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1. Zusammenfassung

Degenerative und traumatische Schadigungen von Sehnen sind haufig auftretende
Krankheitsbilder, welche zu langanhaltenden Beeintrachtigungen im Alltags- und Arbeitsleben
fuhren kénnen, und zu einer hohen finanziellen Belastung des Gesundheitssystem flihren. Die
Heilung von Sehnen umfasst einen langandauernden Prozess, welcher trotz Interventionen in
bleibenden Funktionseinschrankungen und reduzierten biochemischen und mechanischen
Eigenschaften der Sehne resultieren kann. Makrophagen-aktivierendem Lipoprotein 2 (MALP-
2) wurde in der Literatur regeneratives Potenzial zugeschrieben. Keine Studie hat bisher den
Einfluss von MALP-2 auf die Sehnenheilung untersucht. Das Ziel dieser Arbeit war es, die
regenerativen Eigenschaften von MALP-2 nach partieller Tenotomie im Mausmodell zu
untersuchen.

Hierfur wurden 64 C57BI/6 Mause einer partiellen Tenotomie der Sehne des M. flexor digitorus
longus am linken Hinterlauf unterzogen. AnschlieRend erfolgte die Applikation von geléstem
MALP-2 bzw. nur des Lésungsmittels (Isopropanol) als Kontroll-Gruppe. Die Evaluation des
Einflusses von MALP-2 erfolgte durch eine biomechanische Testung im axialen Zugversuch
und Bestimmung der Steifheit (N/mm) mittels Universaltestungsmaschine nach 7 und 36
Tagen nach Intervention. Das funktionelle Outcome wurde durch eine automatisierte
Ganganalyse (CatWalk) an Tag 1 préoperativ, sowie postoperativan Tag 1, 3, 7, 14 und 36
analysiert. Zur weitergehenden Analyse intrazellularer Reaktionen erfolgte die Explantation
unbehandelter Sehnen von 12 C57BI/6 Mausen zur molekularbiologischen Untersuchung der
Wirkung von MALP-2 auf die Expression von Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen, Cyclin D,
Caspase 3, Hamoxigenase-1, nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
und Cyclooxygenase-2.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Steifheit (N/mm) der mit MALP-2 behandelten
Gruppe nach 7 und 36 Tagen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant reduziert war und
so von einem schlechteren biomechanischen Zustand der Sehne ausgegangen werden kann.
In der Analyse des klinischen Verlaufes mittels CatWalk prasentierte sich im Vergleich zur
Kontroll-Gruppe bei der Mehrzahl der untersuchten Parameter eine Verschlechterung bis zum
14. Tag postoperativ. Aus den Ergebnissen des Proteinexpressionsanalyse lie sich
schliefen, dass MALP-2 auf Sehnen nicht apoptotisch, aber vermutlich stark
entziindungsinduzierend wirkt.

Die hohen Erwartungen an das MALP-2 in der Frihphase der Sehnenheilung konnten nicht
erfillt werden und es bedarf in Zukunft der Untersuchung weiterer potenziellen

heilungsférdernden Agenzien, ggf. in Kombination mit MALP-2.



1.1 Summary

Degenerative and traumatic injuries of tendons are common clinical challenges which can
result in long term impairments for both in the workspace and the everyday life and represent
also a high economic burden of the healthcare system. The healing of tendons consists a long
process. Despite of remodelling or interventions impaired clinical function and biochemical or
mechanical properties are likely to occur. MALP-2 has been described for its regenerative
potential in literature. Until now, no study has shown the effects of MALP-2 during tendon
healing. Considering this, the aim of this study was to investigate the regenerative potential of
MALP-2 on tendons after partial tenotomy.

A partial tenotomy of the flexor digitorum longus on the left hind was induced in 64 C57BI/6
mice. The partial tenotomy was followed by the application of either 5ug MALP-2 (n=32)
dissolved in a vehicle (isopropanol) or vehicle only (control; n=32).

To evaluate the impact of MALP-2 on tendon healing, structural stability of the tendon was
biomechanically tested on days 7 and 36 post intervention. The postoperative stiffness was
determined and compared to control group. Gait pattern and gait recovery were analysed using
the CatWalk system previous to surgical intervention and postoperatively on day 1, 3, 7, 14
and 36. To analyse intracellular reactions of MALP-2 in tenocytes, untreated tendons of 12
C56BI/6 mice were used to perform Western blotting for Proliferating-Cell-Nuclear-Antigene,
Cyclin D, Caspase 3, Heme oxygenase-1, nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells and cyclooxygenase-2.

The application of MALP-2 led to a significant decrease of stiffness on day 7 and 36
postoperatively compared to control group. Hence mechanical properties after MALP-2
treatment were impaired compared to control group. The majority of analysed CatWalk
parameters showed a reduced functional outcome up to day 14 postoperative. Western
Blotting findings led to the presumption that MALP-2 has no apoptotic effect, but inflammatory
effect on tenocytes.

The application of MALP-2 on partial tenotomised flexor digitorum longus tendons does not
lead to improved mechanical properties or gait recovery during the healing process compared
to control group. Further studies concerning other potential agents possibly in combination with

MALP-2 are required in the future.



2. Einleitung

Sehnen sind in vivo grolen mechanischen Belastungen ausgesetzt und kénnen bei
Uberlastung traumatisch reiRen oder bei Verletzungen getrennt werden. Haufige
Sehnenschaden treten im Bereich der Fingerbeugesehnen z.B. durch Schnittverletzungen auf.
Sehnen sind auch hohen mechanischen Belastungen ausgesetzt und unterliegen
degenerativen Prozessen. Auf Basis dieser Degeneration entstehen haufig typische
Sehnenverletzungen, wie z.B. Rupturen im Bereich der Rotatorenmanschette, der
Patellarsehne sowie der Achillessehne. Resultat ist neben eingeschrankter Beweglichkeit oder
abnormer Gelenkkinematik auch eine Verletzung des umliegenden Gewebes. Dies fuhrt
letztendlich zu Morbiditdt und Schmerz und kann in Arthrosen des betroffenen Gelenkes
resultieren [233]. Sehnenverletzungen kdnnen zu Einschrankungen alltaglicher Aktivitaten
sowie der Arbeitsfahigkeit fuhren [215].

Die Kosten fur muskulo-skeletale Verletzungen belaufen sich in den USA auf ca. 30 Milliarden
Dollar pro Jahr und Sehnen- und Bandverletzungen machen etwa 45% aller muskulo-
skeletalen Verletzungen in den USA aus [55]. Erwartungsgemal wird die Haufigkeit dieser
Verletzungen zunehmen, da die Bevolkerung alter und aktiver wird [34].

Trotz in der Bevdlkerung haufig vorkommenden Beeintrachtigungen durch
Sehnenverletzungen und Tendinopathien, ist die Anzahl forschender Arbeitsgruppen auf
diesem Gebiet sehr Uberschaubar [3]. Daher ist das vorhandene Wissen Uber die
Mechanismen der Sehnenheilung noch beschrankt.

Um aktuelle Therapieansatze der Sehnenheilung besser verstehen und die vorhandenen
Therapien weiter entwickeln zu kdnnen, missen zunachst einzelne Mechanismen der
Sehnenregeneration untersucht und geklart werden [3] [55].

Die Einflussfaktoren der Sehnenheilung kdnnen sowohl mittels verschiedener in vitro als auch
in vivo Modelle untersucht werden. In der Vergangenheit wurde bereits der Einfluss von
Makrophagen auf die Sehnenheilung nach Sehnenverletzungen beschrieben. Allerdings ist
uber die Immunmodulation durch Makrophagen im Rahmen des Heilungsprozesses nur wenig
bekannt. Durch ein etabliertes in vivo Modell soll der Einfluss der Stimulation von
Makrophagen auf die Sehnenheilung untersucht werden. Dadurch kdénnen in der Zukunft
moglicherweise neue Therapiekonzepte zur Verbesserung der Sehnenheilung im klinischen

Alltag entwickelt werden.

21. Sehnen
Sehnen sind anatomische Strukturen, welche die vom Muskel hervorgebrachte Kraft auf den

Knochen Ubertragen. Dadurch werden Gelenkbewegungen erméglicht [98].



Unterschieden wird die Ursprungssehne (Origo) von der Ansatzsehne (Insertio). Uber die
Ansatzsehne wird der Muskelzug auf die zu bewegenden Skelettteile Ubertragen, welche
durch die Sharpey-Fasern eine feste Verankerung des Bindegewebes im Knochen bilden [12].
Eine einzelne Sehne kann die Wirkung mehrerer Muskeln auf einen Knochen fokussieren.
Dadurch kann eine hohere Kraftlibertragung auf ein Gelenk ausgetibt werden. Ein einzelner
Muskel kann allerdings auch ber mehrere Sehnen auf verschiedene Knochen wirken.
Sehnen koénnen die Kraft eines Muskels Uber eine grof3e Distanz Ubertragen. So kann eine
Bewegung Uber mehrere Gelenke hinweg Uber eine Sehne gesteuert werden, wie durch die
Muskeln am Unterarm mit der Wirkung an den Fingern [23].

Bei Zugsehnen stimmt die Wirkungsrichtung mit der Hauptlinie des entsprechenden Muskels
Uberein. Bei Gleitsehnen hingegen weicht die Zugrichtung der Sehne von der des Muskels ab,
wie z.B. beim M. tibialis posterior oder M. fibularis longus. Die Ablenkung der
Sehnenverlaufsrichtung kann durch ein Retinaculum (Halteband) oder durch ein
Skelettelement erfolgen. Ein mogliches Widerlager, um welches die Sehne geleitet wird,
bezeichnet man als Hypomochlion. Eine Aponeurose ist eine breitflachige, platte Sehne (z. B.

Bauchmuskulatur) [12].

Sehnen bilden mit dem dazugehoérigen Muskel eine integrierte Muskel-Sehnen-Einheit.
Sehnen besitzen die wichtige, aber limitierte Fahigkeit, sich zu dehnen. Die Dehnbarkeit der
Sehne ermdglicht es dieser als Energiespeicher wahrend der Bewegung zu fungieren. Durch
Dehnen und konsekutives Zusammenziehen wird weniger Energie flr eine Bewegung
gebraucht [23].

2.1.1 Makroskopische Sehnenstruktur

Gesunde Sehnen sind glanzend weil® und bestehen aus fibro-elastischem Gewebe. Das
Gewebe erweist sich als sehr bestandig gegeniber mechanischen Kraften [98].

Die Region der Sehne aus dem Ursprung des Muskels wird als myotendinous
junction/muskulo-tendinése Verbindung (MTJ) bezeichnet. Die Knochenansatzregion wird
osteotendinous junction/osseo-tendinése Verbindung (OTJ) genannt. Form und Befestigung
am Knochen variiert von flachen bis zylindrischen, facherformigen oder bandférmigen Sehnen
[98].

Die auflere Knochenhaut, das Periost, Uberzieht den kompletten Knochen. Ausgenommen
davon sind Uberknorpelte Gelenkflichen und Knochenabschnitte, welche von der
Synovialmembran Uberzogen sind. Die auflere Schicht, das Stratum fibrosum, enthalt
geflechtartiges, straffes Bindegewebe, dessen Kollagenfasern bevorzugt entsprechend der

Langsachse verlaufen. Die Sharpey-Fasern zweigen davon ab und verlaufen durch die gefaf-
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und nervenfiihrende innere Schicht (Stratum osteogenicum) direkt in die darunter gelegene
Kompakta. Dies fuhrt zu einer festen Verbindung zwischen Periost und Knochen. Sehnen und
Bander setzen im Stratum fibrosum an [12].

Sehnen sind in ihr Umfeld Uber lockeres, reichlich vaskularisiertes Bindegewebe, das
Paratendineum, eingebettet. In diesem Sehnengleitgewebe werden Gefalle und Nerven an
die Sehne herangebracht [200].

Die ganze Sehne wird von dem Epitendineum, einer Hulle aus lockerem Bindegewebe,
umfasst. Von ihm verlaufen Septen aus lockerem Bindegewebe, das Peritendineum, in das
Innere der Sehne. Das Peritendineum unterteilt die Sehne in Faserbiindel. Diese Septen
fungieren als Nerven-GefaRR-Stralen und Verschiebeschichten. Diese genannte Bauweise gilt
fir Zugsehnen [12].

Im Kontaktbereich des Hypomochlions wird das Sehnengewebe auf Druck und Schub
beansprucht (Gleitsehne) und hat histologische Merkmale von Faserknorpel [132].

Sehnen, die in Weichteilen ansetzen, bestehen aus vielen elastischen Fasern (z. B. Muskeln
des Gesichts) [12].

Eine spezialisierte Gewebsgrenzflache, die Enthesis, verknlpft Sehnen und Bander mit
Knochen [24] [25]. Die Enthesis weist Gradienten der Gewebsorganisation auf. Diese kdnnen
in vier verschiedene Zonen mit unterschiedlicher Zellzusammensetzung, mechanischen
Eigenschaften und Funktionen aufgeteilt werden [7].

Die Enthesis sichert, dass die vom Muskel generierten Kontraktionskrafte auf das
Skelettsystem Ubertragen werden [24]. Es wird vermutet, dass die Enthesis die
unterschiedlichen mechanischen Eigenschaften von Sehnengewebe und Knochengewebe
ausgleicht, um raumliche zentrierte Maxima von Zugkraften zu vermeiden [24] [29] [105]. Die
Struktur der Enthesis von Sehnen spiegelt die Notwendigkeit, die Belastung von der
Grenzflache auf Sehne und/oder Knochen zu verteilen, wider. Trotz ihrer Struktur kann die

Enthesis von Abnutzung und Zerreil3en betroffen sein [24].

2.1.2 Mikroskopische Sehnenstruktur

Die Extrazellularmatrix (EZM) von Sehnen setzt sich zusammen aus Kollagen und kleinen
Bruchteilen von Elastin, eingebettet in eine hydratisierte Proteoglykanmatrix. Hauptaufgabe
der Kollagenfasern ist die Widerstandsfahigkeit. Proteoglykane sind hauptsachlich fur die
Viskoelastizitat verantwortlich.

Die kleinste strukturelle Einheit ist die Kollagenfibrille. Die einzelne Fibrille besteht aus
Querverbindungen formenden, wasserldslichen Tropokollagenmolekilen, welche unldsliche

Kollagenmolekiile bilden. Diese haufen sich schrittweise zunachst zu Mikrofibrillen, Fibrillen
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und letztendlich zu Fasern an. Bundel von Fasern werden zusammengehalten vom Epi- und
Endotendineum [26] [55]. Die am reichlichsten vorhandene Kollagenkomponente in Sehnen
ist Kollagen Typ I. Kollagen Typ | macht ca. 60% der Trockenmasse und 95% des
Gesamtkollagens aus [232]. Die verbleibenden 5% des Gesamtkollagens bestehen aus Typ
[l und Typ V Kollagen [57]. Proteoglykane machen ca. 1-2% der Trockenmasse der EZM aus
[232]. In Regionen, die Druck ausgesetzt sind, ist der Anteil von Proteoglykanen hdher, als in
den Regionen, die Spannung ausgesetzt sind [27]. Proteoglykane wie Aggrecan und Decorin
binden Wasser, halten Druck stand und ermdéglichen den Fibrillen einen gewissen Spielraum
wahrend der Deformation [182] [230] [232]. Elastische Fasern gewahrleisten
Gewebsflexibilitat. Sie ermdglichen eine weitreichende Verformbarkeit und passiven
Zuruckzug ohne vermehrten Energieaufwand. Elastische Fasern spielen eine Rolle bei der
Erholung des Faltmodells der Kollagenfasern nach Zug an der Sehne [55].

Eine Sehne besteht aus vielen verschiedenen Zelltypen. Dazu gehéren Tenozyten,
Chondrozyten, Synovialzellen und Gefalzellen. Die erhebliche Mehrheit der Zellen sind
Tenozyten [233]

Zwischen den Kollagenfasern liegen Reihen lang gestreckter Fibroblasten,
Tendinozyten/Tenozyten, von denen histologisch meist nur die Kerne erkennbar sind.
Ultrastrukturell weisen Tenozyten im Querschnitt mehrere fligelférmige Fortsatze auf, die
radiar zwischen die Kollagenfibrillen ragen. Gap junctions sind fir die Koordination von
Tendinozyten/Tenozyten verantwortlich [132].

Histologisch betrachtet, kann die Enthesis als fibros oder fibrocartilaginar charakterisiert

werden. Fibrocartilaginare Insertionen sind haufiger [62].

collagen fiber

collagen fibril
endotenon - gL

tendon stem/

tenocyte
progenitor cell

blood vessel

nerve fascicle

paratenon ~ epitenon

Abb. 1 Schematische Darstellung der grundsatzlichen Struktur einer Sehne nach Docheva D, Miiller SA, Majewski
M, Evans CH (2015) Biologics for tendon repair. Adv Drug Deliv Rev 84:222-239 [55].
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2.1.3 Physiologie

Sehnen sind ein gering stoffwechselaktives Gewebe. Sehnen kdnnen Kollagen und andere
Komponenten der Matrix selbst herstellen [172].

Menschliche und tierische Sehnenzellen besitzen eine Enzymausstattung fir alle drei
Hauptstoffwechselwege der Energiegewinnung: fir den Citratzyklus, die anaerobe Glykolyse
sowie den Pentosephosphatweg [173].

Im Verlauf des Lebens stellt sich der Stoffwechsel von hauptsachlich aerob (Citratzyklus,
Pentosephosphatweg) zu vermehrter anaerober Energiegewinnung (anaerobe Glykolyse) um
[173].

Tenozyten sind in der Lage, samtliche Bestandteile der EZM der Sehnen herzustellen.
Wahrend des Wachstums ist die Syntheseleistung hoch, im Alter ist sie vermindert und bei
pathologischen Prozessen nimmt sie drastisch ab.

Die geringe Stoffwechselleistung erméglicht es der Sehne, Belastungen standzuhalten und im
gedehnten Zustand fur langere Zeit verweilen zu kdnnen. Das Risiko einer Ischamie oder
Nekrose wird so vermindert. Nachteil ist die langsame Erholung nach Belastung und die
langsame Heilung des Gewebes nach Verletzung [173].

Sehnen werden von sensorischen Nerven der tUberlagernden oberflachlichen Nerven oder von
den in der Nahe verlaufenden tiefen Nerven versorgt. Die Versorgung ist weitestgehend, wenn
nicht ausschlieBlich, afferent. Die afferenten Rezeptoren befinden sich Nahe der muskulo-
tendindsen Verbindung (MTJ), entweder an der Oberflache oder in der Sehne [173].

Die Nerven neigen dazu, einen longitudinalen Plexus zu bilden und treten in die Sehne Uber
die Septen des Endotendineums oder des Mesotendineums ein. Zweige der Nerven vom
Paratendineum dringen Uber das Epitendineum zur Oberflache des Inneren der Sehnen ein
[173].

Es qgibt vier Arten von Rezeptoren: Typ | Ruffini Kérperchen (Mechanosensoren, Druck), Typ
Il Vater-Pacini-Kérperchen (Mechanosensoren, Vibration), Typ Il Golgi-Sehnenorgane
(Tiefensensibilitdt) und Typ IV Rezeptoren, welche freie Nervenendigungen darstellen

(Schmerzrezeptoren) [173].

Die Blutversorgung der Sehnen gestaltet sich als sehr variabel und unterteilt sich
normalerweise in drei Regionen:
1. Die muskulo-tendinése Verbindung (MTJ), welche Uber oberflachliche Gefalte der
umgebenden Gewebe versorgt wird,
2. der Mittelteil der Sehne, der seine GefalRe aus dem Paratendineum erhalt und
die Gefale fir die osseo-tendindse Verbindung (OTJ) versorgen das untere Drittel der

Sehne.



Es gibt keine direkte Kommunikation zwischen den Gefallen der Sehne und des
Knochens aufgrund einer dazwischenliegenden fibrokartilaginaren Schicht. Jedoch

I&sst sich eine indirekte Anastomose auffinden [172].

2.1.4 Biomechanische Eigenschaften einer Sehne

Sehnen Ubertragen nicht nur Muskelkraft auf den Knochen. Sie sind Puffer, indem sie externe
Krafte auffangen und damit Muskelschaden beschranken. Sehnen weisen eine hohe
mechanische Starke, gute Flexibilitdt und ein hohes Level an Elastizitat auf [172] [202].
Muskeln, welche starke, widerstandsfahige Krafte ausiben, besitzen kurze und breite Sehnen.
Muskeln, die feine und zarte Bewegungen ausfihren, haben lange und dinne Sehnen [98].
Dickere Sehnen sind weniger dehnbar. So wird die Muskelkraft nicht zur Dehnung der Sehne
selbst genutzt, sondern um die Kraft auf den Knochen zu Ubertragen [23]. Grund dafir sind
das Fasermuster und die viskoelastischen Eigenschaften einer Sehne.

Die Viskoelastizitat resultiert aus der Zusammensetzung aus Kollagen, Wasser und der
Interaktionen zwischen Kollagenen und nicht-kollagenen Proteinen der Sehne [33] [232].

In Ruhe sind die Kollagenfasern und — fibrillen gefaltet [233] ab 2% Spannung, wird die Sehne
aus dieser Konfiguration heraus ausgedehnt, das heif’t sie muss um mindestens 2% gedehnt
werden, damit sich die Kollagenfasern und —fibrillen entfalten [232] [237]. Der linear-elastische
Bereich streckt sich bis zu 4% Spannung aus. Die Steigung in diesem Bereich beschreibt das
Elastizitatsmodul der Sehne [232].

Fasern mit einem kleinen Faltungswinkel versagen schneller als solche mit einem grof3en
Faltungswinkel. Wenn die Sehne Uber 4% (nichtlinear-elastischer Bereich) gespannt wird,
treten mikroskopische Zerreilungen auf, nach 8-10% (elastisch-plastischer Bereich)
Belastung makroskopische Zerreilungen [33] [232]. Es wurde gezeigt, dass Flexorensehnen
bis zu 14% elastisch gedehnt werden kénnen [52] [232].

Die geheilte Sehne erlangt normalerweise nicht wieder die mechanischen Eigenschaften einer
unverletzten Sehne [97]. Die reduzierte Kraft des Narbengewebes verglichen mit der einer
nativen Sehne resultiert aus einer reduzierten Integration von Kollagenfasern. Diese besteht
aus einem hdéheren Verhaltnis von Kollagen Typ Il (geringerer Durchmesser) zu Kollagen Typ
I. Die verletzte Sehne wird dicker und steifer, um die geringere mechanische Kraft
auszugleichen. Die Qualitat der Sehne und die funktionelle Aktivitat sind reduziert [232] [236]
[241].



2.2 Sehnenverletzungen

Sehnenverletzungen kénnen in akute und chronische Verletzungen unterteilt werden [91]
[208]. Risse und Rupturen sind zwei haufige akute Verletzungsformen. Sie treten oft im
sportlichen Setting oder durch penetrierende Traumata (Schnitt, Hieb-, Stich- oder
Schussverletzungen) auf [123].

Sehnenverletzungen sind oft indirektes Resultat akuter Zuglberlastung und sich
wiederholender Mikrotraumata, die bei der Uberbeanspruchung auftreten. Am haufigsten
fiihren Uberbeanspruchung und Zugiiberlastung zu Verletzungen der muskulo-tendinésen
Verbindung (z. B. Verstauchung, Verspannung oder Ruptur) oder der osseo-tendindsen
Verbindung (Fraktionsfraktur oder Knochenabldsung). Selten zerreil3t der mittlere Teil der
Sehne. Gesunde Sehnen kénnen héheren Zugkraften standhalten als die Muskel- oder
Knochenverbindungen [91] [123] [206].

Chronische Sehnenverletzungen werden meist als Tendinopathie bezeichnet. Eine
Tendinopathie manifestiert sich klinisch durch Schmerz und Entziindung. Die Atiologie von
Tendinopathien ist unklar [202].

Einmal verletzt, unterzieht sich die Sehne einem langsamen spontanem Heilungsprozess.
[202].

2.3 Sehnenheilung
Die Sehnenheilung erfolgt tUber drei sich Uberlappender Phasen [147] [231].

Inflammatorische Phase

Wahrend der inflammatorischen Phase dringen Erythrozyten und Entziindungszellen, vor
allem neutrophile Granulozyten, in die Defektstelle ein. In den ersten 24 Stunden dominieren
Monozyten und Makrophagen. Durch diese wird anfallendes nekrotisches Gewebe
phagozytiert. Freigesetzte vasoaktive und chemotaktische Faktoren fiihren zu einer erhéhten
vaskularen Permeabilitat, beginnender Angiogenese, Stimulierung der Tenozytenproliferation
und Rekrutierung weiterer Entziindungszellen. Tenozyten wandern in die Wunde ein. Es folgt
die Synthese von Kollagen Il [202] [231].

Regenerative Phase

Nach wenigen Tagen beginnt die regenerative Phase. Die Kollagen-IlI-Synthese erreicht Gber
einige Wochen ihr Maximum. Der Wassergehalt und die Glykosaminglykankonzentration sind
hoch [202].



Umbauphase

Etwa nach 6 Wochen beginnt die Umbauphase mit verminderter Zellularitat und erhohter
Kollagen- und Glykoaminoglykansynthese. Die = Umbauphase kann in eine
Konsoldierungsphase und die Maturationsphase unterteilt werden.

Die Konsolidierungsphase beginnt etwa in Woche sechs und erstreckt sich Uber ca. vier
Wochen. Das Ausbesserungsgewebe verandert sich von zellular zu fibrés. Der Metabolismus
der Tenozyten verbleibt hoch. Tenozyten und Kollagenfasern werden in die Richtung der
Belastung ausgerichtet. Es Uberwiegt die Synthese von Kollagen I. Nach zehn Wochen beginnt
der Ubergang in die Reifungsphase mit schrittweisem Ersatz von fibrésem Gewebe mit
Narbengewebe. Diese Phase setzt sich ca. Uber ein Jahr fort. In der letzten Halfte sinkt der
Umsatz der Tenozyten und die Vaskularitdt der Sehne. Das mechanische

Belastungsvermdgen nimmt im Vergleich zu gesunden Sehnen ab [202] [231].

Viele verschiedene Zelltypen nehmen eine wichtige Rolle beim Heilungsprozess ein. Es wird
angenommen, dass die Reparatur verletzter Sehnen von Makrophagen und Fibroblasten
bestimmt wird [214].

Makrophagen férdern neben der Phagozytose von nekrotischem Gewebe auch die
Fibroblastenproliferation und lenken die Umformung durch Ausschittung von
chemotaktischen Stoffen und Wachstumsfaktoren. Zwei unterschiedliche Phanotypen werden
differenziert. Klassisch aktivierte pro-inflammatorische M1 Makrophagen férdern den Abbau
der EZM, die Entziindung und Apoptose. Alternativ aktivierte anti-inflammatorische M2
Makrophagen koordinieren das Ablagern der EZM und die Gewebsausbesserung [214].

Die Suppression von M1- oder der M2-Makrophagenfunktion beeintrachtigt stark die
Gewebsregeneration. Eine Balance zwischen Entzindung und Regeneration ist fir
ordnungsgemalie Gewebereparatur wichtig [214]. Ein Problem der Sehnenheilung liegt in der
Bildung von Adhésionen [202].

Zwei Uberlappende Mechanismen sind grundlegend fiir die Sehnenheilung: die extrinsische
und die intrinsische Heilung. Die extrinsische Heilung beginnt zuerst und impliziert die Invasion
von Entzindungszellen aus der Peripherie zum Ort der Verletzung. Diese Zellen
synthetisieren die anfangliche Kollagenmatrix und férdern den Heilungsprozess. Das
intrinsische Heilen fordert Uber die Rekrutierung lokaler Stamm- und Vorlauferzellen den

Heilungsprozess [241].

24  Sehnendefektmodelle
Experimentelle in vitro Studien erlauben den Effekt eines isolierten Faktors zu untersuchen. In

vitro Experimente kénnen aufgrund der hohen Verflgbarkeit einzelner Zellen zur
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Untersuchung gezielter Wirkmechanismen oder einzelner Signalwege herangezogen werden
[123]. Im Forschungsgebiet der Sehnenverletzung und -heilung wurden beispielsweise
anhand von in vitro Modellen Sehnenzellen von Flexorensehnen kultiviert [148] und auf die
Starke der Flexorsehnenheilung [196] getestet. Die Ergebnisse von in vitro Studien sind
Voraussetzungen zur Entwicklung von Hypothesen und Design von in vivo Experimenten
[123].

Tiermodelle werden genutzt, um die Physiologie und Krankheit zu verstehen. Sie helfen bei
Entwicklung und Beurteilung von Therapiemdglichkeiten [21]. Eine Reihe von
patientenbezogenen, chirurgischen und postoperativen Einflissen sollte bei der Wahl und der
Entwicklung von Ubertragbaren Tiermodellen beziglich Sehnenreparatur und -heilung
beachtet werden. Die zu untersuchenden Variablen umfassen die operative Technik,
Komorbiditaten (z. B. Adipositas, Rauchen), Reparaturverstarker (z. B. Transplantate, Zellen,
Wachstumsfaktoren) und postoperative Belastung (Rehabilitation). Da das Ziel dieser Studien
die Ubertragung auf die Patientenversorgung ist, sollte das genutzte Tiermodell die spezifische
Sehne und die klinisch relevanten Eigenschaften im grétmoglichen Umfang abdecken [223].
Zur Ubertragung der Ergebnisse reprasentieren nicht-menschliche Primaten die ideale
Spezies. |hre Anatomie und Physiologie ahneln denen der Menschen am meisten. lhre
Verwendung ist aus ethischen Grinden eingeschrankt und die Verfugbarkeit sehr limitiert
[234]. Grole Tiermodelle wie das Pferd [206], Ziegen [142] oder Hunde [13] kommen ebenso
in der Forschung zum Einsatz, bendétigen aber haufig ein Minimum von zwei Untersuchern,
aulerdem sind die Kosten signifikant héher als die kleinerer Spezies [234].

Das Verstehen von grundlegenden Mechanismen der Sehnenheilung ermdglicht die
Entwicklung von neuen Therapiestrategien. Tiermodelle zur Untersuchung intratendindsen
Heilens ohne iatrogene Reparatur sind weit verbreitet. Anhand von Ratten- und Mausmodellen
werden Achilles-, Patellar und Flexorsehnenverletzungen erforscht. Die Verletzung wird bspw.
durch Transsektion [197], Stanzbiopsie [21] oder Fensterung [36] generiert. Die Auswirkung
einer Therapie auf die Heilung von intratendinésen Verletzungen wird anhand von Maus- und
Rattenmodellen untersucht. Zum Einsatz kommt die Tenotomie [65] oder Tenektomie [177]
der Rotatorenmanschette, Flexor- oder Achillessehne. Das Verheilen von Sehnen an Knochen
wird mit Ratten- und Mausmodellen mittels scharfer Transsektion mit folgender Naht an den
Knochen erforscht. Durchgefiihrt wird dies an Rotatorenmanschette [70], Achilles- [68] und
Flexorensehne [130] [223].

2.4.1 Maus
Aufgrund ihrer ahnlichen Physiologie zum Menschen ist die Maus ein beliebtes Modell.

Daruber hinaus koénnen durch genetische Modifikationen einzelne Fragestellungen
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tiefergehend analysiert werden. AuRerdem sind die Tiere in einer gro3en Anzahl verfligbar
[21] [22]. Dadurch bieten die Modelle eine hohe genetische Vielfalt und niedrige Kosten. Dies
ermdglicht gute Untersuchungsmaglichkeiten der Heilungsprozesse in vivo, der Formation von
Adhasionen [83] [238] und Effekte von biologischer Interventionen [72] [126] [222].

Nachteil ist die Dimension der vorhandenen Sehnen. Dies macht bestandige und
reproduzierbare Verletzungsmodelle und nachfolgende biomechanische Evaluation schwierig
[21]. Um eine Versorgung des herbeigefluhrten Defektes zu verhindern, muss entweder eine
partielle Lazeration oder Ruhigstellung der Sehne gewahrleistet werden [126].

Es wird implizit davon ausgegangen, dass die Mechanismen der Tiermodelle Ubertragbar sind
auf menschliche Sehnen und deren Heilung. In welchem Ausmal ist zum derzeitigen
Standpunkt der Forschung noch nicht ganz geklart [223].

Weitere Forschung ist wichtig, um die Generalisierbarkeit und Ubertragbarkeit von
grundlegenden wissenschaftlichen Studien betreffend Sehnenforschung in Tiermodellen zu
validieren [223].

2.4.2 Ratte

Aufgrund des ahnlichen skelettalen Aufbaus im Vergleich zum Menschen, ist die Ratte das
angemessenste Tiermodell bezuglich menschlicher Rotatorenmanschetten-
Sehnenpathologien [209]. So wird die Entstehung der Pathologien als auch
Heilungsmechanismen anhand von Ratten untersucht. Die Ratte wird zudem zur
Untersuchung der Atiologie der Tendinopathie genutzt mittels Ermiidungsbelastungsmodellen
[231]. Allerdings sind die Tierhaltungskosten héher und die genetische Vielfalt niedriger als bei

Mausen.

2.5 Makrophagen-aktivierendes Lipopeptid 2

Makrophagen werden typischerweise von Komponenten der mikrobiellen Zellwand, bspw.
Peptidoglykanfragmenten [17] [211], Lipopolysacchariden (LPS) [160], Lipoteichonsauren
[103] und bakteriellen Lipoproteinen [89] stimuliert [166]. Uberraschenderweise kénnen
zellwandlose Mykoplasmen sehr effizient Makrophagen aktivieren [129] [166]. Bruchteile, die
Lipoproteine von Mycoplasma fermentans [108], Mycoplasma arginini [86], oder anderen
Mycoplasma-Spezies [187] enthalten oder damit angereichert wurden, weisen Makrophagen-
stimulierende Aktivitat (MSA) auf [166]. Diese sind naturlich vorkommende Lipopeptide, die

ahnlich zum klassischen Escherichia coli mureinen Lipoprotein sind [47].
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Das Makrophagen-aktivierende-Lipopeptid 2 (MALP-2) wurde aus einem Klon von
Mycoplasma fermentans isoliert [166]. Wie das natlrliche MALP-2 ist das synthetische Derivat
(S-[2,3-bis-palmitoyloxypropyl] cysteinyl-GNNDESNISFKEK]) ein sehr wirksamer Induktor von
Chemokinen und Cytokinen [101] [127] [163]. MALP-2 stimuliert humane Monozyten und
murine Makrophagen. Diese schitten Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Interleukin-1 (IL-1),
Interleukin-6 (IL-6) und Prostaglandine aus [163] [164] [166]. Interferon-gamma (IFN-y)-
gepragte murine Makrophagen schitten auch Sticksotffmonoxid (NO) aus [165] [166] [192].
MALP-2 regelt die Major Histocompatibility Komplex (MHC)-II Expression auf Makrophagen
runter [66]. Dies resultiert in einer eingeschrankten Antigenprasentation gegenuber T-
Lymphozyten [66]. Auliredem ist MALP-2 ein toll-like Rezeptor (TLR)-2/6 Agonist [127] [217]
[218]. TLR wurden als Rezeptoren fiir Pathogen associated molecular patterns (PAMPs) wie
z.B. LPS, Peptidoglykane und Lipopeptide identifiziert [2] [174]. TLR-2 bendtigt TLR-6 als Ko-
Rezeptor zur Erkennung von diacylierten Lipopeptiden [218]. Mehr als 10 TLR wurden bis zum
jetzigen Zeitpunkt entdeckt. Sie aktivieren klassische Entziindungswege, wie die Mitogen-
aktivierte Proteinkinase (MAPK) Kaskade oder den Transkriptionsfaktor NF-kB [102] [112].
Besonders Monozyten, Makrophagen und Granulozyten werden von TLR stimuliert und
produzieren in der Folge reaktive Sauerstoffspezies, Zytokine und ko-stimulierende Molekiile,
um Pathogene zu téten und zu beseitigen [2] [79].

Von Bedeutung ist die Rolle von TLR bei Wundheilung und Gewebsregeneration. Dies weist
auf einen regenerativen Aspekt des TLR Signalwegs hin. MALP-2 wurde schon erfolgreich zur
Forderung von Hautwundheilung bei Mausen verwendet [48]. Wundheilung erfordert nicht nur
die Rekrutierung von Entziindungszellen, sondern auch die Induktion von Angiogenese [77].
MALP-2 zeigt Potential, Angiogenese uber TLR-2/6 und die Sekretion von GM-CSF zu
induzieren [77] [104] [117]. Dies stellt einen endogenen Mechanismus zur Wiederherstellung
von Kapillaren und Rekrutierung von Entziindungszellen in infiziertem Gewebe dar [77]. Nach
Gefaldverletzung foérdert MALP-2 Re-Endotheliarisierung und hemmt die Bildung der
Neointima [79]. Diese regenerativen Eigenschaften werden einer autokrinen und parakrinen
Stimulation von Angiogenese sowie der kurzweiligen Attraktion von Entzindungszellen
zugeschrieben [77] [80] [169].

Deiters et al. beschrieben den Einfluss von MALP-2 auf die Wundheilung nach Applikation auf
die Wunde [48]. MALP-2 stimuliert zunachst Fibroblasten und einige Makrophagen der Haut.
Diese setzen Chemokine wie z.B. MCP-1 frei. MCP-1 und andere chemotaktisch aktive
Mediatoren verursachen eine erhdhte lokale Infiltration von zunadchst neutrophilen
Granulozyten und spater von Monozyten und Makrophagen. Diese Makrophagen und
vermutlich andere noch nicht-identifizierte Zellen werden dann von einer kleinen Menge von
sich in der Wunde befindlichem MALP-2 stimuliert. Verschiedene Wachstumsfaktoren fiihren

neben anderen Effekten zur Neovaskularisation. Ein Uberschuss von MALP-2 wird von
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infiltrierenden Leukozyten degradiert. Ist einmal der Prozess in Gang gesetzt, resultiert die

inflammatorische Phase in der Wundschliel3ung [48].

Die beschriebenen Eigenschaften lassen das Lipopeptid MALP-2 als sehr interessant im
Hinblick auf die Regeneration und Heilung von Sehnenverletzungen erscheinen. Es kénnte
eine vielversprechende Mdglichkeit zur beschleunigten Heilung in den nur langsam heilenden

Sehnen darstellen.

2.6 PCNA

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) ist ein 36 kDa grof3es Protein, welches im Nukleus
lokalisiert ist [74] [157] [186] [219]. Das Protein wurde in Nuklei von Hefen, Pflanzen und
tierischen Zellen, welche Zellteilung betreiben, nachgewiesen [186] [213] [219]. PCNA bildet
eine 90 kDa groRe toroidale, ringférmige Struktur aus drei symmetrisch verbundenen,
identischen Monomeren [19] [45] [111]. Dieser Ring umgibt die Desoxyribonukleinsdure (DNA)
und fungiert als Plattform, an der Polymerasen und andere Proteine andocken kénnen, um
verschieden DNA Stoffwechselwege durchzuflihren [45] [76]. PCNA interagiert mit multiplen
Partnern. Diese Partner sind involviert in verschiedenen Stoffwechselwegen, einschlie3lich
Okazaki Fragment Prozession [14], DNA Reparatur [250], Translasions-DNA-Synthese [93]
[138], DNA-Methylierung [42] [120], Chromatinumbau [204] [256] und Zellzyklusregulation
[139] [244] [253].

Das Protein fungiert als Untereinheit der DNA-Polymerasen d und e , welche beide mit der
DNA Reparatur [137] [170], einschlieRlich Nucleotid-Exzisionsreparatur (NER) [168] [205],
Basen-Exzisionsreparatur (BER) [251] [255], mismatch- [255] und post-Replikations-
Reparatur [42] in Verbindung gebracht werden.

PCNA Expression kann als Marker der Zellexpression genutzt werden, da Zellen bei der
Proliferation langer in der G1/S-Phase verbleiben [46] [139].

27 CyclinD

Cyclin D1, D2 und D3 werden als essentielle Verbindungen des Zellzyklus zwischen zellularer
Umgebung und des Kerns bei Saugetieren betrachtet [43] [109] [203] [243]. D-Cycline binden
und aktivieren Cyclin-abhangige Kinasen (CDK4, CDK®6), um das Retinoblastom-Protein(pRB)
zu phosphorylieren [18] [151] [152] [155]. Die Phosphorylierung des Tumorsupressors pRb
resultiert in der Freisetzung des Faktors E2F [15] [16]. E2F ist erforderlich zum Eintritt in die
S-Phase [54] [71] [180].
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Der Ubergang von G1 zur S-Phase ist der wichtigste Schritt fiir die Fortfiihrung des Zellzyklus.
Dieser Schritt wird von Cyclin D/CDK4 und Cyclin D/CDK 6 in der Mitte der G1-Phase, sowie
Cyclin E/CDK2 in der spaten G1-Phase, kontrolliert [71]. Die Konzentration von D-Cyclinen
wird weitestgehend von der extrazellularen Umgebung kontrolliert, die Cycline fungieren als
Sensoren. Die D-Cycline werden von Mitogenen induziert. Die Konzentration sinkt, wenn

Mitogene entfernt werden oder antimitogene Substanzen hinzugefligt werden [43] [150].

2.8 Caspase 3

Caspase 3 (CPP32/Casp3) ist ein Mitglied der wachsenden Familie der Cysteinproteasen,
welche auch das interleukin-13-converting enzyme (ICE) beinhaltet [61] [113]. CPP32 ist eine
32 kDa grol3e prototypische Caspase, welche wahrend der Apoptose aktiviert wird und neben
weiteren Faktoren fir diese in Zellen der Saugetiere verantwortlich ist [61] [144] [240]. Die
Aktivierung kann von ICE-ahnlichen Proteasen als auch dem Granzym B zytotoxischer T-
Zellen initiilert werden [113] [210]. Aktiviert katalysiert CPP32 die spezifische Spaltung vieler
zellularer Schlusselproteine des programmierten Zelltodes [113] [183]. CCP32 wurde als die
verantwortliche Protease zur Spaltung von poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) wahrend der
Induktion der Apoptose identifiziert [198].

29 Hamoxigenase-1

In Saugetierzellen wurden bis dato drei genetisch verschiedene Isoenzyme der Himoxigenase
identifiziert. Hamoxigenase-1 (HO-1) ist eine induzierbare Form, HO-2 und HO-3 werden
kontinuierlich exprimiert [135] [140] [141] [153]. HO-1 ist ein zellulares Protein, welches
lebenswichtige metabolische Funktionen erflllt. So fungiert es als
geschwindigkeitsbestimmendes Enzym in der Degradation von zytotoxischem Ham zu Eisen
und den Antioxidantien Kohlenstoffmonoxid (CO) und Biliverdin (BR) [220]. HO-1 kénnte einer
der wichtigsten Faktoren bei der Anpassung der Zelle an oxidativen Stress sein, sowie bei der
Regulation von Entziindungsprozessen, indem es biologisch aktive Endprodukte produziert [1]
[41] [119] [128]. Bei Stress und Verletzungen der meisten Zelltypen und Gewebe wird HO-1
stark Uberexprimiert und hochreguliert. Diese Adaptation schitzt die Zelle, indem es die
physiologische Homobostase wiederherstellt [136] [184] [185] [194] [229].
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210 NF-«B

Die grof3e nuclear factor-kB (NF-kB) Familie spielt eine Schllsselrolle bei der Kontrolle der
angeborenen sowie adaptiven Immunantwort. Zur Familie dieser Transkriptionsfaktoren
gehdren u. a. Transkriptionsfaktor p65, NF-kB1 (p50; p105), NF-kB2 (p52; p100), c-Rel und
RelB1,2 [121]. Das Protein ist ein Dimer aus zwei dhnlichen oder heterologen Untereinheiten.
Es wird Uberwiegend inaktiv im Cytoplasma in Form von Komplexen mit Molekilen aus der
Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells (IkB)-Familie vorgefunden. Die
Aktivitat von NF-kB ist eng reguliert durch die Interaktion mit den IkB Proteinen [75] [221] [228].
Der typische Signalweg wird ausgeldst von TLRs und pro-inflammatorischen Zytokinen wie
TNFa und IL-1. Dies fuhrt zur Aktivierung von RelA, welches die Expression von pro-
inflammatorischen und zellerhaltenden Genen reguliert [118].

Der alternative Signalweg wird durch Tumornekrosefaktor c, CD40L, B cell activating factor
(BAFF) und Recepto Activator of NF-kB Ligand (RANKL), durch TNFa aber nicht aktiviert. Er
resultiert in der Aktivierung von RelB/p52 Komplexen. Dieser Signalweg reguliert erforderliche
Gene fur Lymphorgangenesis und B-Zell-Aktivierung [118]. Der NF-kB Signalweg steigert das
Uberleben der Zelle und unterbindet die Apoptose [149]. Die Aktivierung von NF-kB spielt eine
grolRe Rolle bei entziindlichen Krankheiten [73] [118].

211 COX-2

Cyclooxygenasen (COX) katalysieren den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Bildung
von Prostaglandinen und Thromboxan A, aus Arachidonsaure tber Prostaglandin Hy [115]
[122] [207].

IL-1a, IL-1B, TNFa, und LPS induzieren die COX-2 Genexpression und somit folglich die
Produktion von Prostaglandinen [162].

Im Grundzustand ist COX-2 nicht oder nur in sehr geringen Mengen vorhanden [226]. Das
Enzym wird bei Entziindung schnell von einer Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
Liganden von G-Protein gekoppelten Rezeptoren aktiviert [226]. Die Induktion von COX-2
kann zu einer erhéhten Produktion von Mediatoren fihren, welche eine Entziindung

verstarken [94]

212 Zielsetzung
Mit dieser Arbeit wird der Einfluss von MALP-2 auf Heilungsprozesse, Gangbild und

Biomechanik bei partieller Tenotomie im Mausmodell untersucht.
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An Methoden wurden zur Untersuchung eingesetzt: molekularbiologischer Proteinnachweis
durch Western Blotting, Gangbildanalyse mittels CatWalk (Noldus, Wageningen,
Niederlanden), biomechanischer Testung und tierexperimenteller Untersuchung nach einem

etablierten Tiermodell.

213 Fragestellung

Kann ein positiver Effekt durch Behandlung mit MALP-2 nach partieller Tenotomie auf die
biomechanische Belastungsfahigkeit sowie statischen und dynamischen
Bewegungsparameter beobachtet werden? Welche moglichen Signalwegmolekile kénnten
dabei eine Rolle spielen? Anhand Interventions- und Kontroll-Gruppen wird dies in einer
tierexperimentellen Studie analysiert um somit Rickschllisse auf den Heilungsverlauf zu

ziehen.

Die Nullhypothese lautet:

»Die Heilung einer partiellen Tenotomie in der Flexor-Digitorum-Longus Sehne der
Maus zeigt nach Applikation von MALP-2 (Verum) keinen Unterschied der

Sehnenheilung“.

Der Heilungsverlauf des Defektes wurde nach 1, 3, 7, 14 und 36 Tagen nach partieller
Tenotomie hinsichtlich Veranderungen im Gangbild der lebenden Maus Uberprift. Nach 7 und
36 Tagen erfolgte die Untersuchung der Heilung mit einer biomechanischen Methode an der
postmortalen Sehne. Die molekularbiologische Untersuchung der in MALP-2 inkubierten nicht
tenotomierten Sehnen mittels Western Blot diente dem Nachweis bestimmter Proteine wie z.B.

Entziindungs- oder Apoptosemarker.
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3. Material und Methoden

3.1 Intervention

3.1.1 Versuchsprotokoll

Nach den Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes wurde der Tierversuch am
Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes realisiert.

Als zustandige Behorde erlaubte das Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz
(Konrad-Zuse- StralRe 11, 66115 Saarbriicken) das Projekt unter dem AZ 22/2016.

80 Mause wurden flr die Durchfiihrung des Versuches verwendet. Davon wurden 32 Tiere
nach partieller Tenotomie mit MALP-2, welches in einer Vektorsubstanz gelést wurde,
behandelt. Als Kontroll-Gruppe erhielten 32 weitere Tiere auf den Defekt nur den Vektor. Die
Sham-Gruppe bestand aus 4 Versuchstieren, bei denen lediglich ein oberflachlicher
Hautschnitt durchgefuhrt wurde.

Die biomechanische Analyse der Sehnen erfolgte an Tag 7 und Tag 36 nach partieller
Tenotomie.

Das Gangbild der Versuchstiere wurde in regelmafligen Abstanden von Tag 1 praoperativ,
Tag 1, 3, 7, 14 und 36 postoperativ mittels CatWalk untersucht und analysiert.

Zur Gewdhnung an den CatWalk liefen die Versuchstiere ab Tag 2 praoperativ im Gerat.
Eine molekularbiologische Untersuchung mittels Western Blot erfolgte an unbehandelten

Sehnen.

MALP-2 Kontrolle Sham
Standzeit CatWalk
7 Tage n=16 n=16
36 Tage n=16 n=16 n=4

Tab. 1 zeigt das Versuchsprotokoll der Gangbildanalyse, inklusive der Tiere, deren Sehnen flr die biomechanische
Testung verwendet wurden.

MALP-2 Kontrolle
Standzeit Biomechanik
7 Tage n=7 n=7
36 Tage n=7 n=7

Tab. 2 zeigt das Versuchsprotokoll der biomechanischen Testung.

MALP-2 Kontrolle
Western Blot n=6 n=6

Tab. 3 zeigt das Versuchsprotokoll des Western Blots.
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3.1.2 Tiermodell

Mit einem Kopergewicht von 21-37g dienten C57BL/6 Mause als Versuchstiere.

Die Tiere wurden im Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des
Saarlandes, Homburg, gehalten. In Kafigen bis zu maximal 8 Mausen wurden die
Versuchstiere bei klimatisierten Raum-Bedingungen (Lufttemperatur: 22 - 24 °C, relative
Luftfeuchtigkeit: 60 %) mit einem 12-stiindigen Tag-/Nachtrhythmus gehalten. Wasser sowie
Standarddiatfutter der Firma Altromin (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) in

Pelletform ad libitum wurde fiir die Tiere in den Kafigen bereitgestellt.

3.1.3 Zusammensetzung der Losung der Kontroll- und MALP-2-Gruppe

Es wurden 0,5ug MALP-2 (Enzo Life Sciences GmbH, Ldrrach, Deutschland)/Tier lokal
appliziert. Dazu wurden 5ug MALP-2 in 5ul 30% Isopropanol ad 50ul NaCl (davon 5ul/Tier =
0,5ug/Tier) geldst. Die Kontroll-Gruppe erhielt nur Lésungsmittel, welches sich aus 5ul 30%

Isopropanol ad 50ul NaCl zusammensetzte.

3.1.4 Protokoll CatWalk XT 10

Das Gangbild der Versuchstiere wurde in regelmaRigen Abstanden von Tag (-)1 praoperativ,
Tag 1, 3, 7, 14 und 36 postoperativ mittels CatWalk (Noldus, Wageningen, Niederlanden)
untersucht und analysiert.

Zur Gewohnung an den CatWalk XT 10 liefen die Versuchstiere ab Tag 2 praoperativ im Gerat.

Praoperativ oP Postoperativ

Tag -1 Tag 1
Tag 3
Tag 7
Tag 14
Tag 36

Tab. 4 zeigt das zeitliche Schema des Versuchsablaufes.

3.1.5 Operation
Die Operationen wurden im Tieroperationssaal des Institutes fiir Klinisch-Experimentelle
Chirurgie der Universitat des Saarlandes, Homburg, durchgefiihrt. Die partielle Tenotomie

mittels definierter Kanlle (22 Gauge) ermdglichte die Standardisierung der DefektgroRe.
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Dadurch wurde das Nahen des Defektes unnétig, somit konnten insuffiziente Nahttechnik oder
Fadenmaterial als stérende Faktoren ausgeschlossen werden.

Dle Narkose wurde durch die intraperitoneale Gabe von 2% Xylazin (2mg/kg Kdérpergewicht,
Rompun®, Bayer AG, Leverkusen, Deutschand) und Ketamin (75mg/kg Koérpergewicht,
Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, Deutschland) erwirkt. Die postoperative
Schmerztherapie bestand am Operationstag sowie Uiber die folgenden 5 postoperativen Tage
aus Tramadol (1mg/ml im Trinkwasser, Tramal®, Grinenthal GmbH, Aachen, Deutschland).
Uber das Trinkwasser hatten die Versuchstiere einen dauerhaften Zugang zu dem
schmerzstillenden Mittel.

Voraussetzung fiir den Beginn der OP war der vollstandig erloschene Zwischenzehenreflex.
War dieser positiv, wurde das linke Unterbein des Versuchstieres mit asid®-med
Enthaarungscreme (ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) vollstadndig enthaart. Im
Verlauf folgte eine 3-fache Hautdesinfektion mit Softasept® (B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, Deutschland).

3.1.6 Applikation MALP-2/Vektor

Die Operation erfolgte in Bauchlage der Maus. Der linke Hinterlauf wurde mit Leukosilk® (BSN
medical GmbH, Hamburg, Deutschland) zur Stabilisierung des OP-Gebiets an der Unterlage
fixiert. Daraufhin erfolge der Hautschnitt medial im Verlauf des Unterschenkels (Abb. 2). Die
Sehne des M. flexor digitorum longus wurde vorsichtig stumpf freiprapariert (Abb. 3) und
daraufhin mit der Pinzette dargestellt bzw. auf ihr aufgespannt (Abb. 4). Die partielle
Tenotomie erfolgte durch Punktion der Sehne (Abb. 5 und Abb. 6) mit einer Kanile (22 G,
Sterican®, B. Braun Melsungen AG). Punktionsort stellte das distale Drittel der Sehne im
Bereich des Unterschenkels dar.

Nach der partiellen Tenotomie folgte das Aufbringen des MALP-2 gel6st in der Tragersubstanz
(Interventionsgruppe) bzw. der Tragersubstanz (Kontroll-Gruppe). Mithilfe einer 20 pl Pipette
wurden 5yl auf die Sehne im Bereich des Defektes aufgetragen (Abb. 7).

Der kutane Verschluss erfolgte nach einer 10-minitigen Einwirkzeit der Losung. Daflir wurde
Prolene 5-0 Nahtmaterial (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt,
Deutschland) verwendet. Je nach Gré3e des Hautschnittes wurden eine Einzelknopfnaht oder

zwei Einzelknopfnahte gemacht (Abb. 8).
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Abb. 2 zeigt das Operationsgebiert nach dem Abb. 3 zeigt das stumpfe Freipraparieren der
oberflachlichen Hautschnitt. Sehne des M. flexor digitorum longus mithilfe
zweier Pinzetten.

Abb. 4 zeigt das Aufspannen der Sehne des M. Abb. 5 zeigt das Aufsuchen des Punktionsortes im
flexor digitorum longus auf einer Pinzette nach distalen Drittel der Sehne am Unterschenkel.
erfolgter Darstellung.
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Abb. 6 zeigt die Punktion der Sehne mittels 16 G Abb. 7 zeigt die Applikation von 5pl des in der
Kanile. Tragersubstanz gelosten MALP-2

(Interventionsgruppe) bzw. der Tragersubstanz
(Kontroll-Gruppe) mithilfe einer 20pl Pipette.

i
- 4 » » »

Abb. 8 zeigt das Operationsgebiet nach kutanem
Verschluss durch zwei Einzelknopfnahte.
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3.1.7 Totung der Tiere

Die Tiere wurden am Ende der jeweiligen Standzeit nach intraperitonealer Narkose mittels
Genickbruch euthanasiert, um die anschlieBenden Analysen hinsichtlich Biomechanik und
Western Blot durchzufuhren.

3.1.8 Explantation der Sehne

Zur Explantation der FDL-Sehne wurde die Haut im zuvor genutzten Zugangsgebiet eroffnet.
Die Sehne wurde anhand einer Pinzette im Verlauf von Ful}, Unterschenkel und Oberschenkel
stumpf freiprapariert und daraufhin méglichst weit distal und proximal mit einem Skalpell aus
der Einheit gelost.

Fir die biomechanische Testung wurde die frisch explantierte Sehne sofort verwendet und bis
zur Testung mit NaCl 0,9% feucht gehalten.

proximales Ende der Sehne

=7
e

e

distales Ende der Sehne

Abb. 9 zeigt eine explantierte FDL-Sehne.

3.2  Zielkriterien und Auswertung

3.21 CatWalk TM

Anhand des CatWalk (Noldus, Wageningen, Niederlanden) wurde die Ganganalyse
entsprechend der Herstellerempfehlungen und im Vergleich zu anderen Studien ausgefihrt.
Das Gerat und das dazugehdrige technische Equipment wurden in einem ruhigen und
abdunkelbaren Raum aufgebaut.
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Zentral befindet sich eine Glasplatte, mit einem seitlich begrenzten Gang. Dieser Gang gibt

den Gangweg des Versuchstieres vor.

Abb. 10 zeigt den Gehweg und den Korridor des CatWalk-Systems.

Wahrend die Maus Uber den CatWalk lauft, tritt griines Licht in die Glasplatte ein und wird
komplett im Inneren der Glasplatte reflektiert. Das Licht kann nur an den Stellen entweichen,
an denen die Pfote des Tieres in Kontakt mit der Glasplatte steht. Durch den Pfotenabdruck
des Tieres wird das Licht also gestreut. Dieser Effekt wird von einer
Hochgeschwindigkeitsvideokamera unter der Glasplatte aufgenommen. Die Kamera
transformiert jede aufgenommene Szene in digitale Bilder. Diese Bilder werden von der

Software am Computer automatisch analysiert.

Abb. 11 zeigt einen durch die Kamera aufgenommenen und mit Software bearbeiteten Ausschnitt eines Videos
eines Laufes einer Maus. Die jeweiligen Pfoten sind zugeordnet. LF= Left Front/Linker Vorderlauf, LH = Left
Hind/Linker Hinterlauf, RF=Right Front/Rechter Vorderlauf, RH= Right Hind/Rechter Hinterlauf.

Zahlreiche Parameter wurden fur die qualitative und quantitative Analyse des individuellen
Schrittes und Ganges berechnet. Darunter beispielsweise Merkmale individueller
FulRabdricke (z. B. Flache des Abdruckes), Distanzen zwischen den Fufabdricken und

zeitliche Beziehungen zwischen den FulRabdricken.
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Das System ordnete eigenstandig die Pfoten zu, welches durch den Untersucher kontrolliert
und ggf. ausgebessert wurde.

Die Tiere bewegten sich frei von der einen zur anderen Seite ohne Lockmittel. Somit konnte
ein moglichst naturlicher Gang der Mause analysiert werden.

Nach vorhergegangenen Messungen und Uberlegungen wurden die Einstellungen der
Kamera kalibriert (Camera gain (dB): 13,80; Green Intensity Treshold: 0,2; Red Ceiling Light
(V): 17,7; Green Walkway Light (V):16,5)

Fir einen zur Analyse zulassigen Lauf mussten folgende Kriterien erfillt sein: Durchlaufzeit
von 0,5-5 Sekunden und maximale Geschwindigkeitsveranderung von 60%. Laufe, die diesen

Kriterien nicht entsprachen, wurden nicht gewertet. Aus finf gultigen Laufen einer Messung

von einer Maus sind die im Experiment verwendeten Gangparameter bezogen worden.

Erhobene Gangparameter:

Parameter

Definition

Run Duration (s)
Stand (s)
Swing (s)

Step Cycle (s)

Duty Cycle (%)

Stride Length (%)

Max Contact Area (%)

Print Area (%)

Max Contact Max Intensity

Lange des Laufes in (s)

Dauer in (s) des Kontakts der Pfote mit der Glasplatte
Dauer in (s), in der kein Kontakt der Pfote mit der
Glasplatte besteht

Die Zeit in (s) zwischen zwei aufeinanderfolgenden
Anfangskontakten einer Pfote

Step Cycle = Stand + Swing

Stand ausgedruckt in Prozent des Step Cycles

Duty Cycle = Stand/(Stand + Swing) x 100%

Duty Cycle = Stand/Step Cycle x 100%

Die Distanz in (cm) zwischen aufeinanderfolgenden
Platzierungen derselben Pfote

Die maximale Flache einer Pfote, welche Kontakt mit

der Glasplatte hat

Die Flache des gesamten Pfotenabdruckes. Die Print
Area ist nach Definition mindestens genauso grof wie
die Max Contact Area

Die maximale Intensitat bei maximalem Kontakt einer
Pfote. Die Intensitat reicht von 0 bis 255. Die Intensitat
ist ein Mal} fur das Gewicht, welches auf die Platte

aufgetragen wird
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Max Contact Mean Intensity Mittlere Intensitat einer Pfote bei maximalem Kontakt.
Die Intensitat reicht von 0 bis 255
Regularity Index (%) Die Anzahl normaler Schrittmuster relativ zur totalen

Anzahl platzierten Pfoten

Tab. 5 zeigt die Ubersicht und Beschreibung der in der Studie erhobenen Gangparameter.

3.2.2 Biomechanik

An Tag 7 oder 36 erfolgte die biomechanische Untersuchung. Nach Ausbau der Sehne erfolgte
diese unmittelbar. Die Sehnen wurden wahrend des Einspannens mit NaCl 0,9% feucht
gehalten. Es erfolgte jeweils der direkte Vergleich der tenotomierten Sehne zu der

kontralateralen gesunden Sehne.

Jede Sehne (rechts und links) wurde einem kontinuierlichen axialen Zugversuch unterzogen.
Als Zugprifmaschine diente eine Materialtestungsmaschine (Zwicki BZ 2.5/TS1S®, Zwick
GmbH & Co, KG, Ulm/Deutschland). Die Maschine besteht aus einem Lastrahmen, an
welchem eine motorbetriebene Spindel in vertikaler Ausrichtung nach oben oder unten
(manuell/programmiert) gefahren werden kann. An dieser Spindel angeschlossen findet sich
eine, somit bewegliche, Anschlussbuchse (Eigenbau), an der Uber einen Metallbolzen
Sehnenklemme 1 montiert werden konnte. Eine zweite, unbewegliche Anschlussbuchse, ist
am unteren Ende der Spindel platziert, an der die Sehnenklemme 2 sicher befestigt werden
konnte. Zudem ist an diese untere Anschlussbuchse ein Kraftaufnehmer angeschlossen,
welcher in einem Messbereich bis zu 3kN, die entstandenen Krafte misst. Uber eine im
Programm definierte Zugkraft maf dieser Kraftaufnehmer die maximale Kraft, welche auf die
Sehne ausgewirkt werden konnte, bis sie zerriss.

Der distale sowie der proximale Teil der Sehnen wurden jeweils in eine Klemme eingespannt.
Die Maschine hat mit kontinuierlicher Kraft oben und unten gleichzeitig an der Sehne bis zum
Versagen bzw. Zerreiflen gezogen.

Die Zeit zwischen Sehnenentnahme und Messung wurde so gering wie mdglich gehalten.
Zudem wurde einer Austrocknung der Sehnen durch die Befeuchtung mit NaCl Spullésung
entgegengewirkt, um eine mdgliche Verfalschung der Werte zu verhindern. Die Versuche
fanden bei Raumtemperatur statt.

Anhand der zuvor erstellten Prifvorschrift erfolgte der Messvorgang jeder Sehne gleich und
standardisiert. In entspannter, nicht gedehnter Ausgangsstellung wurde das Praparat
zwischen den unten abgebildeten Klemmen befestigt. Es wurde darauf geachtet, dass die

Punktionsstelle frei dazwischen liegt. Daraufhin wurde in dieser Stellung die Kraft ,genullt®. Die
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beim Einspannen der Sehne entstandenen Krafte wurden mit einer Vorkraft von 2N/mm und
einer Vorkraftgeschwindigkeit von 10mm/min kompensiert. Mit einer Prifgeschwindigkeit von
50mm/min  wurde das Praparat bis zum Versagen gedehnt. Die verwendete
Prifgeschwindigkeit wurde so gewahlt, dass sie ca. der Dehnungsgeschwindigkeit der Sehne
wahrend des Heilungsprozesses entspricht, und z. B. nicht der beim akuten Trauma.

Die ermittelten Werte des Zugversuches wurden mittels testXpert® -Software an dem an die
Materialtestungsmaschine angeschlossenen Computer ausgewertet. Mithilfe dieser Software
wurde auch die genutzte Prufvorschrift erstellt. Das resultierende Kraft-Weg-Diagramm wurde
aufgezeichnet. Das Programm berechnete die Steifigkeit N/mm, indem die Kraft (N) durch die
Wegdifferenz zwischen Anfang und Ende des Versuches dividiert wurde.

Sehnenklemme 1
mit Metallbolzen

Sehnenklemme 2

Abb. 12 zeigt A die Zwicki BZ 2.5/TS1S®, Zwick GmbH & Co, KG, Ulm/Deutschland und B die fur das
biomechanische Experiment genutzten Sehnenklemmen 1 und 2.

3.2.3 Western Blot

Parallel zur zuvor beschriebenen Testreihe wurden 24 unbehandelte Sehnen unter sterilen
Bedingungen von 12 Mausen entnommen. Aus den entnommenen Sehnen erfolgte die
quantitative Ermittlung bestimmter Proteinexpression in mit MALP-2 behandelter Sehnen
(Interventionsgruppe) bzw. mit Tragersubstanz behandelter Sehnen (Kontroll-Gruppe).

Die gesunden Sehnen wurden tber 24 Stunden mit einer MALP-2 Konzentration von 0,5ug/mL
bzw. der adaquaten Menge an Tragersubstanz inkubiert. Dies erfolgte in 24 Mikrotiterplatten
bei 37°C/5%CO0.. Zur Proteinextraktion wurden die Sehnen in Lysis-Puffer gegeben, daraufhin
in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Dem Lysis-Puffer wurden
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Proteaseinhibitoren (0,5mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 1:100 v/v Protease Inhibitor
Cocktail, 1:100 v/v Phosphatase Inhibitor Cocktail 2; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland)
zugesetzt und durch mechanische Homogenisierung ein Gesamtzell-Extrakt gewonnen. Die
quantitative Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte colorimetrisch mit der Lowry Methode.
Die Western Blot Analysen wurden als SDS-Polyacryl-Gelelektrophorese (SDS-Page)
durchgefihrt. 5ug Protein pro Tasche wurden im Gel aufgetrennt und auf eine
Polyvinylidendifluoridmembran transferiert. Die Membranen wurden Uber Nacht bei 4°C
inkubiert und fir weitere 3 Stunden bei Raumtemperatur erfolgte die Inkubation mit den
jeweiligen primaren Antikérpern (Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland).

1. Proliferationsmarker: proliferating cell nuclear antigen (PCNA, 1:1000, Aligent, Hamburg,
Deutschland) und Cyclin D (1:50, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland),

2. Apoptosemarker: cleaved Caspase 3 (Casp3, 1:300, R&D Systems, Wiesbaden,
Deutschland),

3. Stressmarker: Hdmoxigenase-1 (HO-1, 1:300, Enzo Life Sciences, Lérrach, Deutschland),
4. Nuclear factor-kB p65 (NFxB p65, 1:100, Santa Cruz Biotechnology) und COX-2 (COX-2,
1:100, Abcam, Cambridge, GroRbritannien)

Entsprechende Meerrettich-Peroxidase-konjugierte sekundare Antikérper (1:1500, Aligent
oder 1:1000; R&D Systems) wurden bei Raumtemperatur fur 1,5h hinzugegeben.

Die Proteinexpressionsstarke wurde mittels Chemilumineszenzreaktion visuell sichtbar
gemacht. Die Analyse erfolgte anhand eines ECL ChemoCam Imager (Chemostar and
Lablmage 1D software; Intas Science Imaging Instruments, Goéttingen, Deutschland). Als
interner Standard diente der monoklonale B-Actin-Antikérper Klon AC-15 (1:5000, Sigma-
Aldrich). In den erfolgten Western-Blot-Analysen wurde die Pixelintensitat auf gleiche p-Actin-

Konzentrationen korrekturgerechnet.

3.3  Statistik

Alle statistischen Daten sind als Mittelwerte mit + Standardfehler angegeben worden. Zum
Vergleich der Versuchsgruppen, Interventionsgruppe versus (vs.) Kontroll-Gruppe, wurde ein
einseitiger repeated measure ANOVA-Test angewendet, welcher den Alpha-Fehler fir
Mehrfachvergleiche ausgleicht. Innerhalb der jeweiligen Versuchsgruppe
(Interventionsgruppe, Kontroll-Gruppe oder Sham-Gruppe) wurde als weiterer Test der t-Test
zweier unabhangiger Gruppen verwendet. Die gesamte Statistik wurde mittels SigmaPlot 13.0
(Systat Software Inc., San Jose, USA) erstellt. Der p-Wert wurde auf p<0,05 festgelegt, um

signifikante Unterschiede anzuzeigen.
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4. Ergebnisse

4.1 Postoperativer Verlauf

Der postoperative Verlauf gestaltete sich ohne relevante Zwischenfélle. Es zeigte sich keine
postoperative Infektion des Operationsgebietes. Die postoperative Gewichtsentwicklung zum

Monitoring des Gesundheitsstatus der Mause wies geringfligige Unterschiede auf, ohne eine

langfristige Gewichtabnahme im Zeitverlauf (Abb. 13).

Abb. 13 zeigt den Verlauf des Parameters Gewicht (g) innerhalb der MALP-2-, Kontroll- und Sham-Gruppe Uber

40

20 1

Gewicht (g)

—o— MALP-2
—%— Kontrolle
—&— Sham

T
Tag -1

T T T T T
Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14 Tag 36

36 Tage
MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 28,844 + 0,572 28,712 + 0,667 26,75+ 1,109
Tag 1 27,731 £ 0,613 27,369 £ 0,638 26,5 + 1,258
Tag 3 27,873 £ 0,55 27,481 £ 0,608 26,25 £ 1,031
Tag 7 28,413 £ 0,527 27,55 £ 0,623 25,25 +1,315
Tag 14 28,3 +0,615 27,694 £ 0,653 27,5 +1,323
Tag 36 29,425 + 0,556 28,9+0,72 28 + 0,707

Tab. 6 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des Parameters Gewicht (g).

4.2 Makroskopie
Nach Eréffnung des ehemaligen Operationsgebietes des linken Hinterlaufes der Maus zeigte
sich eine deutliche Narben- und Adhasionsbildung. Weder nach 7 noch nach 36 Tagen konnte

die Einstichstelle der Kanule makroskopisch eindeutig erfasst werden. Die Sehne schien

komplett durchgangig ohne Defekt.
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4.3 CatWalk Analyse

Run Duration (s)

Innerhalb der MALP-2-Gruppe zeigten sich im Vergleich zu Tag -1 die Werte von Tag 3
(p<0,001), Tag 7 (p<0,05), Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,001) signifikant reduziert. Nicht
signifikant unterschieden sich die Werte von Tag 1 zu Tag -1.

Im zeitlichen Verlauf der Kontroll-Gruppe waren die Werte von Tag 3 (p<0,05), Tag 7 (p<0,05),
Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,05) signifikant zu Tag -1 niedriger. An Tag 1 waren die Werte
nicht signifikant verandert zu Tag -1.

Innerhalb der Sham-Gruppe zeigte sich beim Parameter Run Duration (s) kein signifikanter

Unterschied der Werte im Verlauf des Beobachtungszeitraumes von 36 Tagen.

Beim Vergleich der Werte des linken Hinterlaufes zwischen MALP-2- und Kontroll-Gruppe war

an Tag 1 der Wert der MALP-2-Gruppe signifikant reduziert (p<0,05), hingegen zeigte sich

kein signifikanter Unterschied der Werte an Tag -1, Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag 36.

2,0

2,0

Run Duration (s)

0,5 1

0,0

—&— Sham ’ B

iy SR

Run Duration (s)
5

0,5

T T T
Tag 7 Tag 14 Tag 36

0,0

+
+

—&— Kontrolle
—v— MALP-2

+

T
Tag -1

T
Tag 1

T T T
Tag 3 Tag7 Tag 14

T
Tag 36

Abb. 14 zeigt den Verlauf des Parameters Run Duration (s) Uber 36 Tage in A der Sham-Gruppe und B in MALP-
2- und Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05 vs. MALP-2, # p<0.05
vs. Tag -1 Sham/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1,14 £ 0,0708 1,203 £ 0,0638 1,158 £ 0,12
Tag 1 1,042 + 0,0378 1,201 + 0,0659 1,042 + 0,176
Tag 3 0,929 + 0,0454 1,027 £ 0,0606 0,889 + 0,0828
Tag 7 0,905 + 0,0474 1,011 £ 0,0639 0,872 + 0,0576
Tag 14 0,957 + 0,048 1,025 £ 0,0343 0,844 + 0,0364
Tag 36 0,963 + 0,403 1,066 + 0,0336 1,003 £ 0,0448

Tab. 7 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des Parameters Run Duration (s).
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Stand (s)

Die Auswertung des Parameters Stand (s) innerhalb der MALP-2-Gruppe im Verlauf von 36
Tagen zeigten sich im Vergleich von rechtem mit linkem Hinterlauf die Werte des linken
Hinterlaufes an Tag 1 (p<0,001) und Tag 3 (p<0,001) signifikant reduziert. Kein signifikanter
Unterschied der Werte ergab sich an Tag -1, Tag 7, Tag 14 und Tag 36.

Am linken Hinterlauf konnte im Vergleich zu Tag -1 eine signifikante Verminderung der Werte
an Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,05) nachgewiesen werden. An Tag 14
und Tag 36 erwies sich kein signifikanter Unterschied der Werte zu Tag -1.

Am rechten Hinterlauf zeigte sich eine signifikante Minderung der Werte an Tag 7 (p<0,05) im
Vergleich zu Tag -1. Tag 1, Tag 3, Tag 14 und Tag 36 wiesen keinen signifikanten Unterschied
der Werte zu Tag -1 auf.

Die statistische Auswertung innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigte im Vergleich von rechtem
und linkem Hinterlauf an Tag 1 (p<0,05) und an Tag 3 (p<0,05) eine signifikante Erniedrigung
der Werte des linken Hinterlaufes, nicht hingegen an Tag -1, Tag 7, Tag 14 und Tag 36. Am
linken Hinterlauf zeigte sich eine signifikante Minderung der Werte zu Tag -1 an Tag 1 (p<0,05)
und Tag 3 (p<0,05), Tag 7 (p<0,001) und Tag 14 (p<0,05), aber kein signifikanter Unterschied
der Werte von Tag 36 zu Tag -1. Am rechten Hinterlauf ergab sich kein statistisch signifikanter

Unterschied der Werte von Tag -1 im Verlauf der 36 Tage.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen feststellen. Auch im
zeitlichen Verlauf des linken und rechten Hinterlaufes zeigte sich kein signifikanter Unterschied
der Werte.

Beim Vergleich des linken Hinterlaufes von MALP-2- und Kontroll-Gruppe liel3 sich erkennen,
dass die Werte der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,001) und an Tag 7 (p<0,05) signifikant
reduziert waren zu denen der Kontroll-Gruppe. Kein signifikanter Unterschied der Werte ergab
sich an Tag -1, Tag 3, Tag 14 und Tag 36.
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Abb. 15 zeigt den Verlauf des Parameters Stand (s): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf tGber 36
Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken Hinterlaufes
von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05 vs. linker
Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter Hinterlauf/Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 0,118 + 0,00828 0,124 + 0,00618 0,117 + 0,0206
Tag 1 0,0456 + 0,00811 0,0988 + 0,00898 0,128 + 0,0232
Tag 3 0,0669 + 0,00884 0,0894 + 0,00755 0,103 + 0,0138
Tag 7 0,0887 + 0,00515 0,108 + 0,00579 0,103 + 0,013
Tag 14 0,107 + 0,00687 0,111 £ 0,00287 0,106 + 0,0094
Tag 36 0,106 + 0,00507 0,119 £ 0,00473 0,127 + 0,0058

Tab. 8 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Stand (s).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 0,119 + 0,00676 0,121 £ 0,00562 0,122 £ 0,0212
Tag 1 0,116 + 0,00437 0,128 + 0,0096 0,131 £ 0,023
Tag 3 0,108 + 0,00487 0,111 + 0,00651 0,103 + 0,0138
Tag 7 0,0963 + 0,00591 0,109 + 0,00769 0,106 + 0,0121
Tag 14 0,106 + 0,00651 0,114 + 0,00375 0,11 £ 0,00637
Tag 36 0,106 + 0,00491 0,119 + 0,00473 0,127 + 0,0058

Tab. 9 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Stand (s).

Swing (s)

Bei der Auswertung des Parameters Swing (s) innerhalb der MALP-2-Gruppe zeigte sich im
Vergleich vom rechten zum linken Hinterlauf an Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,05) eine
signifikante Erhohung der Werte des linken Hinterlaufes. An Tag -1, Tag 7, Tag 14 und an Tag
36 ergab sich kein signifikanter Unterschied der Werte. Am linken Hinterlauf konnte eine
signifikante Erhéhung der Werte von Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,001) zu Tag -1 und eine
signifikante Minderung der Werte von Tag 14 (p<0,05) zu Tag -1 beobachtet werden. Kein
signifikanter Unterschied der Werte zeigte sich von Tag -1 zu Tag 7 und Tag 36. Es stellte sich
in der MALP-2-Gruppe am rechten Hinterlauf kein statistisch signifikanter Unterschied der

Werte im Vergleich zu Tag -1 im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen heraus.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe prasentierten sich die Werte des linken Hinterlaufes im
Vergleich von rechtem mit linkem Hinterlauf an Tag 1 (p<0,001) signifikant erhdht, an Tag -1,
Tag 3, Tag 7, Tag 14, und Tag 36 zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Am linken
Hinterlauf konnte eine signifikante Erhohung der Werte zu Tag -1 an Tag 1 (p<0,001)
festgestellt werden. An Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag 36 war kein signifikanter Unterschied
der Werte feststellbar. Innerhalb des rechten Hinterlaufes zeigte sich im Vergleich zu Tag -1
der Wert des Tag 14 (p<0,05) signifikant niedriger. Tag 1, Tag 3, Tag 7 und Tag 36 ergaben

keinen signifikanten Unterschied der Werte zu Tag -1.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen feststellen. Im zeitlichen
Verlauf des linken Hinterlaufes zeigte sich von Tag -1 zu Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,05)
eine signifikante Verminderung der Werte. Kein signifikanter Unterschied der Werte war zu
Tag 1, Tag 3 und Tag 7 feststellbar. Beim rechten Hinterlauf unterschieden sich die Werte im

zeitlichen Verlauf nicht von Tag -1.
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Beim Vergleich vom linken Hinterlauf von MALP-2- zur Kontroll-Gruppe lie® sich kein

signifikanter Unterschied der Werte von Kontrolle und MALP-2-Gruppe im zeitlichen Verlauf

darstellen.
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Abb. 16 zeigt den Verlauf des Parameters Swing (s): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf Gber 36
Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken Hinterlaufes
von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05 vs. linker
Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter Hinterlauf/Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 0,101 + 0,00309 0,104 + 0,00328 0,106 + 0,00485
Tag 1 0,114 £ 0,0177 0,135 + 0,00719 0,1 +0,00326
Tag 3 0,11 £ 0,0126 0,102 + 0,00819 0,093 + 0,00424
Tag 7 0,106 + 0,00287 0,101 + 0,00452 0,0918 £ 0,00335
Tag 14 0,0936 + 0,00177 0,0938 + 0,00301 0,09 £ 0,00439
Tag 36 0,0988 + 0,00256 0,0944 + 0,00223 0,0885 + 0,00141

Tab. 10 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Swing (s).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 0,0963 + 0,00256 0,103 + 0,00254 0,1+ 0,00461
Tag 1 0,0894 + 0,00232 0,104 + 0,00365 0,0964 + 0,00461
Tag 3 0,09 £ 0,00354 0,102 + 0,0043 0,094 + 0,00444
Tag 7 0,0981 £ 0,00344 0,0963 + 0,00397 0,0894 + 0,00639
Tag 14 0,095 + 0,00224 0,0906 + 0,00335 0,0898 + 0,00672
Tag 36 0,101 + 0,00461 0,0975 £ 0,00233 0,0871 + 0,0026

Tab. 11 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Swing (s).

Step Cycle (s)

Die statistische Analyse des Parameters Step Cycle (s) erbrachte im Vergleich von rechtem
und linken Hinterlauf innerhalb der MALP-2-Gruppe im zeitlichen Verlauf keinen statisch
signifikanten Unterschied der Werte. Auch am linken und rechten Hinterlauf lieRen sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede der Werte im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen

beobachten.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe unterscheiden sich rechter und linker Hinterlauf an Tag -1, Tag
1, Tag 3, Tag 7, Tag 14 oder Tag 36 nicht signifikant voneinander. Am linken Hinterlauf zeigte
sich eine signifikante Minderung der Werte von Tag -1 zu Tag 3 (p<0,001), Tag 7 (p<0,05),
Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,001), nicht aber zu Tag 1. Im zeitlichen Verlauf demonstrierte
sich am rechten Hinterlauf im Vergleich von Tag -1 im zeitlichen Verlauf kein signifikanter
Unterschied der Werte.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf an im zeitlichen Verlauf feststellen. Auch im Verlauf des linken
und rechten Hinterlaufes zeigten sich zu Tag -1 kein statistisch signifikanter Unterschied der

Werte im zeitlichen Verlauf.
Beim Vergleich vom linken Hinterlauf von MALP-2- zu Kontroll-Gruppe zeigten sich die Werte

der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,05) signifikant reduziert, kein signifikanter Unterschied der
Werte hingegen an Tag -1, Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag 36.
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Abb. 17 zeigt den Verlauf des Parameters Step Cycle (s): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf
Uber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken
Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05
vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter

Hinterlauf/Kontrolle).
MALP-2 Kontrolle Sham

Tag -1 0,219 + 0,00957 0,226 + 0,00779 0,225 + 0,021
Tag 1 0,16 £ 0,0245 0,238 + 0,0107 0,225 + 0,03
Tag 3 0,177 £ 0,0198 0,192 + 0,0139 0,2 £0,0207
Tag 7 0,196 + 0,00718 0,212 + 0,0102 0,196 + 0,0117
Tag 14 0,198 + 0,00586 0,206 + 0,00516 0,201 + 0,0131
Tag 36 0,204 + 0,00584 0,214 + 0,00605 0,221 + 0,00611

Tab. 12 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Step Cycle (s).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 0,213 + 0,00898 0,225 + 0,00725 0,226 + 0,0205
Tag 1 0,203 + 0,00522 0,233 + 0,00977 0,223 + 0,024
Tag 3 0,202 + 0,00526 0,213 + 0,00887 0,195 + 0,017
Tag 7 0,197 + 0,00681 0,204 + 0,00831 0,202 + 0,0233
Tag 14 0,2 +0,00619 0,207 + 0,00504 0,195 + 0,0104
Tag 36 0,208 + 0,00748 0,215+ 0,00779 0,225 + 0,00534

Tab. 13 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Step Cycle (s).

Duty Cycle (%)

Beim Parameter Duty Cycle (%) waren innerhalb der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,001) und
Tag 3 (p<0,001) die Werte des linken Hinterlaufes signifikant niedriger als die des rechten
Hinterlaufes. An Tag -1, Tag 7, Tag 14, und Tag 36 konnte kein signifikanter Unterschied der
Werte festgestellt werden. Auf der linken Seite ergab sich im Vergleich von Tag -1 zu Tag 1
(p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,001) eine statistisch signifikante Minderung der
Werte. An Tag 14 und Tag 36 zeigte sich kein signifikanter Unterschied der Werte. Beim
rechten Hinterlauf konnte von Tag -1 zu Tag 7 (p<0,05) eine statistisch signifikante Minderung
der Werte festgestellt werden. Die restlichen Tage, Tag 1, Tag 3, Tag 14 und Tag 36 wiesen

keinen signifikanten Unterschied der Werte im Vergleich zu Tag -1 auf.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigte sich beim Vergleich von rechtem mit linkem Hinterlauf
eine signifikante Minderung der Werte an Tag 1 (p<0,001), und Tag 3 (p<0,05). An Tag -1,
Tag 7, Tag 14, und Tag 36 konnte kein signifikanter Unterschied der Werte nachgewiesen
werden. Im Vergleich zu Tag -1 sind die Werte des linken Hinterlaufes an Tag 1 (p<0,001),
Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,05) signifikant reduziert. Kein signifikanter Unterschied der
Werte von Tag 14 und Tag 36 zu Tag -1. Auf der rechten Seite war kein signifikanter

Unterschied der Werte von Tag -1 im zeitlichen Verlauf nachweisbar.

Innerhalb der Sham-Gruppe liel sich kein signifikanter Unterschied der Werte von rechtem
und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf feststellen. Im Verlauf des linken Hinterlaufes zeigte
sich im zeitlichen Verlauf kein signifikanter Unterschied der Werte von Tag -1. Auch beim
rechten Hinterlauf unterschieden sich die Werte im zeitlichen Verlauf nicht signifikant von Tag
-1.

Beim Vergleich vom linken Hinterlauf von MALP-2- zu Kontroll-Gruppe zeigten sich die Werte
der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,05), Tag 7 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,05)

37



signifikant niedriger im Vergleich zu den Werten der Kontroll-Gruppe an den entsprechenden

Tagen. Kein signifikanter Unterschied der Werde prasentierte sich an Tag -1 und Tag 14.
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Abb. 18 zeigt den Verlauf des Parameters Duty Cycle (%): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf
Uber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken
Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05
vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter
Hinterlauf/Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 51,639 £ 1,716 53,189 £ 1,097 50,685 + 4,64
Tag 1 22,061 + 3,711 41,818 + 2,336 53,889 + 3,78
Tag 3 31,779 £ 3,789 42,346 + 3,538 51,647 + 3,518
Tag 7 44,579 + 1,508 51,049 + 1,511 51,775 + 3,456
Tag 14 51,696 + 1,182 54,031 + 0,91 53,701 £ 1,71
Tag 36 51,239 £ 1,175 54,502 + 0,999 58,282 + 0,632

Tab. 14 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Duty Cycle (%).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 53,411 £ 1,307 52,788 + 1,158 53,036 + 4,898
Tag 1 54,256 + 1,226 52,602 + 1,727 54,883 + 3,133
Tag 3 53,641 + 1,672 51,041 £ 1,479 50,359 + 3,246
Tag 7 48,566 + 1,633 50,723 + 1,662 54,533 £ 3,185
Tag 14 50,879 + 1,42 54,326 + 1,326 53,84 £ 2,28
Tag 36 51,248 £ 1,123 53,934 + 1,224 59,257 + 1,592

Tab. 15 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Duty Cycle (%).

Stride Length (%)

Beim Parameter Stride Length (%) war kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechten und linken Hinterlauf innerhalb der MALP-2-Gruppe im zeitlichen Verlauf feststellbar.
Auch am operierten linken und am nicht operierten rechten Hinterlauf zeigte sich kein

signifikanter Unterschied der Werte von Tag -1 im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe konnte im zeitlichen Verlauf kein signifikanter Unterschied der
Werte zwischen rechtem und linkem Hinterlauf festgestellt werden. Auch am linken Hinterlauf
war kein signifikanter Unterschied der Werte von Tag -1 zu Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag 14 und
Tag 36 feststellbar. Auch am rechten Hinterlauf zeigte sich kein signifikanter Unterschied der

Werte von Tag -1 im zeitlichen Verlauf.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf an Tag -1, Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag 14, und Tag 36 feststellen.
Im Verlauf des linken Hinterlaufes zeigte sich zu Tag -1 im zeitlichen Verlauf kein signifikanter
Unterschied der Werte. Auch beim rechten Hinterlauf unterschieden sich die Werte im

zeitlichen Verlauf nicht signifikant von Tag -1.

Beim Vergleich der Werte des linken Hinterlaufes zeigte sich kein signifikanter Unterschied

zwischen Kontroll- und MALP-2-Gruppe im zeitlichen Verlauf.
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Abb. 19 zeigt den Verlauf des Parameters Stride Length (%): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf
Uber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken
Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05
vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter
Hinterlauf/Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 75,147 + 12,052 101,201 + 2,596 109,177 £ 6,938
Tag 3 87,596 + 9,418 98,681 + 7,473 103,168 £ 6,793
Tag 7 105,294 + 3,606 103,486 + 2,974 106,828 + 5,581
Tag 14 110,505 + 5,07 100,449 + 2,26 102,935 £ 10,079
Tag 36 105,484 + 4,824 98,465 + 2,404 97,705 £ 9,971

Tab. 16 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Stride Length (%).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 101,646 £ 6,006 100,39 + 2,974 104,835 £ 7,946
Tag 3 105,285 £ 5,504 104,159 + 3,687 106,85 + 8,859
Tag 7 106,891 + 5,142 101,219 + 2,908 93,155 + 4,202
Tag 14 112,844 + 5,984 98,15 + 2,67 97,043 £ 8,102
Tag 36 109,758 £ 6,708 97,704 + 2,136 92,975+ 9,45

Tab. 17 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Stride Length (%).

Max Contact Area (%)

Beim Parameter Max Contact Area (%) resultierte innerhalb der MALP-2-Gruppe an Tag 1
(p<0,001) und Tag 3 (p<0,05) im Vergleich vom linken Hinterlauf zum rechten Hinterlauf eine
statistisch signifikante Verminderung der Werte, hingegen an Tag -1, Tag 7, Tag 14, und Tag
36 nicht. Am linken Hinterlauf waren vergleichend zu Tag -1 die Werte von Tag 1 (p<0,001),
Tag 3 (p<0,001), Tag 7 (p<0,05) signifikant reduziert, die Werte von Tag 14 (p<0,05) und Tag
36 (p<0,05) signifikant erhéht. Am rechten Hinterlauf zeigte sich im Vergleich von Tag -1 zu
Tag 1 (p<0,05) ein statistisch signifikant reduzierter Wert, zu Tag 14 (p<0,001) und Tag 36
(p<0,05) statistisch signifikant erhohte Werte. An Tag 3 und Tag 7 zeigte sich kein signifikanter
Unterschied der Werte zu Tag -1.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigten sich an Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,05) die Werte
des linken Hinterlaufes statistisch signifikant reduziert im Vergleich zu denen des rechten
Hinterlaufes. Dies zeigte sich nicht an Tag -1, Tag 7, Tag 14 und Tag 36.

Am linken Hinterlauf prasentierte sich von Tag -1 zu Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001), Tag 7
(p<0,05) und Tag 14 (p<0,05) eine signifikante Minderung der Werte. Keinen signifikanten
Unterschied der Werte gab es zu Tag 36. Es unterschieden sich die Werte am rechten

Hinterlauf im Vergleich von Tag -1 im zeitlichen Verlauf nicht signifikant.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf feststellen. Im zeitlichen Verlauf des linken
Hinterlaufes zeigte sich von Tag -1 zu Tag 36 (p<0,05) eine statistisch signifikante Erhdhung
des Wertes von Tag 36. Hingegen weder zu Tag 1, Tag 3, Tag 7 oder Tag 14 bestand ein
signifikanter Unterschied der Werte. Beim rechten Hinterlauf unterschieden sich die Werte von
Tag 1 (p<0,05), Tag 3 (p<0,001), Tag 7 (p<0,05), Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,001)
signifikant zu Tag -1.
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Beim Vergleich vom linken Hinterlauf von MALP-2- zu Kontroll-Gruppe erwies sich der Wert
der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,05) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant erniedrigt,
an Tag 14 (p<0,05) zeigte sich vergleichend eine signifikante Erh6hung des Wertes der MALP-
2-Gruppe. Keinen signifikanten Unterschied der Werte gab es an Tag -1, Tag 3, Tag 7 und

Tag 36.
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Abb. 20 zeigt den Verlauf des Parameters Max Contact Area (%): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem
Hinterlauf iber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des
linken Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (*

p<0,05 vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter
Hinterlauf/Kontrolle).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 23,161 £ 5,311 54,989 + 9,405 204,73 £ 24,944
Tag 3 50,159 + 10,274 67,23 £ 7,576 143,477 + 18,122
Tag 7 87,036 + 10,502 85,608 + 10,046 141,375 + 28,167
Tag 14 144,362 + 15,115 86,184 + 7,133 144,068 + 27,823
Tag 36 128,68 + 15,364 97,627 + 4,806 252,315 + 40,813

Tab. 18 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Max Contact Area (%).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 86,642 + 8,339 80,945 + 6,978 218,79 £ 21,573
Tag 3 93,26 + 8,566 97,456 £ 5,172 123,785 + 5,954
Tag 7 97,161 £ 9,028 88,403 £ 9,168 135,012 £ 13,116
Tag 14 127,283 + 9,098 95,888 + 8,225 149,197 £ 15,855
Tag 36 116,852 + 10,528 99,792 + 6,305 232,413 + 41,96

Tab. 19 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Mac Contact Area (%).

Print Area (%)

In der MALP-2-Gruppe waren die Werte des linken Hinterlaufes signifikant an Tag 1 (p<0,001)
und Tag 3 (p<0,001) im Vergleich zu denen des rechten Hinterlaufes reduziert. An Tag -1, Tag
7, Tag 14, und Tag 36 unterschieden sich die Werte des rechten und linken Hinterlaufes nicht
signifikant voneinander. Eine signifikante Minderung der Werte am linken Hinterlauf zeigte sich
vergleichend von Tag -1 zu Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,001). Tag 14
(p<0,05) und Tag 36 (p<0,05) hingegen wiesen eine signifikante Erhdhung der Werte im
Vergleich zu Tag -1 auf. Am rechten Hinterlauf war im Vergleich zu Tag -1 der Wert von Tag
14 (p<0,001) signifikant erhdht. Es konnte kein signifikanter Unterschied der Werte im
Vergleich von Tag -1 zu Tag 1, Tag 3, Tag 7 und Tag 36 festgestellt werden.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigte sich an Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,05) eine statistisch
signifikante Minderung des Wertes des linken Hinterlaufes im Vergleich zum rechten
Hinterlauf, nicht jedoch an Tag -1, Tag 7, Tag 14 und Tag 36. Am linken Hinterlauf
unterschieden sich zu Tag -1 die Werte von Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7
(p<0,05) als signifikant erniedrigt, Tag 14 (p<0,001) und Tag 36 (p<0,05) als signifikant erhéht.
Im Verlauf des rechten Hinterlaufs resultierte im Vergleich von Tag -1 kein signifikanter

Unterschied der Werte im zeitlichen Verlauf von 36 Tagen.
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Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf feststellen. Im zeitlichen Verlauf des linken
Hinterlaufes zeigte sich im Vergleich zu Tag -1 der Wert von Tag 36 (p<0,05) signifikant erhoht.
Hingegen bestand weder zu Tag 1, Tag 3, Tag 7 oder Tag 14 ein signifikanter Unterschied der
Werte. Beim rechten Hinterlauf unterschieden sich zu Tag -1 die Werte von Tag 1 (p<0,05),
Tag 3 (p<0,001), Tag 7 (p<0,05), Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,001) signifikant erhéht.

Beim Vergleich des linken Hinterlaufes von MALP-2- zu Kontroll-Gruppe erwies sich der Wert
der MALP-2-Gruppe an Tag 1 (p<0,05) im Vergleich zur Kontroll-Gruppe signifikant reduziert.
An Tag 14 (p<0,05) zeigte sich vergleichend eine signifikante Erhéhung des Wertes der MALP-
2-Gruppe. Keinen signifikanten Unterschied der Werte gab es an Tag -1, Tag 3, Tag 7 und
Tag 36.
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Abb. 21 zeigt den Verlauf des Parameters Print Area (%): Vergleich Verlauf von rechtem und linkem Hinterlauf
Uber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des linken
Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05
vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter
Hinterlauf/Kontrolle).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 21,621 £ 5,004 52,096 + 8,08 196,605 + 26,728
Tag 3 46,751 £ 9,441 66,207 + 8,021 140,173 £ 20,413
Tag 7 83,461+ 9,774 83,987 + 10,057 139,363 + 25,297
Tag 14 142,778 + 14,896 85,495 + 7,459 139,855 + 28,78
Tag 36 130,105 £ 15,397 97,003 £ 4,976 246,98 + 52,83

Tab. 20 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Print Area (%).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 1000 1000 1000
Tag 1 93,134 + 9,498 82,979 + 7,104 225,723 + 27,534
Tag 3 94,966 * 9,556 96,777 £ 5,304 126,788 + 4,409
Tag 7 95,074 + 9,463 87,599 £ 8,913 135,52 + 13,487
Tag 14 125,327 + 9,424 92,596 + 8,005 152,9 + 18,096
Tag 36 116,082 + 11,066 99,976 + 6,467 235,34 + 45,931

Tab. 21 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Print Area (%).

Max Contact Max Intensity

Beim Vergleich des Parameter Max Contact Max Intensity des rechten mit dem linkem
Hinterlauf erwies sich innerhalb der MALP-2-Gruppe eine signifikante Verminderung der Werte
des linken Hinterlaufes an Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,05). Kein
signifikanter Unterschied der Werte zeigte sich an Tag -1, Tag 14 und Tag 36. Am linken
Hinterlauf Iasst sich von Tag -1 zu Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,05) eine
statistisch signifikante Minderung der Werte beobachten, an Tag 14 (p<0,001) und Tag 36
(p<0,001) sind die Werte vergleichend zu Tag -1 signifikant erhéht. Eine signifikante Erhéhung
der Werte zeigt sich am rechten Hinterlauf im Vergleich von Tag -1 zu Tag 14 (p<0,05) und zu
Tag 36 (p<0,05). Nicht signifikant ist der Unterschied der Werte von Tag -1 zu Tag 1, Tag 3
und Tag 7.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigte sich an Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,05) eine statistisch
signifikante Minderung der Werte zwischen rechtem und linkem Hinterlauf, nicht jedoch an
Tag -1, Tag 7, Tag 14 und Tag 36. Am linken Hinterlauf unterschieden sich zu Tag -1 die Werte
von Tag 1 (p<0,001) und Tag 3 (p<0,001) signifikant reduziert, von Tag 14 (p<0,05) und Tag
36 (p<0,05) signifikant erhéht. Kein signifikanter Unterschied der Werte bestand an Tag 7. Am
rechten Hinterlauf liel3 sich im Vergleich von Tag -1 zu Tag 1 (p<0,05) und Tag 3 (p<0,05) eine
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statistisch signifikante Minderung der Werte verzeichnen, an Tag 7 (p<0,05), Tag 14 (p<0,001)
und Tag 36 (p<0,05) hingegen eine signifikante Erhéhung der Werte.

Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf feststellen. Auch im zeitlichen Verlauf des
linken und rechten Hinterlaufes zeigten sich zu Tag -1 kein signifikanter Unterschied der
Werte.

Beim Vergleich vom linken Hinterlauf von MALP-2- zu Kontroll-Gruppe zeigte sich eine
signifikante Minderung der Werte des linken Hinterlaufes der MALP-2-Gruppe an Tag 1
(p<0,001), Tag 3 (p<0,05) und Tag 7 (p<0,05). Kein signifikanter Unterschied der Werte
verzeichnete sich an Tag -1, Tag 14 und Tag 36.
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Abb. 22 zeigt den Verlauf des Parameters Max Contact Max Intensity: a Vergleich Verlauf von rechtem und
linkem Hinterlauf Gber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D
Vergleich des linken Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler
angegeben (* p<0,05 vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag
-1 rechter Hinterlauf/Kontrolle).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 186,709 £ 5,894 197,346 + 3,369 186,709 £ 5,894
Tag 1 87,034 £ 12,28 150,135 + 9,172 87,034 £ 12,28
Tag 3 132,571 £ 12,94 170,449 + 8,43 132,571 £ 12,94
Tag 7 179,752 + 6,252 197,995 + 4,455 179,752 + 6,252
Tag 14 201,471 £ 2,912 201,041 + 4,233 201,471 £ 2,912
Tag 36 203,453 + 3.067 207,639 £ 1,368 203,453 + 3,067

Tab. 22 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Max Contact Max Intensity.

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 196,753 + 3,448 199,033 £ 2,062 196,753 + 3,448
Tag 1 185,493 £ 6,535 183,157 £ 6,916 185,493 £ 6,535
Tag 3 189,178 £ 5,966 193,435 £ 3,57 189,178 £ 5,966
Tag 7 197,108 + 3,799 196,929 £ 6,113 197,108 £ 3,799
Tag 14 204,841 + 1,565 202,276 + 5,248 204,841 + 1,565
Tag 36 205,151 £ 2,07 207,528 + 1,508 205,151 + 2,07

Tab. 23 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Max Contact Max Intensity.

Max Contact Mean Intensity

Innerhalb der MALP-2-Gruppe konnte hinsichtlich des Vergleiches von rechtem und linken
Hinterlauf ein signifikante Minderung der Werte des linken Hinterlaufes an Tag 1 (p<0,001),
Tag 3 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,05) festgestellt werden. An Tag -1, Tag 14 und Tag 36 bestand
kein signifikanter Unterschied der Werte. An Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,001) und Tag 7
(p<0,05) zeigten sich am linken Hinterlauf die Werte statistisch signifikant reduziert
vergleichend zu Tag -1. Keinen signifikanten Unterschied der Werte von Tag -1 gab es zu Tag
14 und Tag 36. Es zeigte sich am rechten Hinterlauf im Vergleich von Tag -1 im zeitlichen

Verlauf kein statistisch signifikanter Unterschied der Werte.

Innerhalb der Kontroll-Gruppe zeigte sich an Tag 1 (p<0,05) der Wert des linken Hinterlaufes
statistisch signifikant reduziert im Vergleich zum rechten Hinterlauf, nicht jedoch an Tag -1,
Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag 36. Am linken Hinterlauf ergab sich eine signifikante Minderung
der Werte von Tag 1 (p<0,001) und Tag 3 (p<0,03) zu Tag -1. Kein signifikanter Unterschied
der Werte zu Tag -1 von Tag 7, Tag 14 und Tag 36. Beim rechten Hinterlauf zeigten sich zu
Tag -1 die Werte von Tag 7 (p<0,001), Tag 14 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,001) signifikant
erhéht. Nicht signifikant zu Tag -1 unterschieden sich die Werte von Tag 1 und Tag 3.
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Innerhalb der Sham-Gruppe lie} sich kein signifikanter Unterschied der Werte zwischen
rechtem und linkem Hinterlauf im zeitlichen Verlauf feststellen. Im zeitlichen Verlauf des linken
Hinterlaufes zeigten sich zu Tag -1 die Werte von Tag 1 (p<0,05) und Tag 36 (p<0,05)
signifikant erhoht. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der Werte von Tag -1 zu Tag
3, Tag 7 und Tag 14. Beim rechten Hinterlauf unterschieden sich die Werte weder von Tag 1,

Tag 3, Tag 7, Tag 14 noch Tag 36 signifikant zu Tag -1.

Es erwies sich eine signifikante Minderung der Werte des linken Hinterlaufes der MALP-2-
Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe an Tag 1 (p<0,001), Tag 3 (p<0,05) und Tag 7
(p<0,05). Kein signifikanter Unterschied der Werte bestand an Tag -1, Tag 14 Kontrolle und
Tag 36.
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Abb. 23 zeigt den Verlauf des Parameters Max Contact Mean Intensity: Vergleich Verlauf von rechtem und linkem
Hinterlauf iber 36 Tage in A der MALP-2-Gruppe , B Kontroll-Gruppe und C in der Sham-Gruppe, D Vergleich des
linken Hinterlaufes von MALP-2-/Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (*

p<0,05 vs. linker Hinterlauf/MALP-2, # p<0.05 vs. Tag -1 linker Hinterlauf/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 rechter
Hinterlauf/Kontrolle).
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MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 108,864 + 1,872 111,091 + 1,589 108,845 + 2,29
Tag 1 66,054 + 8,444 96,617 £ 2,97 115,229 + 1,183
Tag 3 86,346 * 6,455 103,164 £ 2,575 111,344 + 0,838
Tag 7 104,886 + 2,32 113,551+ 1,7 113,159 + 1,434
Tag 14 111,709 + 1,286 113,779 + 1,843 113,57 + 0,898
Tag 36 113,211 £ 1,12 115,616 + 1,062 116,729 + 1,079

Tab. 24 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des linken Hinterlaufs beim Parameter Max Contact Mean Intensity.

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 108,864 + 1,872 111,091 + 1,589 108,845 + 2,29
Tag 1 66,054 + 8,444 96,617 £ 2,97 115,229 + 1,183
Tag 3 86,346 * 6,455 103,164 £ 2,575 111,344 + 0,838
Tag 7 104,886 + 2,32 113,551+ 1,7 113,159 + 1,434
Tag 14 111,709 + 1,286 113,779 + 1,843 113,57 + 0,898
Tag 36 113,211 £ 1,12 115,616 + 1,062 116,729 + 1,079

Tab. 25 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des rechten Hinterlaufs beim Parameter Max Contact Mean
Intensity.

Regularity Index (%)

Innerhalb der MALP-2-Gruppe zeigte sich im Vergleich der Werte im zeitlichen Verlauf kein
signifikanter Unterschied.

Auch im zeitlichen Verlauf der Kontroll-Gruppe unterschieden sich die Werte nicht signifikant
zu Tag -1.

Innerhalb der Sham-Gruppe zeigte sich beim Parameter Regularity Index (%) kein signifikanter
Unterschied der Werte von Tag -1 zu Tag 1, Tag 3, Tag 7, Tag 14 und Tag 36.

Beim Vergleich zwischen MALP-2- und Kontroll- Gruppe bezuglich des Parameters Regularity
Index (%) konnte zwischen Kontroll- und MALP-2-Gruppe kein signifikanter Unterschied der

Werte im zeitlichen Verlauf festgestellt werden.
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Abb. 24 zeigt den Verlauf des Parameters Regularity Index (%) tber 36 Tage in A der Sham-Gruppe und B in
MALP-2- und Kontroll-Gruppe. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben (* p<0,05 vs. MALP-2,
# p<0.05 vs. Tag -1 Sham/MALP-2, + p<0,05 vs. Tag -1 Kontrolle).

MALP-2 Kontrolle Sham
Tag -1 94,044 + 1,341 96,131 £+ 0,643 98,028 £ 0,719
Tag 1 70,438 + 9,972 94,89 + 1,543 98,405 + 1,595
Tag 3 84,019 £ 7,156 91,623 £ 5,287 98,935 + 0,616
Tag 7 97,172+ 0,79 96,086 + 0,902 97,525 £+ 0,975
Tag 14 96,477 + 0,748 96,323 + 0,606 95,642 £ 0,716
Tag 36 97,211 £ 0,657 97,155 £ 0,678 97,33 + 0,565

Tab. 26 zeigt die Mittelwerte + Standardfehler des Parameters Regularity Index (%).

44 Biomechanik

Die biomechanische Auswertung zeigte einen signifikanten Unterschied sowohl zwischen der
Interventionsgruppe und Kontroll-Gruppe an Tag 7 und Tag 36, als auch zwischen der
operierten und nicht operierten Seite.

Innerhalb der 7-Tage-Gruppen zeigte sich links zwischen MALP-2-Gruppe und Kontroll-
Gruppe ein signifikanter Unterschied (p<0,05). Rechts hingegen konnte zwischen MALP-2-
Gruppe und Kontroll-Gruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Die MALP-2-
Gruppe links unterschied sich signifikant zu MALP-2-Gruppe rechts (p<0,001). Innerhalb der
Kontroll-Gruppe links zeigte sich kein signifikanter Unterschied gegentiber rechts (Abb. 25.A).
Innerhalb der 36-Tage-Gruppen zeigte sich links zwischen MALP-2-Gruppe gegenuber der
Kontroll-Gruppe ein signifikanter Unterschied (p<0,001). Rechts zeigte sich zwischen MALP-
2-Gruppe und Kontroll-Gruppe kein signifikanter Unterschied. Innerhalb der MALP-2-Gruppe

unterschieden sich links signifikant gegentber rechts (<0,05). Kein signifikanter Unterschied
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zeigte sich innerhalb der Kontroll-Gruppe von linkem

25.B).
20
I Kontrolle
A = MALP-2
T 151
E
<
@
Q
£ 101 *
Q #
£ T
Q
n 5

rechter Hinterlauf

linker Hinterlauf

Steifheit/Stiffness (N/mm)

20

Hinterlauf zu rechtem Hinterlauf (Abb.

Il Kontrolle
3 MALP-2

rechter Hinterlauf linker Hinterlauf

Abb. 25 zeigt den Vergleich der Steifheit/Stiffness (N/mm) zwischen rechter Sehne und linker Sehne nach A 7
Tagen und B 36 Tagen in der biomechanischen Testung. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler
angegeben (* p<0,05 vs. Kontrolle, # p<0,05 vs. rechter Hinterlauf).

Kontroll-Gruppe

MALP-2-Gruppe

rechts

10,907 £ 1,217

12,84 £ 0,785

links

9,653 + 1,074

6,323 + 0,863

Tab. 27 zeigt Mittelwert £ Standardfehler der Steifheit/Stiffness (N/mm) nach 7 Tagen.

Kontroll-Gruppe

MALP-2-Gruppe

rechts

11,71 £ 0,761

11,829 + 1,011

links

13,651 £ 1,177

6,921 + 0,697

Tab. 28 zeigt Mittelwert + Standardfehler der Steifheit/Stiffness (N/mm) nach 36 Tagen.
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4.5 Western Blot

Kontrolle MALP-2 Kontrolle MALP-2
R - PCNA ~ SRR cyinD
“w oA lmess cleaved Casp3 - - e NF-kB p65
- ————— HO-1 TR AT e e = . R-Actin
R —————- - B'Actin

Kontrolle MALP-2
- - - COX-2
pd - hendesdhandendiand o R-Actin

Abb. 26 zeigt die Banden der Western Blots der analysierten Proteine mit den jeweiligen dazugehérigen B-Actin-
Banden.

Die statistische Auswertung der Western Blots zeigte, dass innerhalb der Kontroll-Gruppe
statistisch signifikant mehr PCNA (p<0,05) und Cyclin D (p<0,05) im Vergleich zur MALP-2-
Gruppe exprimiert wurde. Innerhalb der Kontroll-Gruppe wurde signifikant weniger HO-1
(p<0,05) im Gegensatz zur Interventionsgruppe gebildet.

Kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen MALP-2-Gruppe und Kontroll-Gruppe

ergab sich in der quantitativen Expression von NF-kB, Casp3 und COX-2.
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Abb. 27 zeigt den Vgl. zwischen Kontroll-Gruppe und MALP-2-Gruppe beim Nachweis von A PCNA B Cyclin D C
HO-1 D NF-kB E COX-2 und F Casp3 im Western Blot. Die Werte sind als Mittelwerte + Standardfehler angegeben
(*p<0,05 vs. Kontrolle).

MALP-2-Gruppe Kontroll-Gruppe
PCNA 44298,784 + 2963,739 69739,68 + 8497,461
CyclinD 82066,37 + 9708,111 120061,034 + 11591,709
HO-1 308749,592 + 25189,265 149589,674 + 24549,780
NF-xB 94728,492 + 14628,762 58241,99 + 28232,757
COX-2 837687,084 + 186294,880 594651,154 + 134962,804
Casp3 138874,410 + 30794,274 139919,796 + 36172,529

Tab. 29 zeigt Mittelwert + Standardfehler der einzelnen Proteinkonzentrationen im Western Blot.
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5. Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Die Behandlung humaner Sehnenpathologien stellt bis zum heutigen Tage eine
Herausforderung dar. So sind bei Sehnenverletzungen haufig operative MalRnahmen
notwendig. In der Regel erfolgt die primare Sehnennaht. Bei Versagen der Operationstechnik
oder bei ausgepragten Sehnendefekten, wird haufig die sekundare Transplantation eines
Autografts, Allografts oder Xenografts notwendig. Diese Methoden sind allerdings durch die
Morbiditat der Donorseite, schlechter Transplantatintegration, der Formierung von Adhasionen
und hohen Raten von wiederkehrenden ZerreiRungen limitiert [245]. Um eine Operation, deren
Nachteile und Komplikationen zu vermeiden, gibt es verschiedene Forschungsansatze, wie
bspw. die lokale Applikation von Substanzen mit Regenerationspotential wie z. B.
Mesenchymale Stammzellen oder einzelner Wachstumsfaktoren.

Mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind die meist genutzten Stammzellen beim Tissue
engineering fur Sehnen [38]. Multipotente mesenchymale Stammzellen kénnen sich hierbei in
gewebsspezifische Phanotypen differenzieren. Zudem kdnnen sie so fur potente
immunosuppressive und anti-inflammatorische Effekte sorgen. Allerdings konnte bis dato
durch die isolierte Gabe von MSCs keine Verbesserung der Kraft und der Steifheit nach
Heilung von intrasynovialen Sehnendefekten in vivo gezeigt werden [126].

Ein anderer Ansatz ist die Applikation von Immunmodulatoren. Die Modulation der
Inflammation in der frihen Phase der Sehnenheilung soll zu einem verbesserten
Heilungsergebnis flhren. Multiple Zytokine, Arachidonsaduremetabolite, Oxidantien und
Proteasen modulieren die inflammatorische Antwort. Sie sollen die Entfernung von fremden
Zellen, Debris und verletztem Gewebe erleichtern. Diese Produkte kénnen hingegen auch eine
sekundare Verletzung des Gewebes induzieren [114]. Eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren
spielt eine wichtige Rolle wahrend der Umbauphase der Sehnenheilung. Die Manipulation des
Milieus von Wachstumsfaktoren stellt eine wichtige Strategie zur Verbesserung des Outcomes
heilender Sehnen und Bander dar [223]. Buchmann et al. applizierten Ratten u. a. G-CSF,
welches zu einem verbesserten Sehnen-Remodelling flhrte [32]. Eine andere Studie benutzte
den Immunmodulator TGF-$ bei Ratten [100], dadurch wurde ein positiver Effekt von TGF- 3
auf die Versagenslast und Steifheit der Sehne demonstriert. Hierbei zeigte sich, dass TGF-3
die Férderung des Matrixremodelling beeinflusst [223].

Die Untersuchung des Einflusses von Platlet derived growth factor (PDGF) auf die
Sehnenheilung stellt einen weiteren Ansatz dar. Die Untersuchung erfolgte z. B. am
Rattenmodell [216] und am Hund [222]. Die Applikation fiihrte zu insbesondere funktionell
verbesserten Eigenschaften nach Verletzung. Auch im Rattenmodell [36] [110] wurde der
Einfluss von basic fibroblast growth factor/basischem Fibroblasten Wachstumsfaktor (bFGF)

auf die Sehnenheilung erforscht. Beide Studien zeigten keinen eindeutig positiven Effekt von
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bFGF auf die Sehnenheilung. PDGF und bFGF foérdern effektiv die Fibroblastenproliferation
und das Kollagenremodelling [223]. BFGF erhdht die Produktion von Kollagen-I und Kollagen-
[l [110]. Limitation der oben genannten Forschungsansatze ist die Fokussierung alleinig auf
einzelne Wachstumsfaktoren, da die Regulierung der Inflammation durch Makrophagen eine
wichtige Rolle im Heilungsprozess der Sehne darstellt.

Makrophagen induzieren verschiedene Wachstumsfaktoren und weitere inflammatorische
Mediatoren. Ein besseres Verstandnis der Signale, welche die Makrophagenaktivierung
kontrollieren, ermdglicht fundamentale  Erkenntnisse Uber den  Ablauf von
Gewebeausbesserung [48] [223]. Rekrutierung und Stimulation von Makrophagen mittels
verschiedener Stoffe wurden bereits genutzt, um die Wundheilung in verschiedenen
Tiermodellen zu beschleunigen [48].

In bisherigen Studien zeigte MALP-2 das Potential als Immunmodulator Makrophagen zu
rekrutieren und Uber Makrophagen gleichzeitig verschiedene Wachstumsfaktoren zu
stimulieren [117] [169]. Zwei essentielle Komponenten der Sehnenheilung kénnten so positiv
beeinflusst werden.

Deiters et al. zeigten, dass die topische Applikation von MALP-2 die Heilung durch
Rekrutierung und Aktivierung von Makrophagen beschleunigt. Die Applikation von MALP-2
kann eine attraktive und 6konomisch gunstige Alternative zur Applikation eines einzelnen
Wachstumsfaktors bei chronischen Wunden darstellen, wenn der Grund der beeintrachtigen
Heilung im Mangel suffizienter Trigger zur Initiierung des Heilungsprozesses liegt [48]. So
weist MALP-2 hohe angiogenetische Eigenschaften auf [78], welche sich durch die
inflammatorisch induzierte Angiogenese auch positiv auf die Sehnenheilung auswirken
kénnen. Ahnliche Effekte wurden bereits bei der Wundheilung und folgender

Geweberegeneration nachgewiesen [78] [117].

Die Sehnenheilung stellt einen komplexen Mechanismus dar. Um diesen zu analysieren sind
verschiedene Methoden notwendig. Hierzu erfolgt die in vivo Analyse intratendindser
Veranderungen zunehmend durch Ratten- und Mausmodelle aufgrund der breiten
Verfugbarkeit, der geringen Haltungskosten sowie der zum Menschen analogen Anatomie und
Physiologie. Die Ahnlichkeit zwischen Menschen und Nagetieren spiegelt sich genetisch
wider, so stimmen 80-90% der Gene von Nagetieren mit denen von Menschen Uberein.
Dadurch sind die Daten aus Studien an Mausen und Ratten zur Ubertragung auf den
Menschen geeignet [234]. Die Maus verflgt Uber ein vielféltiges Angebot von genetisch
veranderbaren Zielstrukturen, welche mit Sehnenheilung und —regeneration in Verbindung
gebracht werden kénnen [223]. Der Einfluss bestimmter Gene auf die Sehnenheilung kann

anhand von Knockout-Mausen weitergehend untersucht werden [5] [64] [124] [125]. Die
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TiergroRe stellt eine Herausforderung und Limitierung im Hinblick auf operative Maf3nahmen

aufgrund der GréRRe der Sehne dar.

Um Veradnderungen an Sehnen zu analysieren, wurden bereits verschiedene
Forschungsansatze in der Literatur beschrieben. So unterscheidet man vollstdndige von
partiellen Sehnendefekten. Vollstandige Sehnendefekte kdnnen durch eine Tenotomie erzielt
werden. Allerdings kann es bei vollstdindigen Sehnendefekten zur Retraktion der
Sehnenenden kommen, wodurch der Heilungsprozess die Uberbriickung des Defektes
erfordert [35]. Zur Uberbriickung kommen z. B.: Allografts und Autografts [83] [84] [225] oder
Nahtmaterial [40] [58] [171] zum Einsatz. Tissue Engineering kénnte eine grof3e Rolle in der
Behandlung dieser Verletzungen spielen, weil neue Ansatze wie neue Materialien, bioaktive
Molekille oder Gentransfer, untersucht werden koénnen [35]. Bei der Anwendung eines
Tenotomiemodells sollten die biologischen Reaktionen und die Retraktion der Sehnenenden
in der Analyse hinterfragt werden. Die Untersuchung eines biologischen Prozesses des
Verletzungsortes (z. B. Inflammation) kann durch das Modell selbst beeinflusst werden,
insbesondere beim Einsatz von allogenem Material oder Nahtmaterialien [21].

Um diese lokalen Reaktionen zu reduzieren und um einen standardisierten Defekt ohne
Retraktion der Sehnenenden zu erreichen, wurde in dieser Studie ein partielles
Tenotomiemodell verwendet [21]. Durch den standardisierten Defekt konnte makroskopisch
bei allen Versuchstieren die gleiche Defektgré3e erreicht werden und durch die partielle Lasion
blieb die Sehne in ihrer Grundstruktur unverandert. Das Modell eignet sich zur Untersuchung
von Medikamentenapplikation auf einen Defekt und war in Vorstudien bereits etabliert [44]
[50]. Der Sehnendefekt wurde in dieser Studie mittels Kantile wie in der Literatur beschrieben
herbeigefuhrt [44] [50]. Andere Autoren beschrieben die Erstellung des Defektes durch eine
Stanzbiopsie [5] [6] [20] [21] [125] [254], auch diese ermdglicht eine reproduzierbare
einheitliche DefektgroRe, jedoch besteht ein héheres Verletzungsrisiko des angrenzenden
Gewebes. Ein weiteres Verfahren zum Erreichen einer partiellen Sehnenverletzung stellt die
partielle Lazeration der Sehne dar, hierbei werden ca. 50% der Sehnenfasern durchtrennt [21]
[64] [201] [238] [239]. Nachteil der partiellen Lazeration ist das hdhere Risiko einer
resultierenden vollstandigen Tenotomie oder sekundarer Sehnenruptur, sowie die
Schwierigkeit der Reproduzierbarkeit der einheitlichen Defektgrofie.

Die in bereits publizierten Studien am haufigsten genutzten Sehnen sind die Achillessehne [6]
[21], die Patellarsehne [5] [20] [21] [125] [190] [201] und die Sehne des M. Flexor digitorum
longus (FDL-Sehne) [21] [44] [64] [238] [239].

Die FDL-Sehne und Achillessehne eignen sich aufgrund ihrer GroRe gut, um Verletzungen zu
untersuchen. Der Nachteil der FDL-Sehne ist, dass mehr Gewebe mobilisiert werden muss,

um die Sehne visualisieren und isolieren zu kénnen [21].
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Der Nachteil der offenen partiellen Tenotomie ist die erhdhte Weichteilschadigung und das
Infektionsrisiko. Das Infektionsrisiko durch zusatzliches Fremdmaterial sollte so gering wie
moglich gehalten werden. In dieser Studie zeigte keine Maus eine lokale Infektion. Vorteil der
offenen partiellen Tenotomie ist, dass aufgrund der guten Visualisierung der Sehne,
Komplikationen der Methode wie eine akzidentelle vollstdndige Tenotomie reduziert werden
koénnen. In dieser Studie kam es in keinem Fall zu einer akzidentellen vollstandigen Tenotomie.
Somit bestand lediglich durch die Narkose ein erhdhtes intraoperatives Risiko. Die

Ausfallquote dieser Studie betrug 1,28%, dies ist vergleichbar mit anderen Studien [63].

Es existieren verschiedene Applikationsformen fiir ein Agens. Die einfachste Applikationsform
ist die systemische Applikation. Aufgrund der systemischen Wirkung und der geringen
biologischen Verfligbarkeit wird eine systemische Applikation nur selten angewendet. Nachteil
besteht in unerwiinschten systemischen Nebenwirkungen [126]. Dimmen et al. verabreichten
Ratten Uber 7 Tage zweimal taglich Parecoxib oder Indometacin intraperitoneal. Die
Behandlung fluhrte zu einer signifikanten Reduktion der Zugfestigkeit der Sehnen [53].
Weitere Applikationsform ist die Implantation von Scaffolds [39] [145] [176] [235].

Mit z.B. Wachstumsfaktoren beladene Scaffolds konnen standardisiert zwischen die Stiimpfe
behandelter Sehnen eingebracht werden. Andere Scaffolds werden an der Oberflache
behandelter Sehnen angebracht [126]. Durch Einbringen eines weiteren Tragermaterials kann
ein weiterer Einfluss auf die Heilung erfolgen, der nicht von dem zu untersuchenden Agens
ausgeht. Um diese Einflisse zu reduzieren, beschrieben verschiedene Autoren die Applikation
der Lésung in den Wunddefekt im Sinne eines single-shots [92] [106] [110]. Vorteil ist die
einfache und einmalige Applikation. Nur das Agens wird appliziert und damit zusatzliche
Wechselwirkungen aufgrund weiterer Bestandteile ausgeschlossen. Zu den Limitationen zahilt,
dass ggf. ohne einen unterstitzenden Scaffold nur wenige Zellen auf die Zielstruktur
transplantiert werden. Das applizierte Agens wirkt ggf. nur kurz an der Zielstruktur und
diffundiert dann in das umliegende Gewebe. Vorausgegangene Studien zeigten, dass
biologische Interventionen eine kontrollierte raumzeitliche Gabe erfordern, um die Heilung zu
verbessern [126]. Diese konnte fur MALP-2 bei single-shot Applikation bereits gezeigt werden
[48]. Durch diese Applikationsform konnten mogliche Interferenzen durch Gele oder Scaffolds

ausgeschlossen werden.

Die Etablierung eines geeigneten Messverfahrens des klinischen Verlaufs nach partieller
Tenotomie und somit Evaluation des Heilungsverlaufes der Sehne nach klinischen
Gesichtspunkten ist bis heute nur in wenigen Studien beschrieben worden. Es besteht derzeit
keine ausreichende Datenlage bezlglich des klinischen Outcomes bei Mausen nach partieller

Tenotomie.
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In klinischen Arbeiten ist es relevant, eine Ganganalyse durchzufiihren. Diese Ganganalyse
kann durch verschiedene Varianten erfolgen. Bei Tiermodellen wird die Ganganalyse bis dato
selten eingesetzt.

Zur Ganganalyse wurden verschiedene Untersuchungen entwickelt. Zum Beispiel das Messen
von Winkelvariationen von Gelenken auf einem Laufband ggf. in Kombination mit simultaner
Elektromyographie. Nachteil dieser Methode ist der hohe Aufwand der Datenanalyse und die
Invasivitat des EMGs [154]. Die von Histing et al. genutzte Ganganalyse mittels digitaler
Videoradiographie ist bereits etabliert, allerdings ist diese Methode invasiv, da hierzu
Metallpins in das Femur und die Tibia zur Markierung und anschlieRenden Analyse
eingebracht werden mussen. Die Inflammation und die erhéhte Strahlenbelastung durch die
operativ eingebrachten Pins, sowie das intraoperative Trauma kénnen Einfluss auf das
Gangbild haben [88].

Eine andere Methode ist die Maus mit Tinte Gberzogenen Pfoten auf weilRem Papier laufen zu
lassen, dadurch kénnen die entstandenen Laufmuster analysiert werden. Allerdings kann
hierdurch keine Aussage Uber dynamische Parameter getroffen werden [154]. Auch kann die
Geschwindigkeit, als kritische Ko-Variable fur fast alle Gangparameter, nicht gemessen
werden. Zudem ist die Menge an Tinte zwischen den Schritten und den Versuchen
inkonsistent [116].

Um eine automatisierte und konsistente Analyse zu gewahrleisten, wurde in den letzten Jahren
zunehmend das CatWalk zur Datenerfassung und Analyse in der Literatur etabliert [4] [28] [31]
[51] [60] [69] [81] [82] [87] [90] [146] [159] [178] [227] [257], dadurch kann eine objektive
Quantifizierung von multiplen statischen und dynamischen Gangparametern erreicht werden
[227].

In dieser Studie wurden multiple statische und dynamische Parameter des Gangbildes der
Versuchstiere untersucht, um die Validitat der Methode zu evaluieren.

Fast alle Gangparameter stehen zueinander in Beziehung und eine Reihe von
Gangparametern sind notwendig, um kompensatorische Gangmuster zu verstehen. Eine
Veranderung bei einem einzelnen Gangparameter erklart unmdoglich alle biomechanischen
Zusammenhange [116].

In Vorversuchen zu dieser Studie konnten durch die Ganganalyse mittels CatWalk bereits in
vivo Unterschiede des Gangbildes zwischen verschiedenen Sehnen-Modellen gezeigt
werden. So konnten signifikante Unterschiede zwischen der Sehne des M. Flexor digitorum
longus im Vergleich zur Patellarsehne sowie der Achillessehne nachgewiesen werden [67].
So zeigte sich, dass mit Hilfe der CatWalk Methode bereits bei partiellen Tenotomien
Unterschiede detektiert werden konnen.

Die analysierten Parameter wurden bereits in verschiedenen Studien eingesetzt (siehe Tabelle

30 im Anhang). Aufgrund des Einflusses der Geschwindigkeit auf das Gangbild, wurde
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zunachst der Parameter Run Duration gewahlt. Unterschiedlichen Ganggeschwindigkeiten
kénnen biomechanischen Differenzen zu Grunde liegen, sodass ein Unterschied in der
Ganganalyse berticksichtigt werden muss [99].

Um die komplexen Bewegungen des Ganges zu beschreiben, sind mehrere Gangparameter
notwendig. So kdnnen Parameter wie Geschwindigkeit, Schrittlange (Stride Length), Standzeit
(Stand), Schwungzeit (Swing), Regularity Index und die Pfotenanzahl, die den Korper
unterstutzt [224], die Gangsicherheit und Gangart beschreiben. Durch die druckabhangigen
Parameter wie Intensitat, Print Area und Max Contact Area kann in Zusammenschau die

Belastbarkeit einer Pfote abgeleitet werden [31] [51].

Die Heilung von Sehnen umfasst eine zeitlich abhangige Reaktion auf Verletzungen, sodass
experimentelle Zeitpunkte beachtet werden missen, um verlassliche Ergebnisse zu erhalten
[30]. Die Untersuchungszeitpunkte der Ganganalyse und somit des klinischen Verlaufs
orientierten sich an dem natirlichen Heilungszeitraum einer Sehne. Zunachst erfolgt eine
Inflammationsphase an Tag 1-2 nach der Verletzung [161]. Daher wurde Tag 1 als erster
postoperativer Untersuchungstag gewahlt. An den Tagen 2-4 schlielft sich eine
Proliferationsphase an [161], weshalb der nachste Untersuchungszeitpunkt an Tag 3
postoperativ gewahlt wurde. Von Tag 4 bis Tag 14 folgt im Prozess eine Reparationsphase
[161]. Deshalb wurde Tag 7 als Untersuchungszeitpunkt verwendet, da zu diesem Zeitpunkt
in der Regel die Revaskularisation des Gewebes begonnen hat und die Organisation des
Defektes beginnt. Tag 14 markiert im Heilungsmodell den Beginn der Umbauphase [161],
sodass dieser Tag zur Beurteilung des klinischen Verlaufes ausgewahlt wurde. Ab Tag 21
nahern sich die Kollagenverhaltnisse, der Wassergehalt und die Zellularitat normalen Niveaus
an [161]. Um somit den fortgeschrittenen Heilungsprozess beurteilen zu kénnen, wurde Tag
36 postoperativ gewahlt. Ein dhnliches Versuchsprotokoll ist bereits in der Literatur etabliert
[10].

Zur biomechanischen und molekularbiologischen Untersuchung durch bereits etablierte

Methoden war eine Totung der Tiere notwendig.

Palmes et al. wahlten als Zeitpunkte der biomechanischen Testung die postoperativen Tage
4, 8, 12, 16, 35 und 112 zur Untersuchung von langzeit-biomechanischen Effekten [177]. Lin
et al. flhrten die biomechanischen Testungen nach 1, 3, 6 und 12 Wochen postoperativ durch
[125], Beason et al. untersuchten 3 Wochen postoperativ [20] [21]. Loieselle et al. testeten Tag
0, 14, 21, 28, 42 und 63 Tage nach Operation [130]. Da in dieser Studie der friihzeitige Effekt
von MALP-2 untersucht werden sollte, wurden die Zeitpunkte an den physiologischen

Heilungsverlauf angelehnt ausgewahlt. Die biomechanische Testung erfolgte an Tag 7
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postoperativ zur Evaluation der Auswirkung von MALP-2 in der inflammatorischen Phase der
Heilung der Sehne. Um eine abschliefende Bewertung der biomechanischen Entwicklung
nach Proliferations- und Umbauphase durchfiihren zu kénnen, wurde als weiterer Zeitpunkt
der 36. postoperative Tag gewahlt.

Zur biomechanischen Untersuchung wurde die Sehne entsprechend dem Protokoll von
Beason et al. prapariert [21]. Die Sehnen wurden reseziert und der Defekt, welcher am distalen
Ende der Sehne gelegen war, wurde in eine angefertigte Konstruktion eingebracht. Die
Konstruktion bestand aus zwei Klemmen, zwischen denen die Sehne aufgespannt wurde.
Nachteil war das mégliche Herausgleiten der Sehne aus der Konstruktion. Mit der Konstruktion
wurde die Sehne daraufhin nach etablietem uniaxialen Zugversuch bis zum Versagen
getestet [11] [44] [107] [143] [177]. Mehrmaliges Vorbelasten bei zyklischen Testungen wird
zur Prakonditionierung von Sehnen eingesetzt [20] [21] [167] [179] [252]. Es kommt zu einer
Zunahme der Steifigkeit beim Vordehnen der Sehne. Um ein mdgliches frihzeitiges Versagen
auszuschlieen, wurde die vorherige zyklische Testung nicht durchgefuhrt.

Die Universalprifmaschine stellt in einem Kraft-Weg-Diagramm die Messgrofien
Langenanderung AL [mm], maximale Kraft Fmax [N] und die Versagenskraft F [N] am Ende dar
[85]. In der Literatur benutzte berechnete Materialparameter sind die Zugfestigkeit [134] [242]
[248] und das Elastizitatsmodul/Young’s Modulus [5] [20] [21] [56] [65] [125]. Fur diese
Materialparameter wird der Sehnendurchmesser benétigt. Die Messung des Durchmessers ist
aufwandig und kann je nach Methode zu weiteren Ungenauigkeiten flihren [85]. Als reliabler
wurde in der Literatur der Parameter Steifigkeit (F/AL) beschrieben [44] [56] [65] [133]. Dieser
Parameter lasst sich aus den aufgezeichneten Diagrammen berechnen. Der Wert der Steifheit
reflektiert den gesundheitlichen Zustand der Sehne [49]. Entsprechend wurde dieser

Parameter hier in der Studie angewendet.

Der Western Blot ist ein etabliertes molekularbiologisches Verfahren zum Nachweis von
Proteinen. Neben dem Nachweis von Stoffwechselproteinen [8] [9] [181] [249] [254] k6nnen
auch spezifische Strukturproteine der Sehne, beispielsweise Kollagene und Proteoglykane,
nachgewiesen werden [10] [188] [189] [246].

So wurden bis dato verschiedene Faktoren in Zusammenhang mit der Sehnenheilung
analysiert [38] [55]. Chen et al. zeigten eine erhohte Genexpression von connective tissue
growth factor (CTGF), transforming growth factor 8 (TGF-8), vascular endothelial growth factor
(VEGF) und insulin-like growth factor 1 (IGF-1) in der frihen Inflammationsphase.

Die Genexpression von Basic fibroblast growth factor (bFGF) prasentierte sich herabreguliert,
wahrend die von platelet derived growth factor B (PDGF-B) sich nur minimal verandert zeigte.
Der Einfluss von MALP-2 auf die Sehnenheilung wurde bis dato in keiner Studie mittels

Western Blot untersucht.
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Neben biomechanischer und molekularbiologischer Untersuchung werden in der Literatur
weitere Methoden zur Untersuchung der Sehnenheilung angewendet.

Die histologische Analyse des Sehnengewebes bzw. des Regeneratgewebes ermdglicht die
Untersuchung zellmorphologischer Unterschiede im Vergleich zu gesunden Sehnen [95] [96]
[145] [175]. Mit einer mehrzeitigen histologischen Auswertung kann der Heilungsverlauf
beurteilt werden [133] [247]. Limitationen der Methodik sind bei Sehnen vielfaltig. Die GroRRe
sowie die Dicke der enthommenen Sehne der Maus ist gering. Somit ist pro Entnahme nur
wenig Material vorhanden. Nur wenige Schnitte kdnnen pro Sehne hergestellt werden. Durch
dickere Schnitte kann das Reilen des Schnitts reduziert werden, allerdings wird die
mikroskopische Beurteilbarkeit stark eingeschrankt. Auf’erdem verringert sich dadurch
nochmals die Anzahl mdglicher Schnitte einer Sehne. Des Weiteren, sollte die zu
analysierende Defektzone im histologischen Praparat abgebildet werden. Da diese Kriterien
nicht erflillt werden konnten, fokussierte sich diese Studie auf die Analyse der dynamischen
Gangparameter, die biomechanische Belastbarkeit der Sehnen, sowie die

molekularbiologische Analyse mittels Western Blot.

5.2 Diskussion der Ergebnisse

Die postoperative Entwicklung des Korpergewichtes der Versuchstiere zeigte keine relevanten
Unterschiede innerhalb der Gruppen, sodass der operative Eingriff und die Applikation der
Medikation (iber den Beobachtungszeitraum zu keiner Anderung der Nahrungsaufnahme
fuhrten. Somit wurden der Eingriff und die Applikation durch die Versuchstiere gut vertragen.
Des Weiteren kam es in keinem Fall zu einer postoperativen Infektion des Operationsgebietes,
sodass die durchgefiihrte Intervention als alleinige Ursache der Veranderung des Gangbildes

gewertet werden kann.

Im Vergleich zur gesunden Gegenseite und der Kontroll-Gruppe, zeigten sich die durch
CatWalk Noldus TM analysierten funktionellen Parameter Uberwiegend bis zum 7.
postoperativen Tag in der MALP-2-Gruppe verandert. Hierbei zeigte sich im Verlauf die Run
Duration in Interventionsgruppe und Kontroll-Gruppe ab dem 3. Tage postoperativ signifikant
reduziert, was durch einen Gewdhnungseffekt an das CatWalk-System durch die Mause
erklart werden kann. Gabriel et al. zeigten, dass dieser Gewdhnungseffekt im Rahmen der
wiederholten Nutzung auftreten kann [69]. Da sich die Run Duration in gleichem Mal3e in
beiden Gruppen veranderte, ist das Gangbild dennoch vergleichbar. Die funktionelle
Belastung der operierten linken hinteren Extremitat zeigte sich im Vergleich zur kontralateralen
gesunden Seite in beiden Gruppen verandert. Hierbei waren signifikante Unterschiede des

Belastungsanteils und der belasteten Flache der linken hinteren Extremitat in beiden Gruppen
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bis zum Tag 3 postoperativ nachweisbar. Insbesondere die Abdruckkraft (Max Contact Max
Intensity, Max Contact Mean Intensity) zeigte sich in beiden Gruppen signifikant reduziert, die
mit MALP-2 behandelte Gruppe prasentierte sogar bis zum 7. postoperativen Tag eine
reduzierte Abdruckkraft. In der Sham-Gruppe, konnten zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede zwischen den beiden hinteren Extremitdten gezeigt werden, weshalb die
Ergebnisse als Folge der partiellen Tenotomie und Applikation der Wirkstoffe (MALP-2 und
Isopropanol) zu werten sind.

Im Vergleich von Interventions- und Kontroll-Gruppe zeigten sich signifikante funktionelle
Unterschiede der Gangbilder. So wies die MALP-2-Gruppe einen signifikant verminderten
Anteil der Belastung bei verlangerter Schwungphase im Vergleich zur Kontroll-Gruppe auf.
AuRerdem zeigte sich die maximale Kontaktflache und die Pfotenflache der MALP-2-Gruppe
im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nur am 1. postoperativen Tag signifikant verringert und am
14. Tag signifikant erhoéht. Dieser funktionelle Unterschied, kann durch eine MALP-2 induzierte

Inflammation erklart werden.

Deiters et al. zeigten, dass MALP-2 gerade diese frihe inflammatorische Phase triggert [48],
wodurch dieses Ergebnis erklart werden kann. Am 3. postoperativen Tag waren keine
signifikanten  Unterschiede mehr zwischen beiden Gruppen nachweisbar. Die
Inflammationsphase konnte bereits in anderen Studien [37] [59] [145] im Rahmen des
Heilungsprozesses nach dem Trauma durch die induzierte Sehnenverletzung nachgewiesen
werden. Der relative Mangel von Zellen in intrasynovialem Gewebe fiihrt zu einer Verzégerung
der Migration von oberflachlichen Sehnenzellen und extrinsischen Zellen aus der
Synovialscheide. Hierbei scheint der Effekt von MALP-2 in der frihen inflammatorischen
Phase erhoht, reduziert sich allerdings im weiteren Verlauf zunachst auf ein physiologisches
Level aufgrund der Diffusion ins umgebende Gewebe [48]. Dennoch zeigt sich am 14.
postoperativen Tag eine signifikant vergroferte Flache und der maximalen Kontaktflache beim
Auftritt der Pfote, welche als reaktive Gegenreaktion auf das vorher bestehende veranderte
Gangbild und Inflammation gewertet werden kann [158] [193]. Dieser Effekt war nur in der
MALP-2-Gruppe nachweisbar, jedoch ohne signifikante Veranderung zur gesunden
Gegenseite. Somit verandert die Behandlung mit MALP-2 nicht nur das Gangbild der
operierten hinteren Extremitat, sondern das gesamte Gangbild der Maus. Dieses normalisiert
sich im weiteren Zeitverlauf bis zum Tag 36 postoperativ, da hier keine Unterschiede mehr
zwischen den beiden Gruppen und den hinteren Extremitaten nachgewiesen werden konnten.
Um die Gangdynamik zu analysieren, wurde des Weiteren die Abdruckskraft (Max Contact
Max intensity, Max Contact Mean Intensity) ausgewertet. Hierbei zeigten sich signifikante
Unterschiede zwischen der MALP-2 Gruppe und der Kontroll-Gruppe von Tag 1 bis zum Tag

7. Somit kénnte die Inflammation die Schmerzinduktion erhdhen. Allerdings zeigte sich kein
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Unterschied in der Belastung der Pfote ab dem 7. postoperativen Tag in beiden Gruppen,

sodass dies durch eine strukturelle Veranderung erklarbar ist.

Die biomechanische Analyse der Steifigkeit der Sehnen im Auszugsversuch erfolgte an Tag 7
und 36 postoperativ. Hierbei zeigten sich die mit MALP-2 behandelten Sehnen im Vergleich
zur gesunden Gegenseite und zur Kontroll-Gruppe eine signifikant reduzierte Steifigkeit,
welche sich in der reduzierten Belastbarkeit der behandelten Extremitdt demonstrierte. Die
erhohte Steifigkeit wird in der Literatur als positiver Parameter fir die Heilung von
Sehnengewebe angewendet [191] [212].

So zeigten Delalande et al. in der Behandlung von Achillessehnentenotomien, dass die
reduzierte Steifigkeit des Sehnengewebes zu einer strukturell reduzierten Architektur fuhrt
[49].

Der Behandlung mit einzelnen Zytokinen und Wachstumsfaktoren der Frihphase konnte in
der Literatur ein positiver Effekt auf die Sehnenheilung bei gesteigerter Steifigkeit der Sehne
zugeschrieben werden.

Kashiwagi et al. konnten nach der Applikation von TGF beta-1 tenotomierter Achillessehnen
im Rattenmodell eine signifikante Steigerung der Steifigkeit der geheilten Sehne zwei und vier
Wochen postoperativ nachweisen [100]. Auch die Applikation von Plattchenreichem Plasma-
Gel auf Patellarsehnen bei Hasen zeigte eine signifikante Verbesserung der Steifigkeit nach
14 Tagen im Vergleich zur Kontroll-Gruppe [134].

Somit haben Wachstumsfaktoren und Zytokine der frihen inflammatorischen Phase einen
signifikanten Einfluss auf das Sehnenregenerat [202]. Durch Wachstumsfaktoren und Zytokine
wandern vermehrt Immunzellen wie Makrophagen ins Sehnengewebe ein [37] [199] [202].
Eine Veranderung dieses physiologischen Prozesses kann die Heilung verbessern oder
verschlechtern.

So zeigte sich, dass durch die Depletion von Makrophagen die Sehnenheilung im Vergleich
zu Wildtypmausen verbessert werden konnte. De la Durantaye et al. fuhrten dies auf das im
physiologischen Zustand erhéhte Makrophagen-induzierte Stresslevel zuriick. Aufgrund der
friher einsetzenden Inflammation durch die Behandlung mit MALP-2, ist ebenfalls von einer,
wie bereits in Vorstudien nachgewiesenen [48] [131], erhdhten Anzahl von Makrophagen im
Sehnengewebe auszugehen. Dies konnte allerdings histologisch nicht sicher bewiesen
werden, sodass hierzu weiterfihrende Untersuchungen mittels Western Blot von gesundem
Sehnengewebe durchgefihrt wurden, um das induzierte Stresslevel weiterfihrend zu

untersuchen.

Im Western Blot zeigte die MALP-2-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe einen signifikant

erhdhten intrazellularem oxidativen Stress bei signifikant erhéhtem HO-1. Die erhdhte
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intrazellulare HO-1 Expression dient der Gegenregulation, wodurch erhdhte Level auf
intrazellularen Stress schlief3en lassen [136]. Der erhohte intrazellulare Stress fihrte weiter zu
einer geringeren Proliferation des Gewebes. Dies konnte durch ein signifikant reduziertes
PCNA und Cyclin D in der MALP-2-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-Gruppe nachgewiesen
werden. Die Proliferation wurde allerdings nicht durch Apoptose gehemmt. Denn es zeigten
sich keine erhéhten Werte von Caspase 3, welche bei Apoptose nachweisbar ist. Auch in
anderen Geweben, wie humanen mesenchymalen Zellen aus dem Amnion, fihrte MALP-2
nicht zu erhéhter Apoptose [195].

Die Konzentration des applizierten MALP-2 ist in Bezug auf den erhéhten intrazellularen Stress
relevant. So konnten Ma et al. in einer vergleichbaren Western Blot Untersuchung eine erhéhte
HO-1 Expression in humanen monozytischen T-Helferzellen-1 mit linearem Anstieg in
Abhangigkeit der MALP-2 Konzentration nachweisen [136]. In dieser Studie wurde
entsprechend der Literatur eine Konzentration von MALP-2 gewahlt, welche der mittleren
Dosis entspricht [136].

Entziindungsmarker wie NFkB und COX-2 waren tendenziell in der MALP-2-Gruppe starker
exprimiert, jedoch ohne signifikanten Unterschied. Ein Anstieg von Entzindungsmarkern
unterstutzt die These der Uberschieflenden inflammatorischen Wirkung. Mitsunari et al.
zeigten an humanen plazentaren Trophoblasten die Induktion von COX-2 [156]. Dies konnte
in dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Dennoch lasst die tendenzielle Erhéhung von
den Entzindungsmarkern NFkB und COX-2 in der MALP-2-Gruppe auf eine pro-
inflammatorische Genese schlieRen. Dies kdnnte u.a. eine Erklarung fur die funktionellen und

biomechanischen Ergebnisse dieser Studie sein.

5.3 Fazit

Obwohl MALP-2 das Heilungspotential in vorangegangenen Studien fur Hautdefekte zeigen
konnte, profitiert die frihe Sehnenheilung nicht von einer Behandlung mittels MALP-2. Es
prasentierte sich ein negativer Einfluss von MALP-2 auf die Strukturintegritat der Sehne. Die
Behandlung mit MALP-2 zeigte in der biomechanischen Testung eine signifikant reduzierte
Steifheit der Sehne. Bereits durch die Ganganalyse konnte friihzeitig ein Hinweis auf die
reduzierte Heilungstendenz aufgrund der reduzierten Belastung des operierten Hinterlaufes
nach MALP-2-Behandlung gezeigt werden. In vitro I6st MALP-2 bei unbehandelten Sehnen
eine erhdhte Stressreaktion mit inhibierter Proliferation aus, jedoch keine Apoptose.

Leider konnten die hohen Erwartungen an MALP-2 nicht erfillt werden. Somit ergibt MALP-2

keinen Vorteil gegenliber anderen sich in der Forschung befindlichen Wirkstoffen.
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10. Anhang

Herold et al.: Multiple
Sklerose

Parvaty and Masocha:
Monoarthritis

Miyagi et al.:
Myofasziale
Inflammation

Miyagi et al:
Schmerzverhalten
Intervertebral Disc Injury
Gabriel et al.: akuter
inflammatorischer
Schmerz

Bozkurt: funktionelle
Regeneration nach
Ischiasverletzung
Bozkurt: periphere
Nervenregeneration
Caballero-Garrido et al.:
dMCAO

Cao et al.: Akkupunktur
bei Stroke

Deumens et al.:
Ischiasnervresektion
Huenchen et al.:
Paclitaxel induzierte
sensorische
Polyneuropathie
Chiang et al.: chronisch
konstriktive
Nervenverietzung

Frohlich et al.: Parkinson
Sakuma et al.: Nerve
Crush Plus Inflammation
Masocha et al.: LPS-
induzierte Monoarthritis
Moller et al.:
Monoarthritis

Chen et al.: subtile
neurologische
Veranderungen

Kameda et al.: Nucleus
pulposus

Ferland et al.:
Osteoarthitis

Cendelin et al.:
olivocerebellare
Degeneration

Hamers et al.:
Rickenmarkskontusion
und -transektion
Bernardes et al.:
chronische MS
Vandeputte et al.:
Bewegungsstorungen
De Haas et al.: Leigh
Krankheit

Zhou et al.: Parkinson
Hetze et al.: Schlaganfall
Westin et al.: Parkinson
Liu et al.: Schlaganfall
Neumann et al.:
traumatische
Hirnverletzung
Hoffmann et al.: Pristane
induzierte Arthritis

Mountney et al.:
penetrierende
Hirnverletzung

Sucher et al.:
Hinterlauftransplantation

Tab. 30 zeigt die in dieser Studie verwendeten CatWalk-Parameter in anderen Studien.
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