,5 mg-250 mg/Tag) auf die Reduktion der Fibrose und Senkung der
Mortalitdt herausgestellt werden. Dennoch flhrte die Behandlung mit Bosentan zu einer
Linderung der Symptomatik, die in einer Abnahme der Hospitalisierungs- und

Exazerbationsrate sichtbar wurde (288).

Einen weiteren moglichen Erklarungsansatz bietet die reziproke Abhangigkeit von TGF-3 und
ET-1 in der Pathogenese der Fibrose. Das Zytokin TGF-f stellt den Schlisselmediator in der
Fibroseentstehung dar (72, 149) und ist ein starker Induktor von ET-1 (147). Die Blockade von
ET-1 konnte in der Folge in der hochkomplexen Pathogenese der Fibrose zu einer
Hochregulation alternativer profibrotischer Signalwege flihren, wodurch die isolierte Inhibition

von ET-1 umgangen wird (289).

Daruber hinaus kdnnte die Pharmakokinetik von Bosentan als Erklarung fur die verminderte
Wirksamkeit des Medikaments auf die Reduktion der PTGK in diesem Experiment dienen. Der
Steady-State von Bosentan, gekennzeichnet durch das Erreichen einer stabilen
Plasmakonzentration infolge eines Gleichgewichts zwischen Absorption und Elimination, stellt
sich im Organismus in der Regel innerhalb von 3-5 Tagen ein (263). Kaneguchi et al.
untersuchten in einem Rattenmodell nach Durchfihrung einer ACLr die zeitabhangigen
myogenen und arthrogenen Einflisse der Kontraktur auf das Kniegelenk. In den Ergebnissen
ihrer Studie zeigte sich, dass trotz unmittelbarer Remobilisation bereits nach drei Tagen eine
signifikant verringerte ROM an den myotomierten Kniegelenken gemessen wurde. Die AC war
in diesem Experiment durch die Verkirzung der Lange der Synovialis und Verdickung der
posterioren Gelenkkapsel sowie einer signifikanten Verringerung der ROM bereits nach sieben
Tagen maximal ausgepragt und nahm in der Folge durch Mobilisation bis zur Beendigung des
Experiments nach 56 Tagen ab (290). Zusatzlich identifizierten Morrey et al. eine maximale
Expression inflammatorischer Signalwege als unmittelbare immunologische Reaktion bereits
innerhalb der ersten drei Tage in einem PTGK-Kaninchenmodell (291). Im Gegensatz dazu
beobachteten Abdel et al., dass die Anzahl der Myofibroblasten, die als zentrale Effektorzellen
fibrotischer Gewebsreaktionen gelten, erst nach zwei Wochen ihr Maximum erreichte und
anschlielend bis zur achten Woche nach Traumainduktion abnahm (119). Es erscheint daher
plausibel, dass die Pathogenese der PTGK in den ersten 14 Tagen zwei distinkte Phasen
durchlauft: eine superakute Phase (Tag 1-5), dominiert durch eine unmittelbare
Immunantwort, sowie eine nachfolgende semiakute Phase (Tag 6—14), die vom EZM-Umbau
gepragt ist. Der maximale pharmakologische Effekt Bosentans auf die superakute Phase
kénnte aufgrund des prolongierten Zeitpunkts des Steady-States sowie unter
Berucksichtigung der Studiendaten von Kaneguchi et al. (290) und Morrey et al. (291)

mafgeblich reduziert worden sein.
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Die Ergebnisse unserer Studie zeigen, dass die orale Verabreichung von Bosentan vor
Erreichen einer konstanten Plasmakonzentration tber den Zeitraum von zwei Wochen keinen
hinreichenden Effekt austbt, um die Entstehung und Progression der Fibrose am Kniegelenk

in unserem PTGK-Rattenmodell zu unterbinden.

5.1.2 Der Einfluss von Nintedanib auf die ROM

Mit dem Versuchsmedikament Nintedanib wurde erstmals ein Tyrosinkinase-Inhibitor als
Therapieoption der PTGK des Kniegelenks eingesetzt, der Uber die Blockade der
Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und VEGF multiple Signalwege in der Pathogenese der
Fibrose simultan inhibiert (vgl. Kapitel 2.2.3).

Die Messung des Bewegungsradius bei 35 N-mm der Nintedanib-Gruppe mit 80,56° + 12,64°
ergab eine signifikante Zunahme des JA im betroffenen Kniegelenk gegenuber der
Placebogruppe mit 66,86° + 11,22° (p < 0,05). Ferner zeigten sich in der Berechnung der
AC(G) (66,98° +12,64°) und AC(K) (68,07° £ 12,64°) von Nintedanib ebenfalls eine
signifikante Reduktion der AC im Vergleich zur Kontroligruppe mit 81,77° + 11,22°
(P(AC(G)) < 0,05; p(AC(K)) < 0,05). Zusatzlich wies die Nintedanib-Gruppe einen signifikant
groReren Bewegungsradius bei 35 N-mm (p <0,05) sowie eine signifikant geringere
arthrogene Kontrakturentwicklung (p(AC(G)) < 0,001; p(AC(K)) < 0,05) gegenliber der
Bosentan-Gruppe auf. Die in diesem Experiment gewahlte orale Dosierung von 2 x 2,5 mg/kg
pro Tag Uber die 14-tagige Interventionsspanne wurde auf Grundlage der NOAEL fiir Ratten
bestimmt. Eine isolierte Gegenuberstellung der Ergebnisse mit denen vergleichbarer Studien
ist aufgrund der fehlenden Datenlage im Hinblick auf die Dosierung und Behandlungsdauer
des Medikaments im Zusammenhang mit dem Krankheitsbild der PTGK nicht durchfiihrbar.
Dennoch lassen die Ergebnisse der Gelenkbeweglichkeit und Reduktion der AC durch
Nintedanib einen vielversprechenden antifibrotischen Effekt auf die Entstehung und
Progression der PTGK des Kniegelenks vermuten, der bereits in friheren Tiermodell-Studien
innerhalb einer zweiwochigen Behandlungsdauer bei fibrotischen Erkrankungen des
Harntrakts (292), der Leber (29) und der Lunge (293) beobachtet wurde.

Ausgehend von der Zulassung als effektiver Wirkstoff in der Therapie der IPF stellt sich die
Studienlage zu Nintedanib in der Lunge am umfangreichsten dar. Richeldi et al. untersuchten
in einer doppelt-verblindeten, randomisierten Studie an 1006 Patienten mit IPF Gber die Dauer
von 52 Wochen die Wirksamkeit und Sicherheit der zweimal taglichen oralen Gabe von
150 mg Nintedanib gegenuber einem Placebo (28). Sie konnten zeigen, dass Nintedanib zu
einer Verlangsamung der Krankheitsprogression und damit zu einer Reduktion der

Fibrosierungsprozesse des Lungengewebes fiuhrte. Haufige UAWs waren insbesondere
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gastrointestinale Beschwerden wie Diarrhde, die unter der Therapie mit Nintedanib (61,5%) im
Vergleich zum Placebo (18,3%) signifikant haufiger auftraten. Diese waren jedoch in weniger

als 5% der Falle so gravierend, dass die Studie vorzeitig abgebrochen werden musste (28).

Nintedanib wurde daruber hinaus in einer 2022 veréffentlichten Studie von Pérez et al. auf
seine Wirksamekeit fur die Therapie von a-Sarkoglykanopathien in einem Mausmodell getestet
(294). Alpha-Sarkoglykanopathien stellen eine autosomal-rezessive Subgruppe der
Gliedergurtelmuskeldystrophien dar. Betroffen ist die Skelettmuskulatur, was in der Folge zu
einer progressiven Schwachung, vorzugsweise der Schulter- und Beckenmuskulatur, bis hin
zu einer irreversiblen Einschrankung der betroffenen Muskeln flihrt (295). Es existiert zu
diesem Zeitpunkt keine kurative Therapie, weshalb bei den Patienten ein palliativer Ansatz
aus Physiotherapie, Dehnibungen und Gewichtskontrolle zur Vorbeugung von Adipositas
erfolgt (296). Pérez et al. konnten in ihrem Experiment zeigen, dass die zweimal tagliche orale
Verabreichung von 50 mg/kg Nintedanib mit einer Magensonde bei transgenen Mausen zu
einer signifikanten Verbesserung der Laufstrecke und der Greifkraft fihrte. Dies wurde sowohl
in der Funktionsprifung des Muskels mittels Laufband und Kraftmessung als auch in der
histologischen und molekulargenetischen Untersuchung nachgewiesen. Zudem wurde eine
Reduktion der muskularen Fibrose, der chronischen Entziindung im Gewebe sowie eine
Verminderung entzundlicher Zytokine bei den behandelten Mausen im Vergleich zur

Placebogruppe beobachtet (294).

Wenngleich der dominante Bestandteil der PTGK von der arthrogenen Komponente gebildet
wird (32, 266), spielt der myogene Anteil (vgl. Kapitel 2.2.2) insbesondere im extraartikularen
Bereich eine wesentliche Rolle in der Kontrakturentstehung (57). Bei durch
Hochrasanztraumata verursachten Tibiakopffrakturen kommt es haufig zu einer
Begleitverletzung des periartikularen Weichteilgewebes (vgl. Kapitel 2.1.3), weshalb in diesen
Fallen der extraartikularen Komponente eine héhere Bedeutung beigemessen werden sollte.
Die Gabe von Nintedanib kénnte in einem solch speziellen Fall nur unter Vorbehalt und nach
Abschluss der operativen Therapie und Wundheilung erfolgen. Wundheilungsstérungen sind
aufgrund des Wirkungsmechanismus von Nintedanib durch den inhibitorischen Einfluss auf
die Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und VEGF potenziell denkbar. Obwohl bisher nur in
Fallberichten uber Wundheilungsstorungen unter der Therapie mit Nintedanib in mukdsem
Gewebe berichtet wurde (297, 298), rat die EMA generell von einem perioperativen Einsatz
des Medikaments ab (249). Ein potenzieller Einsatz im Rahmen einer konservativen
Therapieform mit alleiniger Ruhigstellung des Gelenks kdnnte daher eine zukinftige
Therapieoption darstellen. Wollin et al. beobachteten in einem Tiermodell zur Leberfibrose
unter der praventiven Therapie mit Nintedanib vor Induktion der Fibrose signifikant bessere

Resultate als durch die reine therapeutische Gabe nach der Fibroseentstehung (29). Die
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praoperative Behandlung mit Nintedanib kénnte daher insbesondere vor der Durchfihrung
einer MUA oder vor Operationen bei Patienten mit einem erhdhten Risikoprofil fur die

Entwicklung einer PTGK einen mdglichen Vorteil bieten.

Weiterhin wurde der Effekt von Nintedanib auf das osteoarthritisch veranderte Kniegelenk in
einem invasiven Mausmodell von Yan et al. untersucht. Nach achtwéchiger, taglicher oraler
Verabreichung von Nintedanib in Dosierungen von 30 mg/kg bzw. 100 mg/kg zeigten sich in
der histologischen und der immunhistochemischen Analyse der Synovia signifikante
Veranderungen gegenlber der Kontrollgruppe. So konnte eine generelle Abnahme der
synovialen Entzindung und Fibrose, eine Reduktion der Kollagenablagerungen sowie eine
verminderte Infiltration von M-1-Makrophagen festgestellt werden. Dariber hinaus wurde eine
Downregulation der proinflammatorischen Zytokine IL-1p und TNF-a beobachtet (299). Die
pathophysiologische Relevanz dieser Mediatoren und Zellen im Rahmen der Entstehung und
Progression der PTGK wurde bereits in Kapitel 2.2.4 ausfihrlich erlautert. Vor dem
Hintergrund dieser Ergebnisse erscheint es plausibel, dass die in unserem Tiermodell
beobachtete signifikante therapeutische Wirkung von Nintedanib auf die PTGK zumindest
teilweise durch die in der Studie von Yan et al. beschriebenen Zytokine und Zelltypen vermittelt
wurde. Zur weiterfihrenden Validierung dieser Hypothese ware neben der biomechanischen

eine erganzende histologische und molekulargenetische Analyse erforderlich.

In dem vorliegenden Experiment wurde unter Berlcksichtigung der Versuchsdauer und des
verwendeten methodischen Konzepts (vgl. Kapitel 3.5), das auf den Ergebnissen vorheriger
Forschungsarbeiten (32, 266) basiert, ausschliel3lich die arthrogene Komponente der
Kontraktur untersucht. Die Ergebnisse der genannten Studien belegen, dass die Gabe von
Nintedanib den Fibrosierungsprozess verlangsamen und sowohl die Fibrose als auch die
chronische Entziindung in verschiedenen Organgeweben reduzieren kann. Der in diesem
Experiment erbrachte Nachweis einer Steigerung der ROM sowie einer Reduktion der AC im
Kniegelenk durch Nintedanib im Rahmen der PTGK unterstreicht das therapeutische Potential
des Wirkstoffs und starkt die Evidenz flr seine antifibrotische Wirksamkeit — in Erganzung der
bisherigen Erfolge bei fibrotischen Erkrankungen anderer Organe— nun auch im

muskuloskelettalen System.

5.1.3 Der Einfluss von Bosentan+Nintedanib auf die ROM

Nach der zweiwdchigen Therapie mit der Kombination aus Bosentan und Nintedanib zeigte
sich in der anschlieBenden biomechanischen Messung keine signifikante, jedoch eine
grenzwertig tendenzielle Verbesserung des Extensionsradius bei 35 N-mm zwischen der
Kombinationstherapie 76,62° + 13,48° und dem Placebo 66,86° + 11,22° (p < 0,2). Auch in der
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berechneten AC(G) 75,14° £ 13,48° und der AC(K) 72,01° + 13,48° der Bosentan+Nintedanib-
Gruppe fand sich kein signifikanter Unterschied in der Kontrakturentwicklung gegenuber der
Kontrollgruppe 81,77° + 11,22° (p(AC(G)) < 0,5; p(AC(K)) < 0,2). Lediglich bei der arthrogenen
Kontrakturentwicklung der AC(G) konnte eine signifikant geringere Kontraktur der
Kombinationstherapie gegenuiber der Bosentan-Gruppe beobachtet werden (p < 0,05). Im
Gegensatz zu der alleinigen Gabe von Nintedanib wies die kombinierte Behandlung mit
Bosentan durch die zusatzliche Inhibition der ET-1/TGF-B-Achse keinen signifikanten
Unterschied im Bewegungsradius bei 35 N-mm und der arthrogenen Kontrakturentstehung
auf. Dennoch spiegeln die Ergebnisse in Teilen die Resultate der isolierten

Medikamentengabe wider.

Wind et al. untersuchten in ihrer offenen, einarmigen Studie mit 13 gesunden mannlichen
Probanden eine potenzielle Wechselwirkung von Bosentan und Nintedanib (300). Daflr
erhielten die Probanden eine Einzeldosis von 150 mg Nintedanib an Tag 0 sowie weiterhin
von Tag 1-8 zweimal taglich 125 mg Bosentan. Am Tag 7 nahmen die Studienteilnehmer eine
weitere Einzeldosis von 150 mg Nintedanib ein. Im Anschluss wurde die maximale
Plasmakonzentration von Nintedanib sowohl nach der ersten Einzelgabe als auch bis zu der
letzten messbaren Plasmakonzentration bestimmt. In den nachfolgenden Messergebnissen
zeigte sich keine signifikante Einflussnahme von Bosentan auf die Plasmakonzentration von
Nintedanib. Die durchgefuhrte Studie weist jedoch einige Limitationen auf. Wind et al.
untersuchten die kombinierte Gabe nur Uber einen sehr kurzen Zeitraum. Die simultane
Verabreichung von Bosentan und Nintedanib erfolgte einzig an Tag 7, was eine Beeinflussung
der Plasmakonzentration von Nintedanib Uber eine langere Zeitspanne nicht einschlief3t.
Nintedanib wird primar CYP-unabhangig uber Esterasen und UDP-Glycosyltransferasen und
nur zu einem geringen Anteil Uber das CYP-System (CYP3A4) metabolisiert (27) (vgl. Kapitel
3.3.2). Aufgrund der Pharmakokinetik von Bosentan, bei welcher der Metabolismus als
CYP3A4- und CYP2C9-Substrat und Induktor in der Leber (263) (vgl. Kapitel 3.3.2) erfolgt,
wird von der Drug Enforcement Administration (DEA) in den USA von der kombinierten oralen
Gabe von CYP3A4-Induktoren mit Nintedanib abgeraten (301). Somit liegt die Behauptung
nahe, dass der geringe Metabolismus von Nintedanib Gber das CYP-System in Teilen der
Beeinflussung von Bosentan durch die zweimal tagliche simultane Gabe Uber den Zeitraum
von zwei Wochen unterliegt. Dies kdnnte eine potenzielle Erklarung fir die Ergebnisse der
biomechanischen Messungen darstellen, die eine tendenzielle Verbesserung des
Bewegungsradius und der AC(K) andeuteten. Im Gegensatz zu der alleinigen Therapie mit
Nintedanib fUhrten sie allerdings zu keinem signifikanten Ergebnis. Weiterhin handelte es sich
in der klinischen Studie von Wind et al. um eine kleine Kohorte gesunder Probanden. Sowohl

die VersuchsgruppengrofRe als auch die fehlende Testung im Kontext einer fibrotischen
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Erkrankung kénnten mégliche lokale Wechselwirkungen der Medikamente in den Signalwegen
der Pathogenese der Fibrose verschleiern, die auf die unvollstdndige Erforschung der
Mechanismen der Fibroseentstehung zurtckzufihren sind. Die Bestimmung der
Plasmakonzentration, der lokalen Bosentan- und Nintedanib-Konzentrationen im Gelenk
sowie der durch die Medikamente beeinflussten Wachstumsfaktoren und Rezeptoren kénnte
in einem weiteren experimentellen Tiermodell Aufschluss Uber eine potenzielle

pharmakologische Interaktion der Medikamente geben.

5.2 Dynamische ROM-Messung

Die dynamische Messung der Kraftentwicklung der einzelnen Versuchsgruppen bei einer
Kniegelenksextension auf 80°, 100°, 130° und 150° zeigte bis zu den jeweiligen festgelegten
Referenzpunkten keine signifikanten Unterschiede in der Kraftentwicklung. Auffallend war
jedoch, dass die Behandlung mit Bosentan Uber das gesamte Bewegungsausmal® der
Extension bis 150° mit 1485 N-° + 2246 N-° die grofdte Kraftaufwendung aller
Versuchsgruppen abbildete. Diese Beobachtung deckt sich mit der tendenziellen, jedoch nicht
signifikanten Zunahme der AC, die sich in den Ergebnissen der AC(G) Berechnung (vgl.
Kapitel 4.2.2.1) darstellte. Hervor stach ebenfalls die Kraftentwicklung der Nintedanib-Gruppe
mit 1083 N-° £ 152,7 N-°. Sie zeigte einerseits die geringste Gesamtkraftaufwendung aller
Versuchsgruppen bis 130°, wahrend sie andererseits der signifikanten Steigerung der
statischen ROM bei 35 N-mm und Reduktion der AC einer nur tendenziell verminderten
Gesamtkraft im friihen Bereich der Kontraktur bei einem Bewegungsradius bis 80° (p < 0,16)
gegenuberstand. Die Gesamtkraftentwicklung der Kombinationstherapie
(1388 N-° + 237,2 N-°) lag zwar Uber jener der Kontrollgruppe (1227 N-° £ 188,3 N-°), nahm
jedoch eine intermediare Position zwischen den medikamentésen Versuchsgruppen ein und
deckt sich folglich mit den statischen ROM-Ergebnissen. Zudem ist bei der grafischen
Darstellung der Flache unter der Kurve eine Abnahme der Steigung der Bosentan- und
Placebogruppe ab einer Kraftaufwendung von 130° im Vergleich zu den anderen beiden
Versuchsgruppen hervorzuheben. Eine mdgliche Erklarung fir die abweichende
Kraftentwicklung der Bosentan- und Kontroligruppe gegeniber den anderen
Medikamentengruppen bieten die Studien von Zhou et al. (302) und Nakahara et al. (268).
Zhou et al. konstatierten, dass Uber den Zeitraum von zwei bis 32 Wochen die extraartikulare
Immobilisation des Kniegelenks bei Ratten zu einer Verklrzung und Verdickung der
posterioren Gelenkkapsel fuhrte, die nach einer zweiwochigen Immobilisation selbst durch
Remobilisation irreversibel war (302). Wie bereits in Kapitel 5.1 erwahnt, fihrt die reine

Immobilisation des Gelenks zwar ebenfalls zur Entstehung einer AC, jedoch ist diese geringer
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ausgepragt und tritt zeitlich spater auf als in einem PTGK-Tiermodell (32, 268). Auch Nakahara
et al. berichteten von einer Verkurzung der posterioren Gelenkkapsel sowie einer Zunahme
der Lange von Adhasionen zwischen der Synovialmembran und dem Femurknorpel nach der
Induktion eines intraartikularen Traumas und zweiwochiger Immobilisation mittels K-Draht in
einem neuen Rattenmodell der PTGK (268).

Das in dieser Studie verwendete Rattenmodell wurde auf Grundlage des von Baranowski et
al. (32) implementierten Konzepts modifiziert und durch die Integration der dynamischen ROM-
Messung mit einem automatisierten Arthrometer erweitert. Die zugrunde liegende Methodik
wurde ausfihrlich in Kapitel 3.4.2 dargelegt. Obgleich eine Uberdehnung oder Teilruptur der
posterioren Kapsel durch die Hyperextension des Kniegelenks auf 180° neben der
intraartikularen interkondylaren Knochenschadigung des Femurs durchgefihrt wurde, ist in
diesem Experiment auf die Gesamtruptur der posterioren Gelenkkapsel aufgrund der Schwere
des Traumas und der Eventualitat der Maskierung geringfuigiger Unterschiede (232) verzichtet
worden. Es erscheint daher wahrscheinlich, dass es im Rahmen des in dieser Studie
verwendeten PTGK-Modells ebenfalls zu einer irreversiblen Verkiirzung und Verdickung der
posterioren Gelenkkapsel gekommen ist. Die erhéhte Kraftentwicklung der Bosentan- und
Kontrollgruppe bis 130° konnte sich daher teilweise durch eine unzureichende Wirksamkeit
des Medikaments gegeniber subsynovialen Veranderungen sowie durch eine vermehrte
Synthese von Kollagen Typ | erklaren lassen, was letztlich eine Kapselfibrosierung und die
Ausbildung intraartikuldrer Adhasionen zur Folge hatte (303). Die Konsequenz ist eine
Verkirzung und Verdickung der Gelenkkapsel, die zu einer potenziell friheren Ruptur der
posterioren Kapsel der Bosentan- und Kontrollgruppe und damit zur Verminderung der
Steigung und Kraftentwicklung im Messbereich zwischen 130° und 150° flihrte. Das zeitlich
verzogerte Abflachen der Kurve der Gesamtkraft der Nintedanib- und Kombinationstherapie
koénnte somit auf eine erhdhte Elastizitat der posterioren Gelenkkapsel zurlickzufiihren sein.
Diese wiederum lieRe sich durch eine reduzierte Synthese von Kollagen Typ |, eine
verminderte Adhé&sionsbildung sowie eine daraus resultierende verringerte Fibrosierung
erklaren. Um diese Hypothese zu bestatigen, ware es notwendig, in einer zukulnftigen
Forschungsarbeit die posteriore Gelenkkapsel im Hinblick auf eine moégliche Zunahme der
Dicke und Lange zu vermessen und den Kollagenanteil histologisch zu untersuchen. Alternativ
kénnten die beobachteten Abweichungen zwischen den Versuchsgruppen >130° auch auf
eine erhdhte Varianz der Messwerte zurlickzufiihren sein, was die statistische Aussagekraft

in dem Bereich einschrankt und nur eine vorsichtige Interpretation der Ergebnisse zuldsst.

Bisherige experimentelle PTGK-Tiermodelle verwendeten fir die Bestimmung des
Bewegungsradius des Kniegelenks primar manuelle, nicht-automatisierte (21-23, 32, 232,

260, 268, 304) Messmethoden. Dabei wurde das zu untersuchende Bein distal des
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Kniegelenks mit einer Klemme, einer Schlaufe oder einem Faden an einem Dynamometer
oder einer Federwaage befestigt. Das gewlinschte Drehmoment wurde durch manuellen Zug
am Bein oder der Befestigung eines kalibrierten Gewichts eingestellt. Der erzeugte JA wurde
mit einer Kamera oder mit Hilfe eines Roéntgengerats erfasst und anschlieRend lber das
dokumentierte Bild mit einem Computerprogramm berechnet. In einem alternativen Ansatz
fuhrten Kaneguchi et al. und Ozawa et al. die biomechanische Bestimmung der ROM mit Hilfe
eines 3D-Bewegungsanalysesystems durch. Vor Beginn der Messung wurden spezifische
Marker am Kniegelenk positioniert. Drei Kameras zeichneten im Anschluss daran die aus
einem am Unterschenkel befestigten Gewicht resultierende Kniegelenksextension auf. Durch
die zuvor angebrachten Marker konnte der entstandene JA mit Hilfe eines
Computerprogramms bei einem vorab definierten Drehmoment von 14,6 N-mm berechnet
werden (20, 305). Ein Nachteil der bisher genannten Methoden liegt jedoch darin, dass diese
durch die manuelle Handhabung untersucherabhangiger und fehleranfalliger sind als ein
automatisierter Messprozess. Potenzielle Rotationen des Kniegelenks infolge mangelnder
Fixierung der Hulfte und des Unterschenkels auflerhalb der definierten Achse konnten
Ungenauigkeiten und Messfehler hervorrufen. Uberdies ist lediglich die statische Erfassung
pradeterminierter Krafte und Drehmomente umsetzbar. Eine konstante dynamische Messung
der Kraftentwicklung sowie die Bestimmung der Gesamtkraft des vollstandigen

Bewegungsradius sind daher nicht durchfihrbar.

Trudel et al. verwendeten in ihrem Tiermodell ein automatisiertes Arthrometer, bei dem das
Geréat eine Extension bis zu einer kalibrierten Kraft von 12,5 N ausfuhrte (306). Nach Erreichen
des initial festgelegten Endpunkts stoppte das Arthrometer, der resultierende JA wurde mit
einer Kamera dokumentiert und anschlieffend mithilfe eines Computerprogramms bestimmt.
Obgleich durch den Einsatz eines automatisierten Arthrometers die Reproduzierbarkeit
gegeben und der humane Fehlerfaktor reduziert wurde, konnte durch die Verlangsamung des
Geréates vor Erreichen der definierten Kraft von 12,5 N und die Bestimmung eines einzelnen
statischen Winkels dennoch weder eine Visualisierung der Kraftentwicklung noch eine

kontinuierliche Darstellung der Kraft des gesamten Bewegungsradius erreicht werden.

In ihrem 2022 verdffentlichten Rattenmodell stellten Owen et al. ein automatisiertes
Arthrometer vor, mit dem das Drehmoment Uber eine dynamische Lastzelle bei einer
konstanten Kniegelenksextension von 1°/s wahrend des gesamten Bewegungsumfangs der
Kontraktur berechnet werden konnte (278). Ungeachtet der Leistungsfahigkeit des Gerats
wurden in diesem neuen Tiermodell nur die JAs der statischen Drehmomente bei 2, 4 und
8 N-cm bestimmt. Die in vielen Studien durchgefuhrten wiederholten Messungen fur die
Bestimmung der myogenen und arthrogenen Kontrakturkomponente des Kniegelenks sowie

zu den unterschiedlichen Drehmomenten konnten zu einer Beeintrachtigung der artikularen
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und periartikuldaren Gewebsstrukturen gefiihrt haben und folglich in einer Uberschatzung des

tatsachlichen Bewegungsradius resultieren.

Im Rahmen der biomechanischen Messungen dieser experimentellen Arbeit wurde hingegen
erstmalig mit einem vergleichbaren automatisierten Arthrometer wie jenem, das in der Studie
von Owen et al. (278) verwendet wurde, die Gesamtkraftentwicklung des definierten
Bewegungsradius und der Anteil der AC dynamisch bis zur Ruptur der posterioren
Gelenkkapsel bestimmt. Durch die Visualisierung der Flache unter der Kurve wurden die
beiden Parameter vergleichend zwischen den Versuchsgruppen abgebildet. Die dynamische
Messung bietet weiterhin die Moglichkeit, die grafische Visualisierung des gesamten
Bewegungsradius und das Ausmal® der Kontraktur Uber die Kraftunterschiede in
pradeterminierten Messbereichen zwischen Versuchsgruppen, Kontrollgruppen und

physiologischen Referenzwerten noch praziser zu definieren.

5.3 Wissenschaftliche Einordnung der Ergebnisse und Methodik

Bisherige etablierte konservative und operative Therapieformen der PTGK kénnen Erfolge in
der Verbesserung der ROM erzielen (vgl. Kapitel 2.2.4). Bei konservativen Therapieformen
kénnen frithe aktive Ubungen des Gelenks speziell in der Anfangsphase jedoch ferner zu einer
kontraren Aggravation der Inflammation und Fibrose flhren (18). Auch invasive, chirurgische
PTGK-Studien weisen die Problematik geringer Fallzahlen (307), fehlender Informationen tber
praoperative Limitationen der ROM sowie untersucherabhangiger Messmethoden des
Bewegungsradius auf (15). Ekhtiari et al. berichteten in ihnrem Review zur PTGK-Behandlung
nach ACLr, dass die ROM-Messung nur bei 37% (241 von 647) Patienten mit einem

Goniometer und damit objektiv messbar und untersucherunabhangig durchgefuhrt wurde (15).

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Tiermodelle entwickelt, um in Erganzung zu
den etablierten, aufwendigen, teuren und komplikationsbehafteten Behandlungsstrategien
potenzielle pharmakotherapeutische Ansatze zu erforschen. Hierflr wurden verschiedene
invasive und nicht-invasive Tiermodelle insbesondere mit Kaninchen (308, 309) und Ratten
(32, 266, 306) entwickelt.

Einige Arbeitsgruppen fokussierten sich zu Beginn der AF-Forschung auf einen
antiinflammatorischen Therapieansatz, um eine Aggravation der Entziindung im betroffenen
periartikularen Gewebe und einen Progress der Fibrose zu unterdriicken (289). In den letzten
Jahren konzentrierte sich die medikamentose Fibroseforschung zur Prophylaxe und Reduktion

der PTGK verstarkt darauf, im Kontext der translationalen Medizin die Ubertragbarkeit
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etablierter, wirksamer antifibrotischer Wirkstoffe anderer Organe auf die PTGK zu

untersuchen. Einige Studien sind dazu bereits in Kapitel 2.3.1 detaillierter beschrieben worden.

Eine Mehrheit vorhergehender Tiermodell-Studien (217, 277, 310, 311) priorisierte die
intraartikulare Injektion des eingesetzten Medikaments in das von der PTGK betroffene
Kniegelenk und fokussierte sich primar auf die Inhibition eines einzelnen Signalwegs in der
Fibrogenese. Auf zwei dieser Studien ist in Kapitel 2.3.1 bereits umfassend eingegangen
worden. Obgleich die Ergebnisse der genannten Experimente Fortschritte in der Verbesserung
der ROM erzielten und angesichts einer messbar hoheren lokalen Wirkstoffkonzentration im
Zielgewebe einer oralen Gabe Uberlegen scheinen, weist die in diesen Studien gewahlte
Applikationsform auch einige Nachteile auf. Die intraartikulare Injektion ist mit einem erhdhten
Risiko fir Komplikationen wie Schmerzen, Blutungen, Infektionen sowie Gefal3- und
Nervenschaden assoziiert (233). Daruber hinaus stellt die regelmaRige Injektion im
Praxisalltag eine aufwendige Prozedur fir speziell geschultes Klinikpersonal und die Patienten
dar, was negative Effekte auf die Adharenz der Betroffenen haben kann (312). Daher wurde
in diesem Experiment gezielt die orale Gabe als Applikationsform gewahlt, um eine fir die
Patienten anwenderfreundliche und, aufgrund des bekannten Nebenwirkungsprofils der

eingesetzten Medikamente, gutvertragliche Therapieoption zu prifen.

Die bisherigen Resultate experimenteller Arbeiten, die die orale Applikation eines
Medikaments zur Verbesserung des Bewegungsradius des Kniegelenks untersuchten, zeigten
jedoch eine gemischte Erfolgsbilanz in der Steigerung der Gelenkbeweglichkeit. Es finden sich
in der aktuellen Forschungsliteratur nur wenige publizierte Arbeiten (21, 22), die Uber eine
signifikante Verbesserung der ROM durch die orale Gabe eines Wirkstoffs berichten. Dabei
konzentrierte sich die Mehrzahl der experimentellen Studien auf die Inhibition
proinflammatorischer Faktoren, wie etwa die Hemmung der COX-1 und COX-2 (20, 21) sowie

die Blockade von Leukotrien-Rezeptoren (22, 313).

Die gezielte Inhibition der COX-2 hat einen analgetischen Effekt und resultiert in der Reduktion
der Synthese von Prostaglandinen sowie in der Folge proinflammatorischer Zytokine (314).
Eingesetzt werden COX-2-Hemmer unter anderem in der Behandlung der RA, OA und
Spondylitis (315). Leukotriene nehmen ebenfalls eine bedeutsame Funktion in der Stimulation
proinflammatorischer Zytokine ein und werden durch ihre Inhibition in Form des Medikaments
Montelukast als Therapieoption des Asthma bronchiale und der allergischen Rhinitis genutzt
(313, 316).

Li et al. berichteten in ihrer PTGK-Studie im Kaninchenmodell nach 30-tagiger
posttraumatischer Immobilisation des Kniegelenks und zweimaliger taglicher oraler Gabe des

selektiven COX-2-Inhibitors Celecoxib Uber eine signifikant gesteigerte Kniebeweglichkeit um
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93,6° (21). Anzumerken ist jedoch, dass Li et al. nur die Bestimmung der Gesamtkontraktur
ohne die erganzende Messung der AC vorgenommen haben. Der isolierte Effekt auf die
myogene und arthrogene Komponente der Kontraktur geht daher aus dieser Studie nicht
hervor. Demgegenuber konnten Ozawa et al. in ihrem Kontrakturmodell an Ratten nach der
Immobilisation mittels K-Draht und unter der taglichen oralen Therapie mit 50 mg/kg Celecoxib
uber drei Wochen einen signifikanten Unterschied in der reversiblen myogenen, jedoch nicht

in der irreversiblen arthrogenen Kontrakturentwicklung des Kniegelenks beobachten (20).

Ein ahnlich heterogenes Bild bieten die Studien zur Wirksamkeit der oralen Inhibition von
Leukotrien-Rezeptoren von Efird et al. (22) und Jeffs et al. (313). In dem von Efird et al.
verwendeten PTGK-Rattenmodell flhrte die traumatische Abschabung der ligamentaren und
muskuldren Ansatze des medialen und lateralen Femurkondylus sowie die Verletzung des
Gelenkknorpels mit nachfolgender Immobilisation tber 14 Tage unter der taglichen oralen
Behandlung mit 3,75 mg/kg Montelukast zu einer signifikant reduzierten AC und damit zu einer
deutlichen Steigerung der Beweglichkeit des Kniegelenks. In der Folge konnte die AC durch
die Gabe von Montelukast um 12° gegeniber der Kontrollgruppe reduziert werden (22). Die
Ergebnisse von Efird et al. decken sich mit denen dieser Studie, in der eine &hnliche
signifikante Verringerung der AC durch die Behandlung mit Nintedanib von 14,79° (AC(G))
respektive 13,7° (AC(K)) gegenuber dem Placebo beobachtet wurde. Auf der anderen Seite
konnten Jeffs et al. in ihrem Rattenmodell nach dreiwdchiger posttraumatischer Immobilisation
trotz des erhdhten Nachweises von Leukotrien B4 in der posterioren Gelenkkapsel keine
signifikante Verbesserung der ROM durch die tagliche orale Gabe des Leukotrien-Inhibitors 5-
Lipoxygenase (5-LO) beobachten (313). Einen nicht signifikanten analogen Effekt brachten
auch die im Detail in Kapitel 2.3.1 erlauterte Studie von Wegner et al. (232) mit dem
Blutdrucksenker Losartan sowie die experimentelle Forschungsarbeit von Baranowski et al.
mit dem Lipidsenker Atorvastatin (23) auf den Bewegungsumfang hervor. In beiden Studien
entschieden sich die Forscher jedoch erstmalig fir ein Medikament, das bereits in friiheren
Studien antifibrotische Begleiteffekte in der Behandlung anderer Organerkrankungen
offenbarte. Im dem vorliegenden Experiment wurde erstmals der systemische antifibrotische
Effekt der oralen Gabe der Wirkstoffe Bosentan und Nintedanib auf die Pravention und

Therapie der PTGK im Rattenmodell untersucht.

Die unmittelbare Vergleichbarkeit der vielfaltigen PTGK-Tierversuchsstudien des Kniegelenks
ist jedoch limitiert. Basierend auf diversen experimentellen Konzepten variieren die Studien
nicht nur im Hinblick auf die Applikationsform und den zu untersuchenden Wirkstoff, sondern
auch in der Dauer der Immobilisation, dem Mechanismus und dem Ausmald der
Traumainduktion sowie der biomechanischen Messmethodik. Einige Arbeitsgruppen

induzierten die Kontraktur allein durch eine voribergehende Immobilisation des Kniegelenks
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(20, 317, 318). In nicht-invasiven Tiermodellen flhrte eine alleinige Immobilisation ebenfalls
zu der Entstehung einer Gelenkkontraktur. Die Veranderungen im Gelenk traten im Rahmen
eines invasiven Modells jedoch friher auf (268) und sorgten durch das artikulare Trauma fir
eine starkere AC (32) als bei einer reinen Immobilisation. Des Weiteren kommt ein invasives
Modell durch die Initierung eines Traumas von Weichteil und Knochen sowie der
nachfolgenden temporaren Immobilisation des Gelenks der beim Menschen vorherrschenden
Atiologie der Entstehung einer PTGK am nachsten (309, 319).

5.4 Limitationen des Experiments

Obwohl mit der durchgefihrten Studie eine neue Messmethodik implementiert und
vielversprechende Ansatze fur die Therapie der PTGK des Kniegelenks gewonnen wurden,
unterliegen das experimentelle Design und der methodische Ansatz dennoch einigen
Limitationen, die bei der Interpretation und Verallgemeinerung der Ergebnisse sowie in der

Planung und Durchflhrung zukunftiger Forschungsarbeiten Berlcksichtigung finden sollten.

Die Traumainduktion in diesem Experiment erfolgte durch eine Kniegelenkshyperextension
auf unphysiologische 180° sowie durch Imitierung einer intraartikuldren Fraktur durch das
Einbringen eines K-Drahts in den femoralen interkondylaren Bereich. Die
Kniegelenkshyperextension sowie das intraartikulare Trauma durch den K-Draht wurden dabei
manuell durch den Operateur durchgefiihrt. Eine operateurunabhangige Standardisierung und
Automatisierung war folglich in beiden Operationsschritten nicht umsetzbar. Eine exzessive
Hyperextension des Gelenks tber 180° kénnte anstelle der gezielten Uberdehnung zu einer
Ruptur der Gelenkkapsel geflhrt haben. Eine Hypoextension koénnte wiederum eine
verminderte Strukturschadigung der posterioren Gelenkkapsel bewirkt haben. Ferner wurde
der K-Draht ohne visuelle Uberpriifung retropatellar vorgeschoben und intraossar platziert.
Das Ausmall ungewollter Begleitverletzungen des Kapsel-Band-Apparates sowie von
Gelenkknorpel, Nerven oder Gefalen konnte somit variiert und Einfluss auf die
Kontrakturentwicklung genommen haben. Daruber hinaus wurde nur die isolierte arthrogene
Komponente der Kontraktur untersucht. Obgleich diese hauptverantwortlich fir die langfristige
und irreversible Kontrakturentstehung zu sein scheint (32, 306), beeinflusst die myogene
Komponente insbesondere bei extraartikular begleitenden Weichteilverletzungen ebenfalls
den Bewegungsradius (57). Die Untersuchung des Effekts der in dieser Studie eingesetzten
Wirkstoffe auf den myogenen Anteil der Kontraktur musste daher in einer weiteren
Forschungsarbeit evaluiert werden. Insbesondere das Medikament Nintedanib kénnte eine

gesteigerte Wirksamkeit auf die Reduktion der PTGK aufweisen, da dessen Therapieerfolg bei
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fibrosierenden Erkrankungen der Skelettmuskulatur im Tiermodell (294, 320) bereits

nachgewiesen wurde (vgl. Kapitel 5.1.2).

Zur Sicherung der Balance zwischen wissenschaftlicher Relevanz und tierethischen
Uberlegungen gilt in der Wissenschaft bei Tierversuchen nach dem 3R-Prinzip von Russel und
Burch der Grundsatz: ,So wenig wie mdglich, so viel wie nétig“ (321). Im Verlauf dieses
Experiments kam es zum vorzeitigen Ausschluss von Versuchstieren, deren Messungen nicht
in die biomechanischen Analysen eingeflossen sind. Die verringerte Anzahl der Versuchstiere
sowie das Vorliegen heterogener VersuchsgruppengréfRen kénnten infolgedessen Einfluss auf
die Signifikanz und Varianz der Ergebnisse genommen haben und eine allgemeine
Ubertragbarkeit der Resultate nur unter Vorbehalt gewahrleisten. In Zukunft sollte daher eine
ausreichende Gruppengrofde in der Studienplanung sichergestellt werden. Zudem weisen die
drei Femurfrakturen wahrend des Messvorgangs, die nicht starre Befestigung der distalen
Tibia mit einer Ligatur an der Haltestange sowie das Auftreten zweier Fehlmessungen, bei
denen ein negativer iForce-Wert aufgezeichnet wurde, noch Optimierungspotenzial des

Arthrometers auf.

Der Verzicht auf die Umrechnung der Versuchsergebnisse der AUC von der Einheit N-° in die
Sl-konforme Einheit N-rad diente der Erleichterung der visuellen Interpretation des Kraft-
Winkel-Diagramms. Dies schrankt jedoch die direkte Vergleichbarkeit mit Studien ein, die in

ihren Tiermodellen ausschlie3lich Sl-konforme Einheiten verwenden.

Infolge des vierbeinigen Gangs verfugen Ratten tber ein individuelles Streckdefizit (278), das
in der Berechnung der AC mit dem Mittelwert des kontralateralen Beins der Versuchsgruppe
oder dem der Kontrollgruppe als Referenz in der Auswertung der Ergebnisse in diesem
Experiment keine Bericksichtigung fand. Owen et al. konnten in einem neuentwickelten
PTGK-Rattenmodell mit ihrer angewandten Messmethode, bei der das individuelle
Streckdefizit in die Berechnung der Kontraktur integriert wurde, signifikante Unterschiede im
Bewegungsradius zwischen den Versuchsgruppen nachweisen (278). Aufgrund der bereits
erwahnten Femurfrakturen und Messfehler des Arthrometers war es nicht mdéglich, eine
individuelle Berechnung der AC zwischen dem kontralateralen Bein und dem jeweiligen
Versuchsbein jedes Versuchstieres in diesem Experiment 2zu erstellen. Eine
Mitbertcksichtigung des individuellen Streckdefizits ist in einem zukinftigen PTGK-
Rattenmodell daher ratsam, um prazise marginale und signifikante Unterschiede zu

demaskieren.

Die orale Applikationsform der Medikamente wurde aus den zuvor dargelegten Griinden
bewusst fir diesen Versuch gewahlt. Aufgrund der Futtergewohnheiten der Ratten im

Tiermodell ware die von der EMA empfohlene orale Verabreichung von Nintedanib auf
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nichternen Magen nur per Gavage mdglich. (249). Die Gavage-Methode ist in der
Durchflihrung jedoch sehr aufwendig und gilt angesichts ihrer ausgepragten Invasivitat sowie
des erhohten Risikos iatrogener Verletzungen umliegender anatomischer Strukturen als
tierethisch umstritten (322). Sie unterliegt in Europa daher strengen tierschutzrechtlichen
Zulassungs- und Genehmigungsvorhaben (323). Eine Reduktion der Wirksamkeit des
Pharmakons oder potenzielle Wechselwirkungen konnten wahrend der Durchfiihrung dieses
Experiments folglich nicht ausgeschlossen werden. Als alternative Applikationsform kénnte in
einer zukinftigen Forschungsarbeit die Wirksamkeit der eingesetzten Medikamente auf die
Entwicklung der PTGK durch die unmittelbare intraartikuldre Gabe evaluiert werden.
Basierend auf einer gesteigerten lokalen Konzentration im Gelenk ware eine Verstarkung des
Effekts auf die Kontraktur sowie eine simultane Reduktion systemischer Nebenwirkungen
naheliegend. In dieser Studie lag der Fokus einzig auf der biomechanischen statischen und
dynamischen Messung der ROM, der Berechnung der AC sowie der Visualisierung der
Kraftaufwendung als Flache unter der Kurve. Eine zusatzliche Erhebung der lokalen und
systemischen Plasmakonzentration der Medikamente sowie der betroffenen Rezeptoren
konnte in einem Folgeexperiment Aufschluss Uber den optimalen Zeitpunkt und die Dauer der
Therapie geben. Weiterhin kdnnten die molekulargenetischen Untersuchungen
infammatorischer Cytokine wie TGF-p, IL-1B, IL-6, PDGF und FGF sowie die histologische
Analyse der Zellzahl von Myofibroblasten und die Bestimmung von Kollagen in der
Gelenkkapsel wesentliche neue Erkenntnisse Uber die Wirksamkeit und den zeitlichen Einfluss

potenzieller Regulationsmechanismen in der Pathogenese der PTGK liefern.
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6 Zusammenfassung

Die PTGK des Kniegelenks stellt eine gravierende und haufig langwierige Komplikation nach
Verletzungen des Kapsel-Band-Apparats des Gelenks, Frakturen mit Gelenkbeteiligung und
Operationen im Gelenkbereich dar. Infolge einer dysregulierten Antwort des Immunsystems
nach einem Trauma kommt es im Zuge der Wundheilungsmechanismen zu einer
Hochregulation profibrotischer Signalwege, Zytokine und Wachstumsfaktoren sowie zu einem
prolongierten Verbleib und einer reduzierten Apoptoserate von Myofibroblasten im betroffenen
Gewebe (1, 91). Gestorte Gegenregulationsmechanismen fihren zu einer exzessiven
Synthese von EZM-Komponenten, deren UbermaRige Ablagerung von Bindegewebe im
Gelenk strukturelle Remodeling-Prozesse induziert und sowohl die Gelenkarchitektur als auch
die Gelenkmechanik beeintrachtigen kann (1). Die eingeschrankte Beweglichkeit und
Schmerzhaftigkeit des Gelenks koénnen fur die Betroffenen weitreichende Auswirkungen auf
die Lebensqualitédt (6) haben und gehen gesamtgesellschaftlich mit umfangreichen
soziodkonomischen Folgen (39, 213) einher. Die derzeit etablierten Behandlungstrategien der
PTGK umfassen primar konservative physiotherapeutische Malnahmen oder invasive
operative Verfahren (vgl. Kapitel 2.2.4). Beide Therapieansatze koénnen jedoch durch
frihzeitige Manipulationen oder aufgrund ihres invasiven Charakters zu einer kontraren
Aggravation der Inflammation und Fibrose fuhren (18, 80, 200). Die Ergebnisse der
bestehenden Behandlungsmethoden sowie die in den Kapiteln 1 und 2.1.3 beispielhaft
aufgezeigte hohe Inzidenz der PTGK des Kniegelenks nach TKA, Tibiakopffrakturen und ACLr
verdeutlichen die hohe klinische Relevanz und die Notwendigkeit, die kausale, bislang
unvollstandig verstandene Pathophysiologie der PTGK weiter zu erforschen. Es fehlt nicht nur
eine einheitliche Klassifikation, sondern auch ein Therapiealgorithmus, der neben den
etablieten und effektiven, aber auch komplikationsbehafteten und kostspieligen

Behandlungsstrategien kostengilnstige, praventive pharmakologische Alternativen bietet.

Bisherige medikamentdése Forschungsansatze, die auf eine Verbesserung des
Bewegungsradius der PTGK abzielten, offenbarten jedoch inkongruente Ergebnisse.
Erfolgsversprechende Studiendaten in Tiermodellen, wie die Forschungsarbeiten von Wong
et al. (277) und Dudakovic et al. (223), kdnnten an der Praktikabilitat aufgrund der regelmaRig
notwendigen intraartikularen oder intraperitonealen Applikationsform scheitern. Ferner konnte
bislang in nur drei experimentellen Arbeiten (20-22), die einen oralen pharmakologischen
Therapieansatz zur Behandlung der PTGK untersuchten, eine signifikante Einflussnahme der
Wirkstoffe auf die Steigerung der ROM nachgewiesen werden. Einzig in der Studie von Efird
et al. wurde durch die Verabreichung eines Leukotrien-Inhibitors eine signifikante Reduktion
der langfristigen und irreversiblen arthrogenen Hauptkomponente der Kontraktur beobachtet
(22).
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Mit diesem Experiment wurde erstmalig ein moglicher Effekt der oralen Gabe von Bosentan,
Nintedanib sowie der Kombination beider Medikamente auf die Reduktion der AC am
Kniegelenk Uber den Zeitraum von zwei Wochen in einem PTGK-Tiermodell (45 Sprague-
Dawley-Ratten) untersucht. Darliber hinaus wurde in dieser Studie eine neue Methodik der
biomechanischen Messung im PTGK-Rattenmodell eingefihrt, bei der ein
untersucherunabhangiges und automatisiertes Arthrometer zum Einsatz kam, das die
dynamische Erfassung und grafische Darstellung der Kraftentwicklung als Flache unter der

Kurve ermoglicht.

Wenngleich die Gabe des ET-1 Antagonisten Bosentan keinen positiven Effekt auf den
Bewegungsradius auszuiben und die AC tendenziell sogar zu verschlimmern schien, fuhrte
die Inhibition der Wachstumsfaktoren PDGF, FGF und VEGF (249) durch Nintedanib zu einer
signifikanten Reduktion der AC um 14,79° (p(AC(G)) <0,001) respektive 13,7°
(p(AC(K)) < 0,05). Damit unterstreicht Nintedanib sein antifibrotisches Potenzial gleichfalls im
Kontext der PTGK neben den bislang positiven Studienergebnissen anderer Organe, wie der
Lunge (28), dem Herzen (324), der Leber (29) und dem Harntrakt (292). Durch die Gabe der
Kombinationstherapie konnte wiederum nur eine tendenzielle, jedoch keine signifikante
Einflussnahme auf die Gelenkbeweglichkeit und AC gegenliber der Placebogruppe
beobachtet werden. Fir die Ursachenfindung der mangelnden Wirksamkeit der
Kombinationstherapie gilt es, potenzielle Interaktionsmechanismen der Wirkstoffe Gber die
Bestimmung der lokalen und systemischen Konzentrationen der Medikamente sowie der

betroffenen Rezeptoren ausfindig zu machen.

Obgleich eine komplette Remission der PTGK in keiner Versuchsgruppe in dieser Studie
erzielt werden konnte, bieten die signifikanten Ergebnisse in der Steigerung der ROM und der
Reduktion der AC der Nintedanib-Gruppe einen vielversprechenden Ansatz, die gewonnenen
Erkenntnisse in zukunftigen Experimenten eingehender zu untersuchen. Denkbare
methodische Erganzungen koénnten die Testung alternativer Applikationsformen, die
Bestimmung der optimalen Behandlungsdauer und Dosierung sowie eine erweiterte
Fokussierung auf molekulargenetische und histologische Analysen umfassen. Die gewonnen
Erkenntnisse liefern damit wertvolle Impulse fir die Erforschung der kausalen Pathogenese
der Fibrose und koénnten die weitere Grundlage fur die Entwicklung eines
anwenderfreundlichen, kosteneffizienten und praventiven pharmakologischen

Therapieansatzes der PTGK schaffen.
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10 Anhang
10.1 Mess- und Analysegerate

Elektronisches Gerat

Produkt
Herstellername

Anschrift

Akku-Schermaschine/Trimmer

Isis Schermaschine/Trimmer
Aesculap Schermaschinen GmbH

Suhl, Deutschland

Arthrometer

Arthrometer
Hochschule RheinMain

Wiesbaden, Deutschland

Autoklav — Sterilisation

Systec DX-45
Systec GmbH & Co. KG

Linden, Deutschland

Digitale Waage

Sl- 234 Analysewaage
Denver Instrument

Denver, Vereinigte Staaten von Amerika

Elektrischer Bohrer

Dremel Multifunktionswerkzeug
Dremel Europe Bosch Power Tools B.V

Breda, Niederlande

Kiihlschrank / Gefrierschrank

Laborkihlgerat MediLine
Liebherr-Hausgerate GmbH

Ochsenhausen, Deutschland

Laborspiilmaschine-
Thermodesinfektionsgerat

G 7883 CD

Miele Vertriebsgesellschaft Deutschland KG

Gltersloh, Deutschland
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Linearschlitten, Servocontroller

Linearschlitten, Servocontroller
Jenny Science

Rain, Schweiz

Rontgengerit

Faxitron MX- 20 Cabinet X-ray System
Faxitron X- Ray LLC

Lincolnshire, USA

Warmeplatte

BWO03
Baxter Deutschland GmbH

UnterschleiRheim, Deutschland

10.2 Flussigkeiten

Flussigkeit

Produkt
Herstellername

Anschrift

Desinfektion Haut, Schleimhaut

Braunol, 7,5 % PVP-lod-Lésung, 100 ml
B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Desinfektion Hande

Sterillium Handedesinfektionsmittel
BODE Chemie GmbH

Hamburg, Deutschland

Desinfektion Oberflachen

Incidin Premium Wipes
Ecolab Deutschland GmbH

Monheim am Rhein, Deutschland

Desinfektion OP-Instrumente

Gigasept Instru AF
Schilke & Mayr

Norderstedt, Deutschland
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Isotone Kochsalzlosung (NaCl 0,9%) 250 ml isotone Kochsalzlésung (0,9%)
B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Waschlotion Lifosan soft

B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

10.3 Medikamente

Produkt

Medikament
Herstellername

Anschrift

Atipamezol Alzane 5 mg/ml
Zoetis Deutschland GmbH

Berlin, Deutschland

Bosentan Bosentan beta 125 mg
betapharm Arzneimittel GmbH

Augsburg, Deutschland

Corneagel Corneregel 50mg/g Dexpanthenol Augengel
Bausch & Lomb GmbH

Berlin, Deutschland

Fentanyl Fentanyl-Janssen 0,1 mg/2 ml
Janssen-Cilag GmbH

Neuss, Deutschland

Flumazenil Flumazenil Hikma 0,1 mg/ml

Hikma Pharma GmbH

Martinsried, Deutschland
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Isofloran IsoFlo 100% w/w Flussigkeit
Zoetis Deutschland GmbH

Berlin, Deutschland

Medetomidin Dorbene vet 1 mg /ml
Zoetis Deutschland GmbH

Berlin, Deutschland

Midazolam
Midazolam-ratiopharm 15 mg/3 ml

ratiopharm GmbH

Ulm, Deutschland

Nintedanib Nintedanib 5 mg
Boehringer Ingelheim International GmbH

Ingelheim am Rhein, Deutschland

Placebo P-Tabletten weil} Lichtenstein
Winthrop Arzneimittel GmbH

Frankfurt am Main, Deutschland

Tramadol Tramadol-ratiopharm 100 mg
ratiopharm GmbH

Ulm, Deutschland
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10.4 Operationsmaterialien

Einmalmaterial

OP- Instrumente

Abdecktuch 90 cm x 75 cm steril

Elektrischer Bohrer

Bohrer @ 1,0 mm steril

Chirurgische Wundpinzette, spitz

Einmalhandschuhe Gr. L

Elevatorium nach Freer

ETHILON 4-0 FS-2 Hautfaden

Kocherklemme gerade, chirurgisch

Hautmarker steril

Mosquitoklemme gebogen, anatomisch

Kirschner-Draht & 0,6 mm steril

Nadelhalter nach De Bakey

Kittel steril (fakult.)

Nierenschale

Knopfkantile steril

Praparierschere, spitz

Lochtuch 60 cm x 50 cm steril

Schere nach Metzenbaum, stumpf

Mini-Spike

Seitenschneider

Multikompressen 10 cm x 10 cm steril

Wundpinzette anatomisch

OP-Handschuhe Gr. 8 steril

Wundspreizer nach Finsen, 2x3 Zahne, spitz

OPSITE Pflaster flissig

Skalpell 10 Haut

Skalpell 15 subkutan/Faszie

Spritze Luer 5 ml

Tupfer 3 cm steril

VICRYL 3-0 SH-1 plus Faszie
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10.5 Score-Sheet Ratten

1. Kérpergewicht Score
Das letzte Gewicht vor einer kontinuierlicher Gewichtsabnahme
- Unbeeinflusst oder Anstieg 0
- Reduktion > 10% 10
- Reduktion > 20% 20
2. Allgemeinzustand
- Fell glatt, glanzend und anliegend, Augen glanzend, Kérperdffnungen 0
sauber
- Fell matt, Augen trub, 5
- Fell stumpf, Augen eingesunken triib, verklebte oder feuchte 10
Koérperdéffnungen
- Fell gestraubt, Tier fuhlt sich kalt an, Augen geschlossen, Krampfe, 20
Lahmungen, Atemgerausche, blauliche Schleimhaute
3. Spontanverhalten
- aufmerksam, neugierig, Aufrichten, flinke Bewegungen 0
- ungewdhnliches Verhalten, eingeschrénkte oder reduzierte Bewegung | 5
oder Uberaktivitét, reduziertes Explorationsverhalten
- Isolation, Koordinationsstérungen, ausgepragte Stereotypien oder 10
Hyperkinetik
- Apathie, Automutilation, Nekrosen, Rektumprolaps, Wund- oder 20
Gelenkinfektion
4. Aggressivitat bei Palpation 20
5. Abnorme Korperhaltung 20
6. Materialversagen 20
- Cerclagendislokation, Cerclagenbruch und periosteosynthetische
Fraktur
Bewertung MaRnahme
Keine 1 x tégl. beobachten, kein Score Sheet nétig 0
Belastung
Geringgradige | 1 x tédgl. beobachten, Score Sheet alle 2 Tag bis Besserung | 1-9

Belastung:
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Mittelgradige 1 x tagl. beobachten, Versuchsleiter und zustandigen 10-19
Belastung: Tierarzt informieren, z. B. Glucosegabe ins Trinkwasser,
Tramadol Uber Trinkwasser Uber 4 Tage, andauernde mgl.
Belastung Score Sheet tagl.
Hochgradige Unverzigliche Meldung an unten genannte Person und 20
Belastung Tierschutzbeauftragten. Revaluation durch unten genannte
Person, bei Bestatigung der Belastung sofortiger Abbruch

(Abbruch = Tétung)

Summe oder Einzelpunktzahl; =2 20 Punkte = Abbruch fiir Versuchstier

Bei Erfullung der Abbruchkriterien (> 20 Punkte) bitte umgehend Meldung an Dr. med. E.
Wegner. Eine Revaluation bzw. ein Abbruch wird entsprechend durch Dr. med. E. Wegner

unternommen.

Kontakit:
Funk: 194 6996
Telefon: 0160 944 152 47

E-Mail: erik.wegner@unimedizin-mainz.de

10.6 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Produkt
Herstellername

Anschrift

Abdecktuch, steril

Abdecktuch 75 cm x 90 cm

Medline International Germany GmbH
Kleve, Deutschland

Abdecktuch mit selbstklebendem OP
Fenster, steril

Lochtuch 50 cm x 60 cm, @ 5 cm

Medline International Germany GmbH
Kleve, Deutschland

Aufziehkaniile rot, steril

BD Blunt Fill Needle, G18 x 1 %2, 1,2 mm x
40 mm

BD, Becton Dickinson GmbH

Heidelberg, Deutschland
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Einmalhandschuhe, nicht steril

VWR Latex Powder Free Gloves, Grofie L
VWR International GmbH

Darmstadt, Deutschland

Entnahme- und Zuspritzspike, steril

Mini-Spike
B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Hautmarker, steril

Hautmarker ultrafine mit Lineal
Viscot Medical LLC

East Hanover, Vereinigte Staaten von
Amerika

Injektionskaniile, steril

BD Microlance 3, 30 G x ¥, 0,29 x 13 mm
BD, Becton Dickinson GmbH

Heidelberg, Deutschland

Kirschner-Draht, steril

Kirschner-Draht @ 0,6 mm+ & 1,0 mm, 70
mm Lange

Johnson & Johnson Medical GmbH

Norderstedt, Deutschland

Mullkompressen, steril

Mullkompressen 10 cm x 10 cm, 5 Stlick
Fuhrmann GmbH

Much, Deutschland

Nahtmaterial (Fasziennaht) , steril

VICRYL 3-0 SH-1 plus 70 cm, resorbierbar

ETHICON Johnson & Johnson Medical
GmbH

Norderstedt, Deutschland

Nahtmaterial (Hautnaht), steril

ETHILON 4-0 FS-2 75 cm, nicht
resorbierbar

ETHICON Johnson & Johnson Medical
GmbH

Norderstedt, Deutschland

Nahtmaterial (Ligatur Arthrometer), steril

VICRYL 4-0 3x 45 cm resorbierbar

107




Anhang

Johnson & Johnson Medical GmbH

Norderstedt, Deutschland

Operationshandschuhe, steril Vasco OP Sensitive Gr. 8
B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Operationskittel, steril OP- Kittel ,Essential’” unverstarkt, L-XL
Medline International Germany GmbH

Kleve, Deutschland

OPSITE Spray, nicht steril OPSITE Spruhverband, 100 ml
Smith & Nephew Deutschland GmbH

Hamburg, Deutschland

Eppi ReaktionsgefaB, nicht steril Safe-Lock-Tube, 1,5 ml
Eppendorf SE

Hamburg, Deutschland

Skalpell, steril 10er und 15er Einweg- Skalpell
FEATHER Safety Razor Co. Ltd.

Osaka, Japan

Spritze Luer, steril 2 ml, 3 ml und 5 ml Injekt Luer Solo Spritze
B. Braun Melsungen AG

Melsungen, Deutschland

Spiilsonde, steril Einmal-Knopfkanile & 0,8 mm, 70 mm
Lange

Interlock Medizintechnik GmbH

Lensahn, Deutschland

Tupfer, steril Schlinggazetupfer 20 cm x 20 cm, 3 Stiick

Fuhrmann GmbH

Much, Deutschland
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