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1. Zusammenfassung

Muskuldre Verletzungen machen einen Grofiteil der Sport assoziierten Verletzungen aus. Diese sind
hiufig mit einer voriibergehenden Sportpause verbunden. Um die Ausfallzeit zu reduzieren, werden
hierzu in den letzten Jahren zunehmend Infiltrationen des verletzten Muskels mit Préparaten wie
Traumeel S® oder Actovegin verwendet. Trotz der hdufigen Anwendung in der Sportmedizin gibt es

bis dato keine Studien, die die Wirksamkeit von Traumeel untersuchten.

Das Ziel der hier vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss von Traumeel in einem standardisierten muri-
nen Muskelkontusionsmodell zu untersuchen. Nach Kontusion des M. gastrocnemius wurden 3uL
Traumeel (Versuchsgruppe, n=24) oder 0,9% Natriumchloridldsung (Kontrollgruppe, n=24) appliziert.
Die Versuchstiere wurden liber einen Zeitraum von 14 Tagen nachuntersucht. Die Mause wurden mittels
wiederholten Ganganalysen, Magnetresonanztomographie, Sonographie, Photoakustik sowie Umfangs-
messungen am Tag des Traumas und am jeweiligen Auswertezeitpunkt (d=1, d=3, d=7 oder d=14) un-
tersucht. Nach definierten Endzeitpunkten (d=1, d=3, d=7 oder d=14) wurden zudem histologische Un-
tersuchungen des Muskels durchgefiihrt.

Hinsichtlich der Ganganalyse zeigten sich zwischen der Traumeel- und Kontrollgruppe keine signifi-

kanten Unterschiede.

In der Traumeel-Gruppe konnte eine reaktive Hyperdmie und eine induzierte Neoangiogenese nachge-

wiesen werden. Dies duf3erte sich in erhohten Hamoglobin Threshold-Werten.

Die Magnetresonanztomographie Untersuchungen der hinteren Extremitéten zeigten eine kontinuierli-
che Verringerung der intramuskuldren Fliissigkeitsansammlung von Tag eins bis 14 in beiden Gruppen.

In der Traumeel-Gruppe war eine signifikant stirkere Reduktion des Odems erkennbar.

In der histologischen Untersuchung konnten Muskelfasernekrosen sowie eine perivasale und interstiti-
elle Infiltration mit Immunzellen nachgewiesen werden. Es zeigte sich eine starke Neutrophilenreaktion
in beiden Gruppen. AuBlerdem zeigte sich eine groBere Anzahl an Makrophagen und eine geringere

Apoptoserate bei der Traumeel-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Die Behandlung mit Traumeel hat einen deutlichen Effekt auf die Odemresorption und den Himoglob-

ingehalt im Gewebe. Nichtsdestotrotz ist das Bewegungsmuster in beiden Gruppen vergleichbar.



1. Summary

Muscular injuries account for a large proportion of sports-associated injuries. These are often associated
with a temporary break from sport. In recent years, infiltration of the injured muscle with preparations
such as Traumeel S® or Actovegin has been increasingly used to reduce downtime. Despite their fre-
quent use in sports medicine, studies on their efficacy remain unclear.

The aim of the present study was to investigate the effect of Traumeel in a standardized murine muscle
contusion model. After contusion of the gastrocnemius muscle, 3uL. Traumeel (experimental group,
n=24) or 0.9% sodium chloride solution (control group, n=24) was applied. The experimental animals
were followed up over a period of 14 days. The mice were examined by repeated gait analysis, magnetic
resonance imaging, sonography, photoacoustics, and circumferential measurements on the day of
trauma and at the time of evaluation (d=1, d=3, d=7 or d=14). Histological examinations of the muscle

were performed at defined endpoints (d=1, d=3, d=7 or d=14).

There were no significant differences between the Traumeel and control group with regards to gait anal-

ysis.

Reactive hyperemia and induced neoangiogenesis were detected in the Traumeel group. This was

demonstrated by elevated hemoglobin threshold values.

Magnetic resonance imaging examinations of the posterior extremities showed a continuous reduction
in intramuscular fluid accumulation from day one to 14 in both groups. A significantly greater reduction

in edema was seen in the Traumeel group.

Histological examination showed muscle fiber necrosis and perivasal and interstitial infiltration with
immune cells. There was a strong neutrophil reaction in both groups. In addition, there was a greater

number of macrophages and less apoptosis in the Traumeel group compared to the control group.

Traumeel treatment has a significant effect on edema resorption and hemoglobin content of the tissue.

Nevertheless, the movement pattern is similar in both groups.



2. Einleitung
2.1. Muskel

2.1.1. Histologie

Der Mensch besitzt ca. 400 Muskeln, die die Fort- und Gelenkbewegung ermdglichen (AUMULLER et
al., 2017; BEHRENDS et al., 2017; BEINER, JOKL, 2001). Anhand der Histologie und weiterer phy-
siologischer Eigenschaften ldsst sich Muskelgewebe in drei Typen unterteilen: Die glatte Muskulatur
sowie die quergestreifte Muskulatur des Herz- und Skelettmuskels (ULFIG, 2015).

Die Arbeit untersucht die quergestreifte Skelettmuskulatur der Maus. Charakteristisch fiir die querge-
streifte Muskulatur ist die gleichmafBige und parallele Anordnung der diinneren Aktin- und dickeren
Myosinfilamente, welche das typische licht- beziehungsweise (bzw.) elektronenmikroskopische Bild
einer Querstreifung erzeugen. Die Filamente bilden Myofibrillen (ULFIG, 2015).

Die ldnglichen Zellen des Muskels werden als Muskelfasern bezeichnet und erreichen eine Lénge von
bis zu 20cm mit einer Dicke von ca. 40-100um (AUMULLER et al., 2017; ULFIG, 2015). Charakteris-
tisch ist die groe Zahl an randstindigen Zellkernen, die durch die entwicklungsgeschichtliche Ver-
schmelzung der einkernigen Myoblasten zu einem Synzytium entstanden sind. Die Zellkerne liegen

unterhalb des Sarkolemms (ULFIG, 2015).

Die ca. 2,2um grof3e Funktionseinheit des Muskels wird als Sarkomer bezeichnet und ist definitionsge-
mif der Abstand zwischen zwei Z-Streifen (AUMULLER et al., 2017). Die zuvor beschriebenen Ein-
heiten entstehen im polarisierten Licht durch eine Doppelbrechung des Lichts an dicken Myosinfila-
menten (anisotrop, A-Streifen) sowie durch die Einfachbrechung des Lichtes an diinnen Aktinfilamen-
ten (isotrop, I-Streifen). Die darin liegende anisotrope Linie wird als Z-Streifen bezeichnet und ist Ort
der Quervernetzung der Aktinfilamente. Der helle Bereich innerhalb der A-Linie ist der H-Streifen,
welcher nur Myosinfilamente enthélt. Im restlichen Teil des I-Streifens iiberlappen sich Aktin- und My-
osinfilamente. Mittig im H-Streifen liegt der dunklere M-Streifen, der durch querverbundene Myosinfi-
lamente gebildet wird. Er beinhaltet Proteine, die die Muskelfilamente verbinden. Diese Beobachtungen

lassen sich elektronenmikroskopisch nachweisen (BEHRENDS et al., 2017; ULFIG, 2015).

Neben den morphologischen Charakteristika enthdlt das Sarkomer regulatorische Proteine wie Tropo-
myosin, Troponin und Titin. Titin befindet sich zwischen dem Z- und M-Streifen, dient der Elastizitét
und verhindert eine Uberdehnung des Sarkomers (BEHRENDS et al., 2017; ULFIG, 2015). Weitere
funktionswichtige Proteine sind Dystrophin und Spektrin, die fiir die Dehnbarkeit und Stabilitit der
Plasmamembran zustdndig sind (ULFIG, 2015).

Den bindegewebigen Anteil des Muskels bilden das Epi-, Peri- sowie Endomysium, durch die das Ge-
webe verschieblich bleibt. Es beinhaltet aulerdem Gefiae und Nerven (ULFIG, 2015). Das lockere
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Bindegewebe des Epimysiums (Tertidrbiindel) verbindet den Muskel mit der straffen duBeren Faszie
durch Septen, welche in den Muskel ziehen und ihn dort weiter in die sogenannten Sekundérbiindel
teilen. Diese Septen werden als Perimysium externum bezeichnet. Vom Sekundérbiindel ausgehend
strahlen weitere Septen, das Perimysium internum, in den Muskel ein und bilden die Primérbiindel. Das
Endomysium umhiillt die Muskelfaser direkt mit retikuliren Fasern (AUMULLER et al., 2017; ULFIG,
2015). Zur Befestigung des Muskels sind die Muskelfasern an Sehnen/Faszien befestigt, welche bei
maximaler Belastung Kréften von bis zu 1000kg standhalten konnen. Aufgrund dessen enthilt jede
Muskelfaser spezifische Molekiile, die als Integrine und Dystrophin- Glykoproteinkomplexe bezeichnet
werden. Diese verbinden den kontraktilen Apparat iiber das Sarkolemm mit der extrazelluldren Matrix

(JARVINEN et al., 2005).

2.1.2. Physiologie

Die Skelettmuskulatur gehort zur Willkiirmotorik und unterliegt der Aktivierung durch das somatische
Nervensystem. Ein efferenter Nerv versorgt {iber sein Axon die motorische Endplatte und damit eine
Muskelfaser. Acetylcholin dient als Neurotransmitter. Ein Axon kann mehrere dieser motorischen End-
platten versorgen. Letztere bestehen definitionsgemif aus dem Neuron mit Axon und allen dazugeho-
rigen Muskelfasern (AUMULLER et al., 2017).

Das Sarkolemm, seinerseits erregbar, leitet die an der postsynaptischen Membran der Muskelfaser ent-
standenen Aktionspotentiale weiter zu dem transversalen Tubulus-System (BEHRENDS et al., 2017).
Dieses entspricht einer Einfaltung des Sarkolemms und leitet die Erregung in das Innere der Faser. Das
longitudinale System dient dagegen als Speicher fiir Kalzium und entspricht dem sarkoplasmatischen

Retikulum. Beide Systeme ermoglichen die elektromechanische Kopplung (AUMULLER et al., 2017).

Eine ankommende Erregung fiihrt zur Freisetzung von Kalziumionen aus dem zuvor beschriebenen
Speicher der Muskelzelle. Es folgt die Spaltung von Adenosintriphosphat (ATP) {iber die Aktivierung
entsprechender Enzyme und die Konformationsidnderung der Regulatorproteine Troponin und Tropo-
myosin. Es kommt, der Filament-Gleit-Theorie folgend, zur Briickenbildung zwischen Aktin und My-
osin und daraufhin zu einem Ineinandergleiten von Aktin- zwischen Myosinfilamenten. Dies fiihrt iber

Verkiirzung der Faser zur Kontraktion (AUMULLER et al., 2017; ULFIG, 2015).

Die Skelettmuskulatur ldsst sich anhand funktioneller und physiologischer Gesichtspunkte in rote Hal-
temuskulatur und weiBe Bewegungsmuskulatur unterteilen (AUMULLER et al., 2017). Der in der hier
vorliegenden Arbeit untersuchte M. gastrocnemius zdhlt beispielsweise (bspw.) zur weillen Bewegungs-
muskulatur. Diese zeichnet sich durch schnelle, kurze und kraftvolle Bewegungen aus. Sie enthilt ver-
mehrt breitere Typ-II Fasern, weniger Mitochondrien und Myoglobin im Vergleich zur Haltemuskula-
tur. Die Typ-II Fasern bedienen sich vorwiegend eines glykolytischen Stoffwechsels. Muskeln der wei-

fen Bewegungsmuskulatur kdnnen in die anaerobe Stoffwechsellage libergehen. Die Gefaversorgung

4



pro motorischer Einheit ist vergleichsweise geringer. Aufgrund einer Neigung zur Atrophie bei Immo-

bilisation ist es ndtig, den Muskel regelmiBig zu kriftigen (AUMULLER et al., 2017; ULFIG, 2015).

Dariiber hinaus lassen sich Muskeln anhand ihrer Fasertypen in Slow-Fasern (Typ I) mit hohem oxida-
tivem Stoffwechsel und den bereits genannten Fast-Fasern (Typ II) unterteilen (AUMULLER et al.,
2017). Der M. gastrocnemius zdhlt zu den Schnellkraftmuskeln des Typ II und zeichnet sich dadurch
aus, dass er schnell zuckend, rasch ermiidbar ist und viele Mitochondrien enthilt (AUMULLER et al.,
2017). Typ II Fasern lassen sich weiter in Typ Ila und Typ IIb unterteilen. Typ Ila Fasern haben einen
héheren Myoglobin- und Mitochondriengehalt und besitzen die Féhigkeit zum glykolytischen oder oxi-
dativen Stoffwechsel. Thre Ermiidbarkeit 14sst sich zwischen die der Typ I und Typ IIb einordnen
(BEHRENDS et al., 2017).

2.1.3. Satellitenzellen

Zellkerne reifer Muskelfasern haben ihre Fahigkeit zur Zellteilung verloren. Als Zellvorrat dienen des-
halb Satellitenzellen, die zwischen Sarkolemm und Basalmembran liegen. Aufgrund ihrer Entstehung
durch das Zusammenschmelzen von Myoblasten, besitzen sie Stammzellpotenz und ruhen eng anlie-
gend an der Basalmembran (AUMULLER et al., 2017; LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019). Als Vor-
lauferzellen der Ontogenese behalten sie ihre Fahigkeit zur Teilung lebenslang bei und dienen der Re-
generation bei Atrophie oder Verletzung. Die Kapazitit zur Proliferation nimmt mit dem Alter ab. An-
zunehmen ist, dass sich die Phasen des Reparaturprozesses mit dem Alter verlangsamen und verschlech-
tern (AUMULLER et al., 2017; JARVINEN et al., 2005). Die Satellitenzellen begrenzen die Regenera-
tionsfahigkeit des quergestreiften Skelettmuskels (ULFIG, 2015).

Im Zuge von Mikrotraumata, Kontusionen sowie Arzneimittel induzierten Schiaden, kommt es zu seg-
mentalen Nekrosen mit Schadigungen im umschriebenen Bereich. Solche Schéaden fiihren nicht zu einer
Unterbrechung der Basalmembran, weshalb die Regeneration durch die Satellitenzellen innerhalb des
Basalmembranschlauches mdoglich ist. Nach einem vorausgegangenen Trauma wandern Neutrophile
und nachfolgend Makrophagen in den Lisionsort ein und rdumen entstandene Zelltrimmer ab. Dabei
sezernieren Makrophagen Zytokine, welche die Satellitenzellen zur Proliferation anregen. Bereits drei
Stunden post Trauma werden die Satellitenzellen an dem Lasionsort aktiviert, wobei das Maximum bei
circa (ca.) zwolf Stunden liegt (SRIKUEA et al., 2010). Wichtig ist die sequentielle, zeitlich abge-
stimmte Einwirkung von Wachstumsfaktoren und Zytokinen auf die Satellitenzellen (MULLER-
WOHLFAHRT et al., 2018). Beispielsweise aktivieren die Faktoren Fibroblast Growth Factor (FGF)
und Hepatocyte Growth Factor (HGF) sowie Insulin-like Growth Factor (IGF) -1 die Satellitenzellen.
IGF-1 induziert zudem die Proliferation der Satellitenzellen (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).
Nach abgeschlossener Aktivierung gehen die Satellitenzellen wieder in den ruhenden Zustand iiber

(LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019). Des Weiteren spielen die Faktoren IGF-2 und Transforming



Growth Factor B (TGF-P) eine Rolle. Letzteres reguliert die Myoblasten und hemmt die Proliferation
der Satellitenzellen (JARVINEN et al., 2005; MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018). Die durch die
Proliferation entstandenen Tochterzellen, die Myotuben, schlielen sich an intakte Muskelfasern an. Spa-

ter vereinigen sich diese auch lateral miteinander.

Mikroskopisch lassen sich kiirzlich reparierte Fasern an zentralisierten Zellkernen erkennen. Diese ver-
lagern sich spiter an das Sarkolemm (LULLMANN-RAUCH, ASAN, 2019). Bei unvollstindiger Fu-
sion entstehen verzweigte Fasern, die hyperplastisch erscheinen (AUMULLER et al., 2017). Bei starker
Gewebeschadigung wird das urspriingliche Gewebe durch Bindegewebe ausgetauscht und erscheint als
Narbe. Kleinere Schidden des Sarkolemms konnen unter Zuhilfenahme des Proteins Dysferlin mit Hilfe
von Vesikeln verschlossen werden (ULFIG, 2015). Hierbei werden lysosomale Vesikel temporér an der

zerstorten Plasmamembran integriert (JARVINEN et al., 2005).

2.2. Regeneration bei Muskelschidigung

2.2.1. Regeneration des Skelettmuskels
Ein direktes Trauma erstreckt sich liber den gesamten Querschnitt der einzelnen Faser und bewirkt ein
Rupturieren der Basalmembran sowie des Sarkolemms und die segmentale Degeneration von Sarkome-
ren mit daraus resultierendem Verlust des Membranpotentials (CARLSON, 1973). Im Gegensatz zu
Knochengewebe heilt Muskelgewebe nicht durch einen Regenerationsprozess, bei dem das neue Ge-
webe mit dem vorherigen identisch ist, sondern durch einen Reparaturprozess. Die Heilung folgt, unab-

hingig der zugrunde liegenden Ursache, einem konstanten Muster (JARVINEN et al., 2005).

Die Schiadigung des Muskels durch eine auf ihn einwirkende Kraft ldsst sich in zwei Phasen gliedern:
Die initiale Phase, hervorgerufen durch die urspriingliche Verletzung, und die sekundire Phase, die
durch Reaktionsprozesse gepragt ist. Bei der initialen Phase 10st die Verletzung bzw. die einwirkende
Kraft eine starke Dehnung der Sarkomere aus, die bis zum Riss der enthaltenen Filamente fiihren kann.
Ein erhohter Kalziumeinstrom 16st autodegenerative und proteolytische Reaktionen aus. Es kommt zum
Verlust der Faserarchitektur und Schiadigung intrazelluldrer Strukturen. Die durch die Lésion aus Mus-
kelfasern und Endothelzellen freigesetzten Zytokine und Wachstumsfaktoren initiieren die Diapedese
von Neutrophilen und Makrophagen (JARVINEN et al., 2005; MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).
Durch Sezernieren von Nicotinamidadenindinukleotid (NADPH)-Oxidase und Myeloperoxidase durch
Neutrophile werden freie Sauerstoffradikale erzeugt. Zum einen zerstoren die Radikale nekrotisches
Gewebe, zum anderen befeuern sie aber auch den Entziindungsprozess und schédigen gesunde Muskel-
fasern. Die Konzentration an freien Sauerstoffradikalen nimmt nach ungefahr fiinf Tagen ab (SOUZA,

GOTTFRIED, 2013).



2.2.1.1. Destruktionsphase

Die erste Phase erstreckt sich vom ersten bis ca. fiinften Tag post Trauma (HOTFIEL et al., 2016). Zu
Beginn rupturieren und nekrotisieren die Fasern. Es finden vor allem nekrotische Prozesse statt, wobei
Proteinasen auf die extrazelluldre Matrix (EZM) wirken. Falls im Zuge des Traumas Gefalle zerstort
wurden, bildet sich ein Himatom. Zunéchst ist die Basalmembran intakt und es befinden sich wenig
Phagozyten in der Muskelfaser (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018). Innerhalb von ein bis zwei
Tagen werden kapillarnahe Muskelfasern von Phagozyten infiltriert, das Sarkoplasma degeneriert und
wird von Phagozyten abgebaut. Areale, welche weit von der Blutversorgung entfernt lokalisiert sind,
nekrotisieren. Die Degeneration des Sarkoplasmas erfolgt ohne Phagozytose und dauert Tage bis Wo-
chen (CARLSON, 1973). Zu Beginn der Destruktionsphase {iberwiegen vor allem Neutrophile, wobei
nach zwei Tagen die Anzahl der phasentypischen Makrophagen-Subtypen steigt (CARLSON, 1973;
JARVINEN et al., 2005; MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).

Im Zuge des Traumas wandern Makrophagen aus Kapillaren oder dem Epi-/Perimysium ein. Die friih
eindringenden, proinflammatorischen M1-Makrophagen entfernen die durch das Trauma verursachten
Ablagerungen und exprimieren T-Helferzellen-1 (TH-1) Zytokine. Diese spielen eine wichtige Rolle
bei der Proliferation, Migration und Differenzierung von Satellitenzellen. Sie &hneln den Neutrophilen
und tragen zu Phagozytose und Entziindungsreaktion bei. AnschlieBend wandern die entziindungshem-
menden M2-Makrophagen ein, fordern die Gewebereparatur und mindern die Entziindungsreaktion. Sie
produzieren Wachstumsfaktoren und Zytokine. Makrophagen sind ab dem zweiten Tag post Trauma

vermehrt anzutreffen (SOUZA, GOTTFRIED, 2013; TIDBALL, 2011).

Des Weiteren werden proinflammatorische Zytokine und vasoaktive Substanzen von der Muskelfaser
selbst ausgeschiittet. Dadurch kommt es zur weiteren Aktivierung von Immunzellen, die ihrerseits die
Entziindungsreaktion durch Enzyme und Zytokine weiter unterhalten und durch ausgeschiittete Sauer-

stoffradikale lokal zusitzliche Strukturen schidigen (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).

2.2.1.2. Reparaturphase
Die Reparaturphase vereint die Phagozytose, Regeneration und Bildung der Bindegewebsnarbe sowie
das Kapillarwachstum im verletzten Bereich. Die vorab entstandene Briicke aus Bindegewebe wird sta-
bilisiert. Der Prozess erstreckt sich in etwa vom fiinften bis zehnten Tag nach Verletzung und iiber-
schneidet sich mit der Destruktionsphase (HOTFIEL et al., 2016; JARVINEN et al., 2005). Zeitgleich
zu einwandernden Phagozyten lassen sich Myoblasten zwischen Basalmembran und Muskelfaser er-
kennen. Das Maximum der Konzentration an Myoblasten liegt 48 bis 72 Stunden post Trauma. An-
schlieBend entstehen durch eine Fusion der Myoblasten die Myotuben, die sich mit dem unverletzten

Teil der beschidigten Muskelfasern verbinden (JARVINEN et al., 2005; MINAI, YELIN, 2022). Die



Qualitét, Struktur und Funktion des gesunden Muskels werden in dieser Phase jedoch noch nicht wie-

derhergestellt (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).

Bei der Regeneration der EZM spielt vor allem die Bildung von Kollagen eine wichtige Rolle. Dieses
weist in der Reparaturphase eine andere Zusammensetzung auf, welche anschlieBend in der Remodula-
tionsphase korrigiert wird und dann der des gesunden Muskels entspricht. Schon nach 48 Stunden wan-
dern Fibroblasten ein. Damit beginnt die Bildung der EZM vor der eigentlichen Regeneration der Fa-
sern. Dies dient dazu, eine mechanische Stabilitdt am Verletzungsort zu erzeugen. Das Gewebe weist
durch Regulatorproteine eine gute Kontraktilitdt auf, wodurch die Narbe verkleinert werden kann
(JARVINEN et al., 2005; MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018). Problematisch ist die iiberschieBende
Narbenbildung, welche diverse Regenerationsprozesse behindert und auch eine mechanische Barriere
im Regenerationsprozess darstellt. Ausgelost wird sie bspw. durch Einblutung, Entziindung und
schlechte Revaskularisierung oder Rerupturen der Fasern (JARVINEN et al., 2005; MULLER-
WOHLFAHRT et al., 2018).

Ein weiterer zentraler Prozess ist die Neoangiogenese, welche die Regeneration der Faser und Bildung
von Narbengewebe erst ermoglicht. Anzunehmen ist, dass diese Prozesse ab dem dritten bis neunten
Tag post Schadigung ablaufen. Das in der EZM gebildete Fibronektin aktiviert die Einwanderung von
Endothelzellen, welche zu einer Neovaskularisierung fithren kénnen (BENTZINGER et al., 2013;
JARVINEN et al., 2005). Ferner fordern frei gewordene Wachstumsfaktoren und Zytokine die Revas-
kularisierung, die in der Peripherie der Verletzung beginnt und nach zentral fortschreitet. Initial bedient
sich die verletzte Muskelfaser eines durch den Kapillar- und Mitochondrienuntergang bedingten anae-
roben Stoffwechsels. Durch die Revaskularisierung wird nun zunehmend ein aerober Stoffwechsel si-
chergestellt (JARVINEN et al., 2005). Ein ebenso wichtiger Prozess ist die Reinnervation. Zwar lauft
die Regeneration auch ohne nervale Innervation ab, jedoch sollte der Muskel reinnerviert werden, um

moglicher Muskelatrophie vorzubeugen (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).

2.2.1.3. Remodeling

In der sogenannten ,,Remodeling-Phase* finden die Kontraktion und Reorganisation des Narbengewe-
bes, die Reifung der regenerierten Fasern und somit das Wiedererlangen der Funktionsféhigkeit statt
(CALVlIetal., 2022; JARVINEN et al., 2005). Die regenerierten Fasern verbinden sich iiber eine End-
zu-End-Verbindung miteinander und bilden neue muskolotendinése Einheiten zwischen den Fasern aus
(HOTFIEL et al., 2016; JARVINEN et al., 2005). Ziel ist es, die Stabilitdt und Qualitit eines gesunden
Muskels zu erhalten, was oft erst nach Wochen erreicht wird (MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018).
Die beiden letzten Phasen der Reparatur und des Remodelings finden iiberlappend statt.



2.3. Posttraumatisches Odem

Klinisch lisst sich nach einem Trauma ein Odem nachweisen. Die Herausforderung hierbei ist, die A-
tiologie zu klassifizieren. Zu unterscheiden sind Himatome, Serome, postthrombotische sowie lym-

phostatische Odeme (HIRSCH, WAHL, 2017).

Pathophysiologisch entstehen Odeme durch ein Ungleichgewicht zwischen extravasaler Fliissigkeit so-
wie der Kapazitit zum Abtransport durch das Lymphsystem. Odeme sind Ansammlungen von hydro-
phoben Lipiden, Proteinen, Zellen und iiberschiissiger Gewebefliissigkeit, die nicht iiber das vendse
System abtransportiert werden konnen (FOLDI, 2015; KASSEROLLER, 1999). Der genaue Pathome-
chanismus des posttraumatischen Odems der unteren GliedmalBe ist weitgehend unbekannt. Im Unter-
schied zu chronisch-vendser oder lymphatischer Insuffizienz entwickelt es sich unmittelbar nach
Trauma. Posttraumatische Odeme entstehen nach Kontusion, postoperativ oder auch aufgrund von Frak-
turen mit mechanisch einwirkenden Kraften und kdnnen klinisch bei iiber 25% der Patienten nach

Trauma beobachtet werden (HIRSCH, WAHL, 2017).

Extravasale Fliissigkeit wird mittels blind endender Lymphkapillare resorbiert und mit Hilfe der Mus-
kelpumpe und Venenklappen abtransportiert. Die Lymphe gelangt anschlieBend tiber Prikollektoren
weiter liber Lymphkollektoren zum Ductus thoracicus sowie Ductus lymphaticus dexter. Als gemein-
same Endstation dient die V. cava superior. Bei einem Muskelschaden entfillt die Muskelpumpe, Blut-
gefiBle sowie Lymphsysteme sind geschidigt, das Gleichgewicht ist zerstort. Je nach Atiologie besitzt
die Odemfliissigkeit einen hohen Anteil an Proteinen und birgt langfristig die Gefahr der Fibrosierung
und Sklerosierung durch aktivierte Fibroblasten (HIRSCH, WAHL, 2017, KASSEROLLER, 1999;
WASKO et al., 2016).

Ist die Hauttemperatur erhoht und die Lésionsstelle druckdolent und gerétet, 1dsst sich am ehesten auf
eine entziindliche Genese schlieflen, die aus der Kombination von Gewebeschddigung sowie vendser
und lymphatischer Insuffizienz entsteht (MAJEWSKI-SCHRAGE, SNYDER, 2016; SZCZESNY,
OLSZEWSKI, 2003). Als Reaktion auf ein Trauma kommt es zur Hyperdamie. Es werden Zytokine und
Wachstumshormone, Immunglobuline, Komplement- und Gerinnungsfaktoren sowie hidmatopoetische
Zellen freigesetzt, die die interstitielle Odembildung bedingen und das Odem weiter unterhalten. Meist
sind posttraumatische Odeme mit Himatomen vergesellschaftet, befinden sich an der Lisionsstelle und
verheilen innerhalb von mehreren Wochen (HIRSCH, WAHL, 2017). Die Blutung als Akutreaktion auf
ein Trauma verursacht eine Storung der Himostase. Physiologisch reagiert der Organismus mit Vaso-
konstriktion und Aktivierung der Gerinnungskaskade. Nach Wiederherstellung der Hamostase beginnt

die Entziindungsreaktion mit Gefa3erweiterung und Anstieg der Permeabilitdt sowie Rekrutierung von



Leukozyten. Die Entziindungsmediatoren erhdhen die vaskuldre Permeabilitit. Die intravaskuldre Fliis-
sigkeit und zellulire Komponenten gelangen nach extravasal und bedingen das Odem, das durch das

Lymphsystem abtransportiert werden soll.

Das intramuskulidre Odem reduziert die Durchblutung und mindert aufgrund des erhohten Abstands
zwischen Kapillaren und Zellen die Sauerstoffversorgung (MAJEWSKI-SCHRAGE, SNYDER, 2016).
Die negative Beeinflussung der Hypoxie auf den Stoffwechsel hat einen zelluldren Verlust an Wasser
zur Folge, der das Odem zusitzlich mit intrazelluldrer Fliissigkeit speist. Als weitere Folge ist eine in-
terstitielle Druckerh6hung zu beobachten, der eine Vasokonstriktion der Kapillaren und damit verbun-
den ein gestorter Blutabfluss folgt (SZCZESNY, OLSZEWSKI, 2003). Die Schwellung verhindert eine
addquate Heilung und fordert das Entstehen von Infektionen (MAJEWSKI-SCHRAGE, SNYDER,
2016; THORDARSON et al., 1997). Anoxie und weiterer Zelltod sind die Konsequenz (MULLER-
WOHLFAHRT et al., 2018; THORSSON et al., 1998).

Therapeutisch kommt die Kompressionstherapie zum Einsatz, um das unmittelbar posttraumatische Ha-
matom zu minimieren. Zahlreiche Studien untersuchen die Wirkung von unterschiedlichen Medikamen-
ten. Bisweilen gibt es keine addquate medikamentdse Therapie (KASSEROLLER, 1999; SZCZESNY,
OLSZEWSKI, 2003; WASKO et al., 2016).

2.4. Regeneration bei Muskelkontusion im Tiermodell

Aufgrund der wenigen kontrollierten klinischen Studien zur Behandlung von Muskeltraumata, haben
Tierversuche zu Muskelkontusionen dazu beigetragen, den Heilungsprozess bei Kontusionsverletzun-
gen zu untersuchen. Dieser besteht aus Muskelreparatur, Regeneration und Bildung eines Narbengewe-

bes (ANDERSON et al., 2001; FORCINA et al., 2020; JARVINEN et al., 2005).

Im Tiermodell konnen vier histologische Zonen unterschieden werden: die zentrale Zone, die Regene-
rationszone, die Uberlebenszone sowie die den Schaden bedeckende, so genannte fibrose Kappe

(HURME et al., 1991).

Im Zuge einer Muskelkontusion wird die Kontinuitdt zwischen Muskeln und Bindegewebe unterbro-
chen. Das sich nach der Kontusion gebildete, zwischen der Liicke der sich kontrahierten Muskelfasern
befindliche Himatom formt eine Hohle im geschiadigten Muskel, welche mit Granulationsgewebe auf-
gefullt wird. Diese Vorginge finden in der zentralen Zone der Kontusionsstelle statt. Proximal und distal

wird die zentrale Zone von der sogenannten Regenerationszone begrenzt (HURME et al., 1991;
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JARVINEN, SORVARLI, 1975). In den ersten Tagen findet die Infiltration des Fibrins bzw. Himatom-
pfropfes durch Entziindungszellen statt. An Tag zwei enthélt die zentrale Zone bereits Fibrinstrange. Im
Verlauf des fiinften Tages entsteht Granulationsgewebe aus Fibroblasten und Desmin-positiven Zellen.
Neutrophile sind kaum mehr nachzuweisen (HURME et al., 1991). Die Zahl der Makrophagen hingegen
steigt. Die zentrale Zone wird schmaler, die Bindegewebsmatrix dicker und ab Tag sieben sind keine
Entziindungszellen, jedoch vermehrt Fibroblasten und Kollagen erkennbar. Die zuvor beschriebene Lii-

cke ist fast vollstdndig kontrahiert (HURME et al., 1991).

Die Regenerationszone entspricht dem unbeschadeten Muskelanteil, von welchem die Defektsanierung
ausgeht. Es entstehen Zylinder der Basallamina als Leitgeriist fiir die Satellitenzellen zur Generierung
neuer Muskelfasern. Die Zylinder der Basallamina enthalten Makrophagen, die an Tag zwei bereits fast
jegliche nekrotische Muskelanteile phagozytiert haben (HURME et al., 1991; JARVINEN et al., 2005).
Nach drei bis vier Tagen beginnen sich Myofibrillen zu generieren und fusionieren. Es werden muskel-
spezifische Proteine gebildet und die reife Muskelfaser mit peripheren Nuklei entsteht. Die Basallamina
bildet Zylinder, welche mit regenerierten Muskelzellen bis zur zentralen Zone aufgefiillt werden. Neue
Fasern lagern sich parallel an gesunde Fasern an. Nach etwa sieben Tagen hat sich eine neue Basalla-
mina konfiguriert und die Membranzylinder sind fast vollstindig mit neuen Fasern aufgefiillt. Von den

Myotuben ausgehend ragen Pseudopodien in das Granulationsgewebe (HURME et al., 1991).

Die Uberlebenszone enthilt den gesunden Anteil des Muskels und ist durch eine makrophagenfernhal-
tende Membran von den nekrotisierenden Teilen der Regenerationszone getrennt. Die Nekrosezone er-
streckt sich von Kontraktionsband zu Kontraktionsband. Diese dienen als ,,fire doors* und begrenzen
die Nekrosezone in ihrer Ausbreitung (HURME et al., 1991). Nach 14 Tagen hat sich eine frische Bin-
degewebsnarbe gebildet. Das Bindegewebe besitzt die gleiche Ausrichtung wie die unbeschadeten Mus-

kelfasern und eine deutlichere Querstreifung.

Im Tiermodell ist der Muskel nach ca. zwei Wochen weitestgehend geheilt. Bei jungen Mausen regene-
rieren sich Muskelfasern, Fibroblasten sowie Endothelzellen innerhalb von 21 Tagen. Es ist unklar, ob
oder inwiefern die Heilung im menschlichen Muskel abweicht. Oftmals wochenlang andauernde klini-
sche Symptome stiitzen die Annahme eines liangeren Heilungsprozesses (ALMEKINDERS, 1999;
HARDY et al., 2016).

Das Verstehen des Heilungsprozesses ermoglicht das Entwickeln neuer biologischer Ansitzen zur ver-
besserten Regeneration des Muskels nach Trauma sowie eine verbesserte Wiederherstellung der Funk-

tionalitat (BEINER, JOKL, 2001).
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2.5. Muskelkontusionsmodelle

Um ein Muskeltrauma zu etablieren, konnen verschiedene Modelle angewendet werden. Hierbei kom-
men neben der Muskelkontusion myotoxische Substanzen wie Notexin oder Cardiotoxin, Chemikalien
wie Bariumchlorid und physikalische Verfahren wie Frostverletzung, Denervierung oder Transplanta-

tion zum Einsatz (HARDY et al., 2016).

Haufig wird ein stumpfes, nicht durchdringendes Kontusionsmodell verwendet. Der Aufprall wird durch
ein Metallgewicht erzeugt, das durch ein Fithrungsrohr fallen gelassen wird. Die auf den Muskelbauch
einwirkende Gewichtskraft wird so iibertragen und freigesetzt (AMBROSIO et al., 2010; CRISCO et
al., 1996; PUNTEL et al., 2011; SOUZA, GOTTFRIED, 2013). Die einzelnen Studien, die ein Modell
mit stumpfem Aufprall verwendet haben, unterscheiden sich vor Allem in der Auswahl der Gewichte
sowie Grofen der zur Kontusion benutzten Massen. Es zeigte sich, dass eine flache Form des Kontusi-
onsgewichts eine gleichmafige, reproduzierbare Muskelverletzung erzeugt und das Gewicht gleichma-

Big auf die Aufprallfliche verteilt (SOUZA, GOTTFRIED, 2013).

Bei einem invasiveren Modell wird der zu untersuchende Muskelbauch chirurgisch freigelegt und an-
schlieBend gequetscht und so eine Verletzung erzeugt (GHALY, MARSH, 2010; SOUZA,
GOTTFRIED, 2013; WINKLER et al., 2011).

Entsprechend der Héufigkeit der Lokalisation beim Menschen, wurden die Kontusionen auf die untere
Extremitét der Tiere gesetzt, wobei der M. gastrocnemius am haufigsten verwendet wird (CRISCO et
al., 1996; JARVINEN et al., 2005; KARY, 2010; PUNTEL et al., 2011; RANTANEN et al., 1999; SHU
etal., 2012; SOUZA, GOTTFRIED, 2013; THORSSON et al., 1998). Grund hierfiir sind unter anderem
seine oberfldchliche Lage sowie die Zusammensetzung aus unterschiedlichen Fasertypen (SOUZA,

GOTTFRIED, 2013; ZIMOWSKA et al., 2009).

2.6. Muskelkontusionen

2.6.1. Allgemein
Die durch sportliche Aktivititen ausgeldsten Muskelverletzungen des Erwachsenen entstehen vor allem
durch Kontusionen sowie Zerrungen und Muskelrisse (RIEL, 2012). Verletzungen der Skelettmuskula-
tur machen 10-55% der Sportverletzungen im Leistungs- und Freizeitbereich aus. Von diesen sind mehr
als 90% aller sportbedingten Verletzungen Kontusionsverletzungen (HOTFIEL et al., 2016;
JARVINEN et al., 2005). Die haufigsten Verletzungen finden sich Nahe der Sehnenverbindungen. In
der Mehrzahl der Félle umfasst die betroffene Muskulatur die Adduktorengruppe, die ischiokrurale
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Muskulatur sowie den M. quadriceps femoris und M. gastrocnemius (HOTFIEL et al., 2016; PALERMI
etal., 2021).

Eine Kontusion ist die Folge einer stumpfen Gewalteinwirkung, ausgeldst durch Kontaktsportarten so-
wie Schlag- oder Hiebverletzungen, als auch durch Stiirze. Kontusionen weisen die beste Muskelrege-
nerationsrate unter den Muskelverletzungen auf (HENNE-BRUNS, BARTH, 2012; JARVINEN et al.,
2005). Bei der einwirkenden Kraft handelt es sich um eine schnelle Druckkraft (JARVINEN et al.,
2005). Typischerweise wird der Muskel durch die auftretende Kraft auf den darunter liegenden Knochen
gepresst (ANDERSON et al., 2001). Dariiber hinaus konnen Kontusionen auch durch einen durchdrin-
genden Schlag gegen einen Muskelbauch entstehen, was im Allgemeinen zu einem Hiamatom innerhalb
des Muskels fiihrt (ALMEKINDERS, 1999; KARY, 2010). Meist sind Kontusionen im Rahmen von
Sportverletzungen am Becken oder hiiftnah am Oberschenkel lokalisiert (RIEL, 2012).

Der Schweregrad der Verletzung héangt vom Aufprallort, der Aktivitdt des beteiligten Muskels, dem
Alter des Patienten und des Erschopfungsgrades des selbigen ab (BEINER, JOKL, 2001). Im Falle eines
entspannten Muskels befinden sich die Verletzungen knochennédher. Infolgedessen kann der Knochen
miteinbezogen werden und die Aufprallreaktion verstiarken. Kontrahierte Muskeln wirken dementspre-
chend als Schutzmechanismus (CRISCO et al., 1996; RIEL, 2012), da hier der Aufpralldruck durch die
einzelnen Schichten des Muskels abgefangen wird, bis der Muskel gegen die Oberflache des Knochens

komprimiert wird (JARVINEN et al., 2005).

2.6.2. Einteilung
Muskelverletzungen werden in direkte und indirekte Schdden eingeteilt. Unter diesem Aspekt werden
die Kontusionen zur direkten, akuten Verletzung gezahlt (RIEL, 2012). Es werden drei Grade der Mus-
kelverletzungen unterschieden: Der erste Grad beinhaltet die Zerrung/den Riss einer kleinen Anzahl von
Fasern, was funktionell kaum spiirbar ist. Die Faszie bleibt in diesem Zusammenhang intakt. Ganz im
Unterschied zum zweiten Grad, bei welchem die Faszie gerissen und eine Muskelliicke tastbar ist. Die
Funktion sowie die Kontraktionsfiahigkeit sind eingeschriankt. Der dritte Grad ist definiert durch einen
kompletten Riss und Funktionsverlust (JARVINEN et al., 2005; RIEL, 2012). Infolge des Traumas zer-
reiflen intramuskuldre Blutgefdfle und Lymphbahnen. Folglich entsteht entweder epi- oder subfaszial
bzw. intra- oder intermuskulér aber auch subperiostal und subkutan ein Himatom oder/und Schwellun-
gen. Der Grad der Muskelverletzung bestimmt das klinische Bild maBgeblich (JARVINEN et al., 2005;
MULLER-WOHLFAHRT et al., 2018). Bei einem intramuskuliren Himatom kommt es zur Extravasa-
tion des Blutes innerhalb einer intakten Muskelfaszie und infolgedessen zu einem erhohten intramusku-
laren Druck. Dieser komprimiert und begrenzt das Himatom. Im Gegensatz dazu entsteht bei gerissener
Faszie ein intermuskuldres Hamatom, wobei sich das Blut iiber die gesamte Flache ausbreiten kann. Es

kommt zu keiner signifikanten intramuskuldren Druckerhhung (JARVINEN et al., 2005). Im Rahmen

13



von Hiamatomen entstandene, schwerwiegende Folgen wéren bspw. Nervenkompressionen und dadurch

bedingt weitere Funktionsausfdalle (ANDERSON et al., 2001).

2.6.3. Symptome
Die Symptome sind unterschiedlich und unspezifisch. Allgemein entstehen bewegungsabhingige
Schmerzen und Einschriankungen im Bewegungsausmall (JARVINEN et al., 2005). Himatome fiihren
zu Druckempfindlichkeit, Muskelkrimpfen und Nervenkompressionen (MULLER-WOHLFAHRT et
al., 2018).

2.6.4. Diagnostik

Diagnostische Mittel sind neben der Anamnese und klinischen Untersuchung mit Kontraktionspriifung
heutzutage vor allem neuere Methoden wie Ultraschall und Kernspintomographie, die zunehmend an
Bedeutung gewinnen. Sie ermdglichen das Abschitzen des Ausmalies der Verletzung und konnen die
Verletzungsstelle gegen andere Strukturen abgrenzen (ANDERSON et al., 2001; BEINER, JOKL,
2001; RIEL, 2012). In der Regel ist bei den meisten Verletzungen eine klinische Untersuchung ausrei-
chend. Ist eine genauere Charakterisierung notwendig, kommt die Sonographie zum Einsatz. Sie ermog-
licht das Darstellen und Abschédtzen von Himatomen sowie das Erkennen von Rupturen, Fibrosen und
einer Myositis ossificans. Zur Diagnose eines Himatoms liegt der optimale Zeitpunkt der Untersuchung
zwischen zwei bis 48 Stunden. Zuvor ist die Bildung eines Himatoms nicht moglich und nach 48 Stun-
den breitet sich das Himatom des Muskels aus (PEETRONS, 2002). Bei deutlicher Diskrepanz zwi-
schen Symptomen und Diagnostik oder bei Verletzungen in Ndhe der Leistengegend wird hiufig die
weiterfiihrende Diagnostik mittels Magnetresonanztomographie (MRT) genutzt. Hierdurch kdnnen Hé-
matome, Odeme und Lisionen sehr sensitiv diagnostiziert werden (HOTFIEL et al., 2016; JARVINEN
et al., 2005).

2.6.5. Therapie der Kontusion
Der Grofteil behandlungsbediirftiger Muskelkontusionen wird konservativ therapiert. Operationsindi-
kationen bestehen selten und sind meist bei offenen Verletzungen oder gro3en Muskelbiindelrissen in-
diziert (ANDERSON et al., 2001; JARVINEN et al., 2005; RIEL, 2012).
Ziele der konservativen Therapie sind neben Schmerzbekdmpfung, Blutstillung und Entziindungshem-
mung die Beseitigung des Bewegungsverlustes sowie die Verbesserung der Kraft, Flexibilitit, Ausdauer

und Kondition bis zur Wiederaufnahme des Sports oder alltdglichen Belastungen (RIEL, 2012).
Die initiale Behandlung einer Kontusion richtet sich nach dem allgemeinen ,,RICE Prinzip®: ,,Rest, Ice,

Compression, Elevation®“ (DRAPER et al., 2020; JARVINEN et al., 2005). Allerdings fehlen grof3e

prospektiv randomisierte Studien, die eine Wirksamkeit des RICE-Schemas belegen. Es herrscht auch
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Uneinigkeit zwischen den Autoren beziiglich Immobilisation oder Mobilisation in der Frithphase nach
Verletzung (HOTFIEL et al., 2016).

Die frilhe Anwendung einer Kryotherapie fiihrt zu einer signifikanten Reduktion des Himatoms sowie
geringerer Entziindung und beschleunigter Regeneration. Das Anheben der verletzten Extremitét {iber
Herzniveau dient der Verringerung des hydrostatischen Drucks und damit einer Verringerung von in-
terstitieller Fliissigkeit (JARVINEN et al., 2005). Eine Kompression des verletzten Muskels wirkt eben-
falls gegen die Bildung eines Himatoms und die damit einhergehende Schwellung. Gehhilfen und Tape-
Verbiande zur Entlastung sowie eine kurze, frithzeitige Immobilisation stellen eine weitere Therapieop-
tion dar (ANDERSON et al., 2001; RIEL, 2012). Letztere fiihrt zu einem schnelleren und intensiveren
Einwachsen von Kapillaren im Bereich des verletzten Muskels, was wiederum zu einer verbesserten
Heilung und Regeneration fiihrt. Weiter wurde gezeigt, dass ein ruhig gestellter Muskel eine geringere
Bindegewebsnarbe aufweist, wodurch das Eindringen von Muskelfasern weniger behindert wird und
sich die Muskelstiimpfe weniger weit zuriickziehen. AuBlerdem tritt eine geringere Anzahl an Reruptu-
ren auf, da die Immobilisierung das Granulationsgewebe mit mehr Zugfestigkeit versorgt. Jedoch sollte
die Dauer der Ruhephasen kurz gehalten werden, da eine aktive Mobilisierung eine schnellere Riickkehr
der biomechanischen Stirke auf das Niveau des unverletzten Muskels erzielt. Daneben fiihrt eine zu
lange Immobilisation zur Muskelatrophie der gesunden Muskelfasern und sollte sich daher nur auf die

akute Phase in den ersten Tagen nach der Verletzung beschranken (JARVINEN et al., 2005).

Die aktive Mobilisierung sollte in den ersten drei bis sieben Tagen nach der Verletzung zunéchst vor-
sichtig begonnen werden, um zu verhindern, dass der verletzte Muskel sich zu sehr dehnt und die hei-
lenden Muskelfasern auseinanderzieht (JARVINEN et al., 2005). Nach dieser sogenannten relativen
Immobilisierung sollte die Riickkehr zur vollen Aktivitit innerhalb der individuellen Schmerzgrenzen
des Patienten stattfinden. Der optimale Zeitpunkt ist, sobald der normale Kraft- und Bewegungsumfang
zuriickerlangt wurden. Die durchschnittliche Dauer bis zum Erreichen dieses Fortschrittes betrigt drei
Wochen (ANDERSON et al., 2001). Das Training wird bei Schmerzfreiheit des Patienten langsam ge-
steigert und zunichst ohne, spiter mit Last, begonnen. Ubungen sollten im zuvor durch Wirme ent-

spannten und gedehnten Muskel durchgefiihrt werden (JARVINEN et al., 2005).

Medikament6s dienen hdufig Antiphlogistika und Analgetika als Mittel der Wahl (RIEL, 2012). Unter
anderem wurde experimentell gezeigt, dass Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) in der
frithen Phase der Heilung zu einer Abnahme der Entziindungsreaktion fiihren, ohne den Heilungspro-
zess, die Muskelfaserregeneration oder die Satellitenzellen negativ zu beeintrdchtigen. Die Zugfestigkeit
und Kontraktionsfahigkeit werden unter der Therapie nicht eingeschrinkt. Die Behandlung sollte sich
allerdings nur auf die frithe Phase beziehen, da sie sonst die Regeneration verringert (JARVINEN et al.,

2005; THORSSON et al., 1998). Im Rahmen der medikamentds bedingten Schmerzlinderung besteht
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die Gefahr, dass der Patient seine Belastung zu friih steigert, wodurch Rerupturen entstehen (HOTFIEL
et al., 2016).

Umgekehrt scheinen Kortikosteroide die Eliminierung des Himatoms sowie des nekrotischen Gewebes
zu verzogern. Abgesehen davon sei zu erwihnen, dass die Kortikosteroidbehandlung die biomechani-
sche Kraft zu verringern scheint (HOTFIEL et al., 2016; JARVINEN et al., 2005). Studien, in denen ein
anaboles Steroid verwendet wurde, zeigten, dass bei langfristiger Therapie leistungsféhigere Versuchs-
tiere im Vergleich zur Kontrolltieren beobachtet wurden. Bei kurzzeitiger Therapie mit Kortikosteroiden
zeigte sich ein positiver Effekt, jedoch wird langfristig die normale Muskelregenerationskaskade im

Tiermodell gehemmt (BEINER et al., 1999).

Hochfrequenter Ultraschall (0,8-3 MHz) wies in experimentellen Studien einen positiven Effekt auf
Schmerzlinderung, Perfusion, Inflammation und die Proliferationsphase, jedoch keinen positiven mus-
kelheilungsfordernden Effekt auf (HOTFIEL et al., 2016; JARVINEN et al., 2005). Die hyperbare
Sauerstofftherapie verursachte experimentell eine Beschleunigung in der Muskelregeneration, vor-
nehmlich in der frithen Phase (JARVINEN et al., 2005). Die Therapie mit reaktiven Sauerstoffspezies
erhohte die Bildung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Hormonen. Unter anderem waren die Kol-

lagenbildung, Angiogenese und die Zahl an Satellitenzellen erhoht (YAMAMOTO et al., 2020).

Auch wenn die Behandlung von Muskelverletzungen zu guten funktionellen Ergebnissen fiihrt, kdnnen
die Folgen einer fehlgeschlagenen Therapie dramatisch sein und einen wochen- oder monatelangen
Ausfall des Patienten in seinen gewohnten Aktivitdten bedingen (JARVINEN et al., 2005). In diesem
Sinne ist es ndtig, die Behandlungsoptionen stets zu optimieren. Eine friihe Diagnosestellung sowie eine
adédquate Therapie und ein idealer Zeitpunkt der Aufnahme der gewohnten sportlichen Betétigung sind

Voraussetzung flir einen bestmdglichen und unkomplizierten Heilungsprozess (HOTFIEL et al., 2016).

Jingste Versuche zur Beschleunigung und Verbesserung der Muskelheilung beinhalten den Gebrauch
von Wachstumsfaktoren, Gentherapie und Stammzelltherapie. Als eine weitere Therapieform werden
Punktionen am Verletzungsort eingesetzt. Angewandt werden sie, um Himatome zu entlasten. In glei-
cher Art und Weise konnen so auch Medikamente unterstiitzend injiziert werden. Neben Glukokortikoi-
den kommen weitere Substanzen wie Patelet-Rich-Plasma, Actovegin oder Traumeel S® (Traumeel)

zum Einsatz.

Die Anwendung von Platelet-Rich-Plasma wurde in vielen Studien untersucht und kommt zunehmend
klinisch zum Einsatz (ARUMUGAM et al., 2021; DALEY et al., 2021; WU et al., 2021). Die Throm-
bozyten des Platelet-Rich-Plasma werden autolog mittels Zentrifugation aus dem Blut des Patienten

extrahiert und dem Patienten injiziert (ARUMUGAM et al., 2021; MORAES et al., 2013). Durch die
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Wachstumsfaktoren aus den alpha-Granula der Thrombozyten sollen die Heilungsprozesse des Muskels
gesteigert und unter anderem die Mitogenese und Angiogenese gefordert werden (DOS SANTOS et al.,
2021; HUSSAIN etal., 2017, MARTINS et al., 2016; MORAES et al., 2013). Die Platelet-Rich-Plasma-
Therapie moduliert oxidativen Schaden im Skelettmuskel (MARTINS et al., 2016). So kann mittels
Platelet-Rich-Plasma-Injektion die Riickkehr zum Sport nach Muskelzerrung verkiirzt und die Rezidiv-

rate gesenkt werden (ARUMUGAM et al., 2021; TRUNZ et al., 2022).

Actovegin wird aus dem Blut von Kélbern gewonnen und anschlieBend deproteiniert. Es handelt sich
dabei um ein Ultrafiltrat. Aufgrund der gegenwirtig fehlenden Datenlage konnen noch keine Aussagen
beziiglich der Wirksamkeit, des Pathomechanismus und der Wirkung auf die Regeneration getroffen

werden (HOTFIEL et al., 2016).

2.7 Traumeel S®

2.7.1. Allgemein

Einen weiteren Wirkstoff, welcher intramuskuldr injiziert werden kann, stellt Traumeel S® (Heel
GmbH, Baden-Baden, Deutschland) dar. Das Priparat zihlt zu den homdoopathischen Heilmitteln
(GRECH, 2018; MCCAFFREY et al., 2007), ist allerdings in seiner Wirkungsweise bis dato nur in
einzelnen Studien untersucht. Somit kdnnen bis zum heutigen Tag keine konkreten Aussagen iiber den
Wirkmechanismus getroffen werden (POROZOV et al., 2004).

Dem Medikament werden eine Schmerzlinderung und eine Reduktion der Inflammation bei akuten Ver-
letzungen zugeschrieben. Hierbei wurde das Medikament hinsichtlich der Wirksamkeit mit NSAIDs
verglichen (EHLERT, MAJJHOO, 2019; SCHNEIDER, 2011).

Traumeel S® kann als Tabletten, Tropfen, Injektionslésungen, Salben oder Gel appliziert werden
(GRECH, 2018; SCHNEIDER, 2011). In der hier vorliegenden Arbeit wurden Injektionsldsungen ver-

wendet.
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2.7.2. Inhaltsstoffe

Die Inhaltsstoffe des Kombinationspriparates sind biologischen, pflanzlichen und mineralischen Ur-

sprungs und werden seit Jahren therapeutisch verwendet und setzen sich wie folgt zusammen:

Inhaltsstoff Konzentration pro 2,2ml Ampulle
Achillea millefolium (Schafgarbe) 0,0022uL
Aconitum napellus (Blauer Eisenhut) 0,0132uL
Arnica montana (Bergwohlverleih) 0,022uL
Atropa belladonna (schwarze Tollkirsche) 0,022pL
Bellis perennis (Génsebliimchen) 0,011uL
Calendula officinalis (Ringelblume) 0,022pL
Matricaria recuita (Echte Kamille) 0,0022uL.
Echinacea angustifolia (Sonnenhut) 0,0055uL
Echinacea purpurea (Purpur-Sonnenhut) 0,0055uL
Hamamelis virginiana (Virginische Zaubernuss) 0,022pL
Calcium sulphide (Calciumsulfid) 0,0000022pL
Hypericum perforatum (Echtes Johanniskraut) 0,0066uL
Mercurius solubilis Hahnemanni 0,000001puL
Symphytum officinale (echter Beinwell) 0,0000022pL
Hilfsstoffe 0,9% NaCl

Tab. 1: Inhaltsstsoffe Traumeel Copyright © Biologische Heilmittel Heel GmbH (GRECH, 2018; SCHNEIDER, 2011)

2.7.3. Nebenwirkung

Nebenwirkungen wie erhohter Speichelfluss sowie allergische Reaktionen bis hin zum anaphylaktischen
Schock sind bekannt. Dies sei vor allem den Inhaltsstoffen Mercurius solubilis, Echinacea, und Arnica
geschuldet (HEEL GMBH, 2016). Nebenwirkungen treten mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,0035%
auf und zeigen sich fast ausschlieBlich nach der Verwendung von Injektionen. Es kénnen Schmerzen,
Schwellung und Rétung an der Injektionsstelle auftreten (SINGER et al., 2010). Des Weiteren wird auf
eine ,,Erstverschlimmerung® im Zuge der Anwendung homoopathischer Mittel hingewiesen (HEEL
GMBH, 2016). Kontraindikationen der Anwendung sind Allergien gegen Inhaltsstoffe sowie Erkran-
kungen wie Tuberkulose, Kollagenosen, Multiple Sklerose, AIDS-Erkrankungen, HIV und Autoim-
munerkrankungen (HEEL GMBH, 2016).
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2.8. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, die Wirkung von Traumeel S® bei Muskelkontusionen im tier-

experimentellen, murinen Modell zu untersuchen.

2.9. Fragestellung

Bislang ist nicht bekannt, wie Traumeel speziell nach einer Muskelkontusion in-vivo wirkt und in wel-

cher Weise die Heilung beeinflusst wird.
Die Nullhypothese lautet:

»Die Heilung des Muskels der Maus nach Kontusion zeigt nach Injektion von Traumeel (Verum)

keinen Unterschied gegeniiber der Heilung ohne Traumeel (Kontrolle).
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3. Material und Methoden

Alle Tierversuche wurden im Institut fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitit des Saar-
landes durchgefiihrt. Die Experimente erfolgten unter standardisierten Bedingungen. Hierbei wurde sich
streng an die Vorgaben des deutschen Tierschutzgesetzes geméfl §10 gehalten. Die Genehmigung er-
teilte das Landesamt fiir Gesundheit und Verbraucherschutz (Lebensmittel und Veterindrmedizin, Kon-

rad-Zusestralie 11, 66115 Saarbriicken). Die Versuchsnummer der Studie lautete 37/2017.

3.1 Versuchsprotokoll

Die Arbeit umfasste insgesamt die Untersuchung von 60 Versuchstieren. Eine Gruppe von n=12 Méusen
wurde zuféllig in Kontroll- und Interventionsgruppe eingeteilt und direkt am Tag des Traumas (d=0)
getdtet und histologisch untersucht. Weitere 48 Tiere wurden ebenfalls zufdllig einer Kontrollgruppe
und einer Experimentalgruppe mit jeweils n=24 M&usen zugeteilt. Die Standzeiten dieser Méuse betru-
gen einen Tag, drei Tage, sieben Tage und 14 Tage. Entsprechend der Standzeit wurden die Miuse der
Versuchs- und Kontrollgruppe in Untergruppen mit je n=6 Mausen eingeteilt. Die Versuchsgruppe er-
hielt am Tag des Traumas (d=0) intramuskuldr eine Injektion mit 3pL. Traumeel in den linken M. gast-
rocnemius. Entsprechend wurde die Kontrollgruppe mit 3uL. 0,9% NaCl behandelt. Jeweils n=6 Tiere
der Traumeel- und Kontroll-Gruppe wurden entsprechend ihrer Standzeit entweder an Tag eins, drei,

sieben oder 14 euthanasiert und der Muskel fiir die histologische Untersuchung entnommen (Abbildung

1.

Zur Gewohnung der Tiere an das CatWalk® XT (Noldus Information Technology, Wageningen, NL)
System fand an Tag d= -2 das Training statt.

Am Tag vor dem Trauma (d=-1 in der Abbildung 1) erfolgte erneut die Analyse des Gangbilds durch
das CatWalk® XT (Noldus Information Technology, Wageningen, NL) und die Gewichtskontrolle. Die
Daten von d=-1 wurden fiir die Auswertung verwendet und spiegeln das praoperative, physiologische

Gangbild der Miuse wider.
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e CatWalk XT (Training)
d 2 ¢ Gewichtskontrolle

e CatWalk XT (pratraumatischer Ausgangswert)
¢ Gewichtskontrolle
d' 1 * Analgesie Uber sieben Tage

e pra- und posttraumatrische Umfangsmessung

e Kontusion

e Tétung der Tiere mit einer Standzeit von d=0

¢ Explantation des Muskels fiir die Histologie der Tiere mit Standzeit d=0
dO ¢ Sonographie

e MRT

¢ Medikamenteninjektion

e Umfangsmessung nach Injektion

e CatWalk XT (posttraumatischer Wert)
e Gewichtskontrolle

d 1 » Kontrolltag der Tiere mit Standzeit d=1 (Sonographie, MRT, Umfangsmessung,
Totung, Explantation des Muskels)

¢ Gewichtskontrolle

¢ Kontrolltag der Tiere mit Standzeit d=3 (Catwalk XT, Sonographie, MRT,
d 3 Umfangsmessung, Tétung, Explantation des Muskels)

* Gewichtskontrolle

* Kontrolltag der Tiere mit Standzeit d=7 (Catwalk XT, Sonographie, MRT,
d 7 Umfangsmessung, Totung, Explantation des Muskels)

* Gewichtskontrolle

* Kontrolltag der Tiere mit Standzeit d=14 (Catwalk XT, Sonographie, MRT,
d 14 Umfangsmessung, Totung, Explantation des Muskels)

Abb.1 Versuchsprotokoll
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3.1.1. Tierhaltung

Als Versuchstiere dienten ausgewachsene C57BL/6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl Mause mit einem durch-
schnittlichen Korpergewicht von 26,72+ 0,49g und einem mittleren Alter von 10,46+ 0,67 Monaten aus
der eigenen Zucht des Institutes fiir Klinisch-Experimentelle Chirurgie (Universitiat des Saarlandes,
Homburg/Saar, Deutschland). Ab Beginn der Versuche wurden die Tiere in Kéfigen bis zu n=3 Tieren
gehalten. Die Tierhaltung erfolgte bei einer Lufttemperatur von 22-24 °C und einer relativen Luftfeuchte
von 60%. Die Tiere hatten einen zwolf-stiindigen Tag-/Nachtrhythmus und stets freien Zugang zu Fut-
terpellets (Altromin, Lage, Deutschland) als Standardlaborfutter sowie Trinkwasser ad libitum. Allge-

meinzustand, Verhalten und Korpergewicht wurden wahrend der Versuchsreihe stiandig {iberwacht.

3.1.2. Intervention

3.1.2.1. Vorbereitung
Am Tag des Traumas (d=0 in Abbildung 1) wurde die linke Extremitit der Mause iiber das Kontusions-
feld hinaus vom Unterschenkel {iber den Oberschenkel bis zur Inguinalregion mit einer elektrischen
Schermaschine fiir Tiere (Isis GT420, Aesculap AG, Tuttlingen, Deutschland) rasiert und anschlie3end
die {ibrige Behaarung mittels chemischer Depilation mit asid®-med Enthaarungscreme (ASID BONZ
GmbH, Herrenberg, Deutschland) entfernt. Die Enthaarungscreme wurde nach zweimaligem Auftragen
unter Zuhilfenahme von lauwarmem Wasser entfernt und das Operationsfeld anschliefend getrocknet.
So wurden optimale Bedingungen fiir die Sonographie, aber auch MRT- und Umfangsuntersuchungen
geschaffen. Wahrenddessen wurde ein Warmeverlust der Tiere durch das Bestrahlen mit Hilfe einer
Warmelampe (Sanitas, Hans Dinslage GmbH, Uttenweiler, Deutschland) verhindert. Das Entfernen der
Behaarung fand unter Kurznarkose mit dem volatilen Anisthetikum Isofluran (Baxter Deutschland

GmbH, Unterschleifheim, Deutschland) statt.

3.1.2.2. Anésthesie

Die Tiere befanden sich bis zum Eintreten der volligen Bewusstlosigkeit fiir etwa 60 Sekunden in einer
Narkosebox mit Warmeunterlage (ThermoLux®, Witte+Sutor GmbH, Murrhardt, Deutschland). Uber
einen Verdampfer (Vapor 19.3, Driagerwerk AG, Liibeck, Deutschland) flossen zur Einleitung 3,0-4,0%
Isofluran mit einem Sauerstofffluss von 61/min in die Box. Zur Aufrechterhaltung der Narkose wéhrend
der Kontusion und den Untersuchungen wurde mittels einer Maske eine Mischung aus 1,0-2,0% Isoflu-
ran und 98-99% reinem Sauerstoff mit einer Flussrate von 1,01/min verwendet. Die Konzentration des
Isoflurans wurde auf die Atemfrequenz der Tiere abgestimmt, welche zwischen 25-40 Atemziigen/min

lag.
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Um die Augen der Miuse vor dem Austrocknen zu schiitzen, wurde wahrend der Narkose eine feuch-
tigkeitsspendende Dexapanthenol-Salbe (Bepanthen® Augen-und Nasensalbe, Bayer Vital GmbH) auf
die Hornhaut aufgetragen. Bereits kurz nach der Narkose konnten die Mause wieder laufen, fressen und

trinken und zeigten keine Verdnderung in ihrem Schlaf-, Fress- und Putzverhalten.

Die beschriebene Isofluran-Narkose wurde bei samtlichen Interventionen (MRT, Sonographie, Kontu-
sion, Injektion) zur Anédsthesie verwendet, immer unter Zuhilfenahme der Infrarot-Wérmelampe und
Augensalbe. AuBerdem erfolgte die kontinuierliche Analgesie durch die Gabe von 200mg/200ml (0,4-
Img/ml) Tramadolhydrochlorid-Tropfen (Tramal® 2,5mg/100ml, Griinethal GmbH, Aachen, Deutsch-
land). Die Gabe von Tramadol (Opioid) wurde {iber sieben Tage postoperativ fortgefiihrt. Die Applika-

tion erfolgte iiber die Gabe des Trinkwassers.

3.1.2.3. Kontusion

Nach erfolgreicher Umfangsmessung wurde die Maus fiir die anstehende Kontusionsverletzung vorbe-
reitet. Die Maus lag auf dem eigens fiir die Versuchsreihe konstruierten Modell zur Erzeugung einer
Kontusion (siehe Abbildung 3). Die linke untere Extremitit der Maus wurde wie bei der Umfangsmes-
sung positioniert und unter den Fiihrungsstab aus Plexiglas platziert (siche Abbildung 4). Mit Hilfe von
Fixierpflaster wurde ein Verrutschen des Hinterlaufes durch den Aufprall verhindert. Die Offnung des
Fiithrungsstabes lag auf dem linken M. gastrocnemius, sodass das Gewicht exakt auf den zu untersu-
chenden Muskel fiel (siche Abbildung 3 und 4). Das Gewicht wurde angehoben und ragte iiber den
Fiihrungsstab. Die Fallhohe betrug 15¢cm und das Gewicht wog 32g. Nach Kontrolle des vollstindig
erloschenen Zwischenzehenreflexes und der Vergewisserung einer gleichméafBigen und flachen Atmung
als Zeichen eines optimalen Narkosestadiums, wurde das Gewicht fallen gelassen und so bei jeder Maus
eine gezielte Kontusion des M. gastrocnemius erzeugt. AnschlieBend wurde die Integritit der Haut kon-

trolliert. Immer noch narkotisiert, wurde nach der Kontusion eine Umfangsmessung durchgefiihrt.
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ADb. 3: Gerit zur Erzeugung einer Kontusion Abb. 4: Position der Maus unter dem Fiihrungsstab und Narkosemaske

des Skelettmuskels

Nach der Erzeugung der Muskelkontusion erfolgte die Untersuchung des Muskels mittels hochauflo-
sendem Ultraschallsystem und Magnetresonanztomographen. Die Untersuchungen fanden in Isofluran-
Anisthesie unter Kontrolle der Herz- und Atemfrequenz statt. Ein Warmeverlust wurde durch Warme-
unterlagen verhindert. Die Maus wurde mit Hilfe von Fixierpflaster (Leukotape classic ®, BSN Medical,
Hamburg, Deutschland) befestigt. Wéahrend der sonographischen Untersuchung wurde die Korpertem-

peratur rektal gemessen und konstant zwischen 36,5-38°C gehalten.

3.1.2.4. Injektionsbehandlung
Nach der Diagnostik mittels MRT und Sonographie erfolgte bei n=24 Tieren eine einmalige Injektion
mit 3ulL Traumeel S® (Heel GmbH, Baden-Baden, Deutschland) intramuskulér in das Kontusionsfeld
(siche Abbildung 5 und 6). Entsprechend erfolgte bei der Kontrollgruppe mit n=24 gleichsam eine In-
jektion mit 3uL. NaCl 0,9% (B.Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland). Die Tiere waren wie
bei der Erzeugung der Kontusion positioniert. Die Injektion erfolgte mit Hilfe einer 10uL Spritze (Ha-
milton™ 80343, Deutschland) und einer Einmalkaniile (Sterican®, B.Braun Melsungen

AG,Melsungen, Deutschland) in den linken M. gastrocnemius.
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Abb. 5: Himatom nach Kontusion verhindert die ADbb. 6: Injektion in den M. gastrocnemius
Perfusion

Anschlieend wurde erneut der Beinumfang gemessen. Danach wurden die Miuse in ihre Kéfige zu-
riickgelegt. Um ein postoperatives Auskiihlen zu verhindern, wurden die Tiere mit einer Warmelampe
(Sanitas, Hans Dinslage GmbH, Uttenweiler, Deutschland) bestrahlt und erst nach Beendigung der Auf-

wachphase in die Versuchstierhaltung zuriickgebracht.

3.1.2.5. Postoperative Kontrolle
Am ersten postoperativen Tag fand eine weitere Ganganalyse mittels CatWalk® XT (Noldus Informa-
tion Technology, Wageningen, NL) und Gewichtskontrolle fiir alle n=48 Tiere statt. Diese zeichnet das
Gangbild der Miuse post Trauma auf. Die Tiere, die der Gruppe mit einer Standzeit von einem Tag
zugeordnet waren, hatten an d=1 gleichzeitig ihren Kontrolltag und erhielten weitere Untersuchungen.
Die Gruppengrofle umfasste n=6 Tiere fiir die Traumeel-Gruppe und n=6 fiir die Kontrollgruppe. Alle
weiteren Tiere (je n=6) hatten entweder eine Standzeit von drei, sieben oder 14 Tagen und ihren Kon-
trolltag am entsprechenden Tag. Im Zuge des gewihlten Untersuchungszeitpunktes (d=1, d=3, d=7 oder
d=14) fand eine Ganganalyse, eine Sonographie- und MRT-Untersuchung sowie eine Umfangsmessung
statt. Am Ende des jeweiligen Kontrolltages wurden die Méuse getdtet und anschlieBend der traumati-

sierte Muskel fiir die histologische Untersuchung entnommen.
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3.1.3. Totung der Tiere
Entsprechend der Gruppenzuteilung wurden die Tiere euthanasiert, um den M. gastrocnemius weiter zu
untersuchen. Alle Tiere wurden mittels CO,—Inhalation in der Inhalationskammer und anschlieendem

Genickbruch getotet.

3.1.4. Priparation des M. gastrocnemius
Zur weiteren histologischen Untersuchung wurden sowohl der untersuchte linke M. gastrocnemius als
auch der gesunde kontralaterale M. gastrocnemius explantiert. Nach der Tétung wurden beide unteren
Extremitdten zur Vorbereitung auf die Praparation mittels elektrischen Tierscherers (Isis GT420, Aes-
culap AG, Tuttlingen, Deutschland) rasiert und anschlieBend die iibrige Behaarung mit Hilfe von asid®-
med Enthaarungscreme (ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) entfernt. Nach griindlicher
Reinigung mit isotoner NaCl-Losung (Isotone Kochsalz-Losung 0,9%, B.Braun Melsungen AG) und
Trocknung mittels Einmalkompressen (NOBAMED Paul Danz AG, Ruhr, Deutschland) wurden die
Tiere in Bauchlage mittels Fixierpflaster (Leukotape classic®, BSN Medical, Hamburg, Deutschland)
auf dem Operationstisch fixiert. Dazu wurde die entsprechende untere Extremitdt in Dorsalextension
des Sprunggelenkes und Extension des Kniegelenkes sowie adduziertem Hiiftgelenk positioniert. Der
Préparationsbereich wurde mit einem Hautdesinfektionsmittel (Softasept®N , B.Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland) desinfiziert. Die Praparation erfolgte unter Zuhilfenahme eines Operations-
mikroskops (Leica M651, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Deutschland) in 16facher Vergrofe-
rung. Dadurch wurde eine uneingeschriankte Sicht auf Muskel-, Fett- und Weichteilgewebe sicherge-
stellt und die Schnitte prazise gesetzt, um keine weitere Verletzung des Muskels zu induzieren. Die
Inzision der Haut erfolgte mit einer sterilen Skalpellklinge (Aesculap, B.Braun Melsungen AG, Melsun-
gen, Deutschland) proximal der Achillessehne (siche Abbildung 7 und 8). Der Hautschnitt wurde nach
proximal weitergefiihrt und erstreckte sich bis oberhalb des Hiiftgelenkes. Nach Eroffnen der Haut
wurde die Faszie in 90° versetzt zum Hautschnitt gespreizt, sodass die Sicht auf die darunter liegende
Muskulatur frei wurde. Nach stumpfer Praparation mit einer Mikropinzette und Entfernen von Fettge-
webe, stellte sich der M. gastrocnemius in seiner gesamten Lange mit Ursprung und Ansatz dar. Mit
Hilfe des Skalpells wurde die Achillessehne oberhalb des Calcaneus durchtrennt, der Muskel vorsichtig
vom Knochen gel6st und anschlieBend von den Band- und Weichteilstrukturen getrennt. So konnte der
Muskel in toto entnommen werden. Zur weiteren histologischen Untersuchung wurde die Achillessehne
mit Prolene 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) in Einzel-
knopfnahttechnik markiert. AnschlieBend wurde der Muskel in Formalinlésung (4%) konserviert. Ana-

log erfolgte die Praparation der Gegenseite.
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Abb. 7: Maus mit Standzeit d=1 und lateralem Hdmatom  Abb. 8: Schnittfiihrung

3.2. Zielkriterien und Auswertung

3.2.1. Ganganalyse
Um eine prizise Verhaltensanalyse zu erhalten und das Gangbild pré- und postoperativ sowie wéahrend
des Heilungsprozesses zu erfassen, kam das CatWalk® XT-System (Noldus Information Technology,
Wageningen, NL) zum Einsatz. Es handelt sich dabei um ein videoassestiertes System, das lokomotori-
sche Merkmale und kontusionsbedingte Anpassungen des Gangbildes und -musters, Bewegungsabldufe
sowie schmerzinduziertes Schonverhalten quantitativ erfasst. Das System analysiert Schritte und den
Gang von Méusen oder Ratten, die sich im Versuchssetting in beide Richtungen innerhalb des Systems

frei bewegen konnen (BASSO et al., 1995; HAMERS et al., 2006; HAMERS et al., 2001).

Das CatWalk® XT besteht aus einem Laufsteg (sieche Abbildung 9), welcher zu allen Seiten durch
Wiinde begrenzt ist und einen Korridor bildet. Auf der linken Seite des Korridors befindet sich eine Box
aus Plexiglas, in die die Versuchstiere gesetzt werden kdnnen und Zugang zum Laufsteg haben. Der
Laufsteg besteht aus einer Glasplatte von 1,3m Lénge und 4cm Breite, welche intern mit griinem und
von der Decke mit rotem LED-Licht beleuchtet wird. Das griine Licht wird innerhalb des Systems kom-
plett reflektiert und illuminiert den Laufsteg (BOZKURT et al., 2008). Das Licht hat nur die Moglichkeit
aus dem System zu entweichen, wenn eine den Laufsteg iiberquerende Maus oder Ratte mit einer Tatze
die Glasplatte beriihrt und dadurch das Licht zerstreut. So erzeugte ein Kontakt der Pfote mit der Glas-
platte ein Erleuchten der entsprechenden Flache auf dem Laufsteg. Dies erzeugte einen Pfotenabdruck

(siehe Abbildung 10), der, je nach Stérke der Beriihrung bzw. Gewicht der Tiere, variierte. Um optimale
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Bedingungen zu schaffen, war der Versuchsraum unbeleuchtet und larmgeschiitzt (ACHTERKAMP D,
2012).

Durch die firmeneigene ,,Il1luminated Footprints* ™ -Software war es moglich, die Pfotenabdriicke mit
einer Hochgeschwindigkeits-Farb-Videokamera (GP 3360, Gevicam, USA) in Echtzeit iiber das Streu-
licht zu erfassen, welche unter dem Laufsteg in einem Abstand von 34cm positioniert war (CHEN et al.,
2014). Die richtige Entfernung der Kamera zur Glasplatte ist ndtig, damit die Kamera einen ausreichend
groB3en Bereich der Glasplatte erfasst. Beispielsweise sollten 45¢m des Laufsteges erfasst werden, um
ein Aufzeichnen von 5-6 Schrittzyklen pro ,,Run‘ bei Méusen zu gewéhrleisten. Die Videokamera trans-
formiert immer nur die Flache eines ganz bestimmten Ausschnittes der Glasplatte auf dem Laufsteg in
ein digitales Bild (ACHTERKAMP D, 2012).

Vor jedem Messsetting war es ndtig, den Laufsteg zu kalibrieren und den Bildausschnitt auf der Mitte
der Glasplatte festzulegen. Die zu analysierende Flache betrug 20cmx10cm. Die im Versuchssetting
festgelegten Daten und die Kalibrierung des Laufstegs wurden vor jedem Versuchstag kontrolliert, da-
mit standardisierte, einheitliche Bedingungen geschaffen werden konnten. Die Videokamera erfasste
das reflektierte Licht der Pfote, die die Glasplatte beriihrte, und generierte ein digitales Bild, das aus
Pixeln und digitalen Helligkeitswerten besteht (ACHTERKAMP D, 2012).

fi

Abb. 9: CatWalk System (A) und Maus (B) mit Pfotenreflexion und markierten Tatzen auf dem beleuchteten Laufsteg. Von
oben kommend sieht man das rote Licht. LF= left front paw, RF=right front paw, RH = right hind paw, LH = left hind paw

jam:
I
i |

Nach jedem Lauf erkannte und kategorisierte die Software Noldus CatWalk XT (Version 9.0, Noldus
Information Technology, Wageningen, NL) die FuBabdriicke automatisch. Ein Lauf wurde nur verwen-
det, wenn die festgelegten Kriterien (minimale Laufzeit=1 Sekunde, maximale Laufzeit=5 Sekunden,
minimale Anzahl konformer Laufe= 5, maximale Geschwindigkeitsschwankung=60%) erfiillt wurden.
Bei Nichterfiillen der Runkriterien erfolgte ein Ausschluss des Laufes. Alle Léaufe, die die Kriterien
erfiillten und von der Software als erfolgreich bewertet wurden, wurden anschliefend manuell reevalu-
iert, um Fehlmarkierungen der Extremitdten und -messungen der Software zu beheben. Die Glasplatte
wurde vor Beginn der Untersuchung mit Glasreiniger (Frosch Spiritus Glasreiniger, Werner&Mertz

GmbH, Mainz, Deutschland) gereinigt und mit Microfasertiichern getrocknet.
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Wahrend der Untersuchung konnten die Tiere frei iiber den Laufsteg laufen und selbststandig wenden.

Es erfolgte keine positive oder negative Verstarkung.

Zur Auswertung diente die Software CatWalk® XT (Version 10.0, Noldus Information Technology,
Wageningen, NL). Die Auswertung untersuchte einzelne Pfotenabdriicke hinsichtlich Intensitét, Flache,
Lange und Breite. Weiter wurde der Gang hinsichtlich Schrittabfolge, Schrittrhythmus, Schrittprofil,
Schrittgeschwindigkeit, Standphase, Schwungphase und Schwunggeschwindigkeit analysiert (siche Ab-
bildung 10). So war es moglich, das Gangbild der Maus individuell zu beschreiben. Es wurde sowohl
die rechte (RH = right hind paw) wie auch die linke Hinterpfote (LH = left hind paw) jeder Maus ana-
lysiert. Die in dieser Arbeit ausgewerteten Parameter wurden in einer Tabelle zusammengefasst. Im
Ergebnisteil wurde der Schwerpunkte auf die aussagekréftigen Parameter MaxContactArea, MaxCon-

tactMeanlIntensity, PrintArea und DutyCycle gelegt.

Parameter Erlduterung
Stand Die Zeitdauer des Kontaktes der Pfote mit der Platte in Sekunden
Max Contact Area Maximale Kontaktfliche der Pfote withrend eines Schrittes in cm? (oder Print

Area bei Max Contact at (s))

Max Contact Mean Intensity =~ Mittlerer Druck der Pfote beim Kontakt mit der Glasplatte, errechnet iiber die
Lichtintensitat (0 bis 255)

Print Area Flache des Pfotenabdruckes, Kontaktfliche der Pfote mit der Glasplatte wih-
rend der Standphase in cm?

Swing Schwungzeit der Extremitit ohne Kontakt mit der Glasplatte wahrend der
Vorwirtsphase in Sekunden

Duty Cycle Dauer der Standphase als Prozentteil von ,,step-cycle*
Duty Cycle = (Stand/Stand*Swing) *100 in Prozent

Tab. 2: Ausgewihlte Parameter in CatWalk® XT

Die Daten wurden mit Hilfe der Laufzeit, dem maximalen Kontakt, der Lichtintensitdt und des Fullab-
drucks kalkuliert. Zur Auswertung wurden die Daten MaxContactArea, MaxContactMaxIntensity,
MaxContactMeanIntensity sowie PrintArea in Prozent umgerechnet, wobei d=0 als Ausgangswert

diente (entspricht 100%).
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Abb. 10: A Flache der Pfoten fiir Print Area in schwarz. B Stand (blau) und Swing (griin) im Schrittzyklus
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3.2.2. Sonographie und Photoakustik
Zur Darstellung der Perfusion, des Himoglobingehalts und der Sauerstoffversorgung wurden Sonogra-
phie- und Photoakustik-Untersuchungen (Vevo 770 ®, Fujifilm, VisualSonics, Canada) der linken un-
teren Extremitét beider Gruppen an den Operationstagen sowie den Kontrolltagen durchgefiihrt (n=24).

Weiterhin wurden zur Kontrolle drei kontralaterale, gesunde Beine untersucht.

Die Untersuchung erfolgte in Bauchlage (siche Abbildung 11). Nach Enthaarung (Enthaarungs-creme,
ASID BONZ GmbH, Herrenberg, Deutschland) der unteren Extremitdt wurde ein vorgewarmtes, bla-
senfreies, klares Ultraschallgel (Aquasonic 100; Parker, Fairfield, NJ, USA) aufgetragen.

Um die anatomische Information mit hoher Aufldsung zu erfassen, wurde die B-Mode-Bildgebung ver-
wendet. Durch die kleine GroBe der Muskulatur, ist eine 10fach hohere Aufldsung als bei Ultraschall-
untersuchungen des Menschen nétig (FOSTER et al., 2002). Daher besal3 der Ultraschallkopf eine Fre-
quenz von 40 MHz und eine Fokustiefe von 8-15mm. Das Sichtfeld war 14,08mm breit. Fiir die Bild-
gebung wird der Ultraschallkopf iiber einen motorisierten Antrieb linear iiber das Bildgebungsfeld be-
wegt. Mit Hilfe der Photoakustik-Bildgebung (PAI) ist es mdglich, einen 3D-Atlas der Muskeloxyge-
nierung mit einer Auflésung zu erstellen, welche der der Ultraschallbildgebung entspricht. PAI verwen-
det einen pulsierenden Laser, um eine lokalisierte thermoelastische Expansion von optischen Absorbern
(hier Himoglobin) zu induzieren. Dies erzeugt Schallwellen, die von einem Ultraschallwandler/-emp-
fanger erfasst werden. Mit Hilfe des linearen Wandlers (FUJIFILM VisualSonics’ LZ Series Trans-
ducers) LZ Transducer LZ550 (32-55 MHz) konnen dann Ultraschall- und photoakustische Bilder ge-
neriert werden (siehe Abbildung 11).

PAI mit mehreren Wellenldngen konnen die Sauerstoff- und Gesamthdmoglobinkonzentration darstel-
len, ohne exogenes Kontrastmittel zu verwenden. Oxygeniertes und desoxygeniertes Himoglobin wei-
sen unterschiedliche Absorptionseigenschaften des Lichtes auf. Oxygeniertes Himoglobin absorbiert
Licht bei einer Wellenldnge von 850nm und Desoxyhdmoglobin bei 750nm. Dadurch wirken sie als
endogener Kontrast um Gewebebilder in-vivo darzustellen. Dies ermdglicht, zusitzlich zur anatomi-
schen Darstellung des Muskels, eine Funktionsanalyse, da beide Himoglobinformen getrennt gemessen
werden konnen. Dazu wird Licht, das von einem Laser erzeugt wurde und fiir die photoakustische Ab-
bildung der Sauerstoffsittigung erforderlich ist, durch in den Wandler integrierte Glasfaserbiindel ab-
gegeben. Mit Hilfe der unterschiedlichen Hdmoglobin-Konzentrationen lisst sich die Sauerstoffsatti-
gung berechnen (GERLING et al., 2014; MALLIDI et al., 2015; WILSON et al., 2014). Das System
ermoglicht so die Abschitzung der rdumlichen Verteilung der Sauerstoffséttigung im Blut und stellt
diese zusammen mit den B-Mode-Bildern der umgebenden Anatomie dar (siehe Abbildung 12).

Die Energiefluktuationen von Impuls zu Impuls wurden iiberwacht und im Falle einer Abweichung von
mehr als 25% fand eine Neukalibrierung statt. Die Parameter zur Erfassung der Daten (wie zum Beispiel

(z.B.) die Verstiarkung mit 18dB fiir Ultraschallbilder und 45dB fiir photoakustische Bilder) waren fiir
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alle Bildgebungssitzungen konstant. Um eine homogene Lichtbeleuchtung durch den Laser zu ermogli-
chen, ist es ndtig einen 9mm Abstand zwischen Muskel und Wandler einzuhalten, da die optischen
Fasern das Licht von beiden Seiten des Wandlers emittieren und der Schnittpunkt beider Lichtwege in
einer Tiefe von 9mm liegt (WILSON et al., 2014). Um zu gewihrleisten, dass der Ultraschallkopf und
das Gel den Muskel nicht komprimieren, wurde der Ultraschallkopf zunichst abgesenkt und anschlie-

Bend wieder hochgezogen, sodass sich das Gel nur auf dem Sensor befand (siche Abbildung 11).

Nachdem der M. gastrocnemius im Fokus zentriert war, wurde die 3D-Erfassung gestartet. Die Ultra-
schallsonde scannte die Maushaut und nahm 2D-Bilder in regelméBigen raumlichen 100pm -Intervallen
mittels linearen Motors auf. Eine firmeneigene Software (Vevo770 V2.3.0, VisualSonics) ermoglichte
eine schnelle 3D-Rekonstruktion der aufgenommenen 2D-Bilder. Aus den gewonnen 2D-Querschnitts-
bildern wurden im B-Mode und mittels Photoakustik der M. gastrocnemius identifiziert und im Soft-
wareprogramm markiert (ROI). Durch das Ausmessen des M. gastrocnemius und der volumetrischen
Analysefunktionen der Software (Vevo Lab; FUJIFILM VisualSonics Inc.) aus mehreren markierten
Muskelumfingen wurden die gewiinschten Parameter bestimmt (siehe Abbildung 18). Mittels Gesamt-
volumen kann das intramuskulire Himatom/Odem (V mm?) dargestellt werden. Weitere Parameter sind
Sauerstoffgehalt (SO, Av 3D %, SO, AvTotal %), Himoglobingehalt (Himoglobin Threshold (HbT)
Av 3D, HbT 3D), Vaskularisierung (HbT/mm?), Herzfrequenz (HR bpm), Atemfrequenz (RR) sowie
Temperatur (°C), die durch die Software in den Region of Interests (ROI) in jedem B-Scan ermittelt
wurden. Das verwendete Vevo-System wurde von Needles et al. (2013) NEEDLES et al., 2013) an in-
vivo-Tiermodellen kalibriert und die Messung von Sauerstoffsittigung und HbT in Brustdriisen-

(WILSON et al., 2014) und Bauchspeicheldriisenmodellen (GERLING et al., 2014) etabliert. In den hier

vorliegenden Ergebnissen wird zum Sauerstoff- sowie Himoglobingehalt Stellung genommen.

ADD. 11: Lagerung der Maus auf dem Untersuchungstisch (A), Absenken des LZ550 Wandlers auf den mit Gel bedeckten
Muskel (B), Einhalten des 9mm Abstandes (C)
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B Vevo' LAB

Abb. 12: Messung der Vitalparameter und Inhalationsnarkose iiber Maske (A), Auswertung und Markieren der ROI’s der
Sonografie-Bilder im Programm VevoLab (B)

3.2.3. Schiebelehre

Zur préa- und postoperativen Kontrolle der GréBenzunahme erfolgte die Bestimmung der Durchmesser
mittels digitalem Messschieber (0-150mm; Technologiezentrum W-tec, Wuppertal, Deutschland).
Hierzu wurde jeweils vor und nach der Kontusion, vor Injektion und nach Injektion vermessen (siche
Abbildung 13). Weiter erfolgte eine Vermessung des Umfangs des linken M. gastrocnemius nach bereits
beschriebener Methode an den jeweiligen Kontrolltagen. Zur Auswertung wurden die Werte in Prozent
des Ausgangswertes (nach Kontusion) umgerechnet, um die Groflenverdnderung der kontusionsbeding-

ten Schwellung zu beurteilen.

Abb. 13: Vermessung des Langsdurchmessers (d) des kontusionierten Beines mittels Messschieber
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3.2.4. Magnetresonanztomographie
Zur Beurteilung von Skelettmuskelverletzungen wurde das MRT eingesetzt. Neben einer hochsensitiven
Detektion von Odemen und Blutungen in anatomischen Strukturen ist es durch den nicht invasiven Cha-

rakter der Untersuchungstechnik moglich, intraindividuelle Zeitverldufe nach Trauma zu bestimmen

(WINKLER et al., 2011).

Die MRT-Untersuchungen wurden an einem Kleintier-MRT-Gerét mit Feldstérke von 9,4 Tesla durch-
gefiihrt und dabei eine 16-Kanal-Volumenspule (BioSpec 94/20 der Firma Bruker, Ettlingen, Deutsch-

land, ParaVision 5.1 Software) verwendet.

Zur MRT-Messung wurden die Versuchstiere (n=48), jeweils nach erfolgter sonographischer Untersu-
chung, noch unter Narkose an Tag d=0 und entsprechendem Kontrolltag (d=1, d=3, d=7, d=14) in das
MRT-Gerit verbracht. Die Lagerung im Magnetresonanztomographen erfolgte in Bauchlage auf einer
Warmedecke, um eine Unterkiihlung der Tiere zu verhindern. Beide Hinterlaufe der Mause wurden in
Extension des Kniegelenkes und Adduktion des Hiiftgelenkes gelagert und mit Fixierpflaster (Leuko-
tape classic®, BSN Medical, Hamburg, Deutschland) fixiert. Die Beine wurden dabei standardisiert in
einer eigens konstruierten Lagerungsvorrichtung eingebettet. Die Narkose wurde iiber eine Gesichts-
maske aufrechterhalten. Die Atemfrequenz der Tiere wurde mittels Drucksensor (Graseby infant respi-
ration sensor, Smith Medical Germany, Grasbrunn, Deutschland) gemessen. Der Sensor wurde links
lateral an der Abdominalwand angebracht und befand sich zwischen Tier und Lagerungsschale. Mittels
EKG-Elektroden (3M Red Dot neonatal monitoring electrodes, 3M Health Care, St. Paul, MN, USA)
an der vorderen Pfote wurde die Herzfrequenz abgeleitet. Die gemessenen Vitalparameter wurden an
einen separaten Computer iibertragen und mit Hilfe einer speziellen Software (PC-SAM32, Sa Instru-
ments Inc., Stony Brook, NY, USA) liberwacht.

Zur Uberpriifung der optimalen, zentralen Lage der Méuse im MRT-Gerit, wurden Ubersichtsaufnah-
men in X-, y- und z-Richtung angefertigt und die Ausrichtung optimal eingestellt. Anschliefend wurde
mit Hilfe einer Shim-Sequenz das Magnetfeld im Bereich des Versuchstiers homogenisiert. Ebenfalls
angepasst wurden Resonanzfrequenz und Amplitude des RF-Pulses.

Anschlieend wurden die MRT-Datensétze in T2 Wichtung in axialer und sagittaler Orientierung ak-
quiriert. Dazu wurde eine Turbo-Spin-Echo-Sequenz mit Fettséttigung und flip back Puls, mit einer
Repetitionszeit TR von 4500ms und einer Echozeit von 41ms eingesetzt. Insgesamt wurden 16 Echos

aufsummiert.

Mittels open Source Software Horos™ (Horos- Viewer v3.3.5, horosproject.com) wurden die axialen
T2-gewichteten als DICOM-Dateien exportierten MRT-Bilder des M. gastrocnemius quantifiziert, aus-
gewertet und mit denen eines unverletzten Referenzmuskels verglichen. Die Datensédtze wurden mittels

MPR-Rekonstruktion zweidimensional in der Software dargestellt. Der Durchmesser und die Dicke der
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linken und rechten Extremitdt wurden nach Kontrolle und Optimierung der Ausrichtung der MRT-
Bilder vermessen. Hierzu wurde ein Abstand von 10mm zum Kniegelenk der Tiere eingehalten. Umfang
und Dicke wurden mittels Umrandung und Vermessung mit den entsprechenden Software Tools be-
stimmt und in cm angegeben (siche Abbildung 14). Zusétzlich wurde in den axialen Schnitten das in-
tramuskulire Odem des M. gastrocnemius vermessen (sieche Abbildung 15). Dieses zeigte sich in den
T2-gewichteten Datensétzen als hyperintens gefiederter Muskel und entspricht dem Lasionsbereich.
Dazu wurden ebenfalls die MPR-Rekonstruktion verwendet und mittels Software-Tool das intramusku-
lire Odem in allen erzeugten Schnittbildern umrandet. Das Softwareprogramm ermittelte den Umfang
(cm) sowie die Fliche (um?), die mittlere Signalintensitit (Mean) und Standardabweichung (sDev) der
Signalintensitét. Die verwendete Schichtdicke der Schnittbilder betrug 0,9um. Die in jedem Schnittbild
ermittelten Flachen wurden addiert und mit der Schichtdicke multipliziert, um das Gesamtvolumen
(mm?®) des Muskelschadens des M. gastrocnemius zu erhalten. In den Ergebnissen werden die so erhal-

tenen Werte, unter Einbeziehung des Umfangs der Hinterldufe, als intramuskulires Odem bezeichnet.

Abb. 14: Umfangsmessung und Dickenmessung in Horos

Abb. 15: Vermessen des intramuskuldren Odems in Horos

Die axialen Schnittbilder wurden mit Image J (NIH Image, National Institutes of Health, Bethesda, MD,

https://imagej.nih.gov/nih-image/) ausgewertet und das Volumen des Gesamtddems (mm®) fiir die
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rechte und linke Extremitét ermittelt (sieche Abbildung 16). Die DICOM Dateien hatten eine Schichtdi-
cke von 0,4um und eine Voxelgroe von 90x90x90x400um. Insgesamt wurden 36 Transversalbilder
erstellt. Fiir jedes Bein wurde in 18 Bildern die Flache mittels Image J in dem gewiinschten umrandeten
ROI ermittelt und mit der Schichtdicke multipliziert. AnschlieBend wurde die Summe der 18 Bilder fiir
rechte und linke Extremitét gebildet.

Abb. 16: Bearbeitung in Image J (A) des MRT-Bild, (B) Vermessung mittels ROI, vermessen wird nur die rote Flache, die
sich im grob umrandeten Muskel befindet

3.2.5. Histologie

3.2.5.1. Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Mit Hilfe der Himatoxylin-Eosin-(HE)-Farbung lassen sich morphologische Gewebestrukturen erken-
nen und beurteilen. Das Prinzip der Farbung besteht darin, dass verschiedene Strukturen des Gewebes
unterschiedlich gefarbt sind. So stellt ,,Hidmatoxylin“ saure Molekiilgruppen blau dar und der saure
Farbstoff ,,Eosin“ markiert basische Strukturen rot. Ergebnis der Farbung ist, dass basophile Gewe-
bestrukturen wie bspw. Zellkerne blau und eosinophile Zellstrukturen wie Zytoplasma, Plasmaproteine

oder Kollagenfasern rot gefarbt werden (ULFIG, 2019).

Die Farbung erfolgte nach einem Standardprotokoll fiir HE-Féarbungen. Der zuvor préparierte Skelett-

muskel wurde im ersten Schritt bei 20°C fiir 24 Stunden in 4% Formalin fixiert. AnschlieSend erfolgte
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die Entwésserung der entstandenen Organbldcke in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%-100%). Die
Organbldocke wurden im Rahmen eines dreimaligen a dreiminiitigen Waschschrittes in Xylol getaucht.
AnschlieBend begann die Fixierung in fliissigem Paraffin. Die Praparate mussten dann in den eingebet-
teten Blocken von ca. 60°C abkiihlen, bis sie hart genug waren, um im Mikrotom (Cut 5062; SLEE
medical GmbH, Mainz, Deutschland) in Schnitte von 1um geschnitten zu werden. Nach dem Aufbrin-
gen der Schnitte auf einen Objekttrager, wurde ihnen mittels Xylol das Paraffin entfernt. Dann wurde
der Schnitt in einer absteigenden Alkoholreihe (100-70%) in Wasser gelegt und vier Minuten in Hima-
toxylin nach Bohmer gefarbt. Nach Spiilen mit Aqua destillata (Aqua dest.), Differenzieren in Salzsdure
(HCI) und erneutem Spiilen mit Leitungswasser, erfolgte eine einminiitige Farbung mit Eosin. Anschlie-
Bend erfolgte die Entwisserung in aufsteigender Alkoholreihe (70-100%) und erneutes Spiilen mit Xy-
lol. Nach Eindecken in Xylolkit und Deckgldschen erfolgte die Mikroskopie (ULFIG, 2019).

Die Auswertung der Schnitte erfolgte bei 20-facher VergroBerung in Auflichtmikroskopietechnik (BX-
60, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland). Die Bilder wurden mit einer Kamera (DP73,
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) und Imaging Software (cellSens Dimension 1.6,
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgenommen und anschlieend analysiert. Es
wurden zunichst Ubersichtsaufnahmen in 1,25-facher, 5-facher und 10-facher VergroBerung angefertigt
und die Kontusionszone durch méaanderférmige Untersuchung des Schnittes aufgesucht. Die Auswer-
tung erfolgte in 20-facher VergroBerung (acht ROI’s) in den durch Muskelverletzung charakteristischen
Bereichen. Zur Beurteilung wurden die Zellkerne ausgezihlt.

Diese stammten entweder von Immunzellen, Bindegewebszellen oder den Muskelfasern selbst, deren
Zahl in der verletzten Stelle jedoch abnahm. Im Verletzungsbereich, der mit 10-facher Vergroferung
bestimmt worden war, wurden acht Bilder in 20-facher Vergroferung angefertigt und die Zellkerne
ausgezahlt. Anschlieend wurde der Mittelwert der Zellkerne pro Gesichtsfeld in 20-facher Vergrofie-
rung berechnet (siche Abbildung 17-19).
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Abb. 17: 1,25x-fache VergroBerung mit markierten Bereichen Abb. 18: 5x-fach VergroBerung mit eingezeichneten Berei-
fiir die Aufnahmeorte der 5x-fachen Vergroferung chen fiir die Aufnahmeorte der 10x-fach VergroBerung
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Abb. 19: 10x-fach VergroBlerung mit Aufnahmeorten (jeweils acht ROI‘s) fiir die 20x-fach Vergroerung, die zur Auszéh-
lung genutzt wurde

3.2.5.2. Immunbhistologische Farbung
Bei der Immunhistochemie macht man sich das Prinzip einer Antigen-Antikorper-Reaktion zu Nutze.
Sie ist ein etabliertes Prozedere, um Antigene zu detektieren. Unterschiedliche Proteine in den Proben
wirken als Antigene und werden durch aufgebrachte Antikérperlésungen iiberschichtet, inkubiert und
sichtbar gemacht. Ein Antikorper, der an das Epitop des nachzuweisenden Antigens bindet, wird als
Primérantikorper bezeichnet. Bei der direkten Methode ist der Primérantikdrper direkt mit einer fluo-
reszierenden Verbindung oder einem Enzym gekoppelt, wohingegen bei der indirekten Methode ein
Sekundarantikérper mit einem Farbstoff gekoppelt ist und sich gegen das Fc-Fragment des Priméaranti-
korpers richtet. Markierte Antigene im Probenmaterial konnen dann lichtmikroskopisch oder fluores-
zenzmikroskopisch beurteilt werden. Eine weitere Methode stellt die Enzym-Immunglobulin-Komplex-
Methode dar. Primér- und Sekundérantikorper sind unmarkiert. Der Sekundérantikorper dient als eine
Art Briickenantikorper, der die Verbindung zwischen Primérantikdrper und einem Enzymkomplex her-
stellt, der in einem weiteren Schritt hinzugefiigt wird. Durch Behandlung mit einem Enzymsubstrat ent-
steht eine Reaktion, deren Produkt farbig ist (ULFIG, 2019). In dieser Arbeit wurden die gespaltene
Caspase-3 (Cystein-Aspartylprotease) als Indikator fiir die Apoptose, die Myeloperoxidase (MPO) als
Marker der Neutrophilen Leukozyten und CD68 (Cluster of Differentiation 68) als Makrophagenmarker
untersucht. Zur Identifikation der Zellen wurde fiir die Farbungen ein Avidin-Biotin Komplex verwen-

det und die Zellen mit Wasserstoffperoxid inkubiert, um die endogenen Peroxidasen zu blockieren.

3.2.5.2.1. Caspase-3-Férbung
Es handelt sich bei Caspase-3 um eine Effektorcaspase, die im Zuge der Apoptose aktiviert wird. Die
Desoxyribonukleinsdure (DNA) wird fragmentiert und der programmierte Zelltod der Zelle initiiert
(PORTER, JANICKE, 1999). Zellen, die sich im Apoptosezyklus befinden, wurden mit Hilfe des po-
lyklonalen Kaninchen anti-cleaved Caspase-3 Antikorpers (1:100; New England Biolabs, Frankfurt,

Germany) inkubiert und markiert. Als nachstes wurde der Primédrkdrper mit einem biotinylierten Ziege-

37



Anti-Kaninchen-IgG-Antikorper markiert, welcher als Sekundarantikérper diente. AnschlieBend wurde
das Préparat mit an Peroxidase gebundenem Strepavidin (Abcam, Milton, UK) inkubiert. Als Chromo-
gen diente Amino Ethyl Carbazol (AEC) (Abcam, Milton, UK) und fiir die Gegenfarbung wurde Ha-
maulan nach Meyer verwendet. Die Auswertung erfolgte bei 20-facher VergroBerung in Auflichtmik-
roskopietechnik (BX-60, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland), wurde mit einer Ka-
mera (DP73, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) und Imaging Software (cellSens
Dimension 1.6, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) aufgenommen und anschlieSend
analysiert. Es wurden Ubersichtsaufnahmen in 1,25-facher, 5-facher und 10-facher VergroBerung ange-
fertigt (siehe Abbildung 20, 21). In 20-facher VergroBerung wurde der Schnitt maanderférmig unter-
sucht. Zur Beurteilung wurden die in den Schnitten Caspase-3-positiven Zellen ausgezahlt und anschlie-
Bend der Mittelwert der Anzahl positiver Zellen pro Gesichtsfeld in 20-facher Vergroflerung berechnet
(siehe Abbildung 20-21, acht ROI‘s). Bei allen immunhistochemischen Farbungen wurden nur die po-
sitiven Zellen ausgewertet, welche sich im Muskelgewebe befanden. Nicht mitgezihlt wurden Zellen

im Bindegewebe oder Fettgewebe.
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Abb. 20: Ubersichtsaufnahmen angefertigt analog zum Verfahren bei HE-Farbung mit ROI (griine Rechtecke)
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Abb. 21: Aufnahme in 20-facher Vergroferung, positive Zellen
mittels Pfeil beispielhaft markiert
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3.2.5.2.2. Myeloperoxidase (MPO)

Die Myeloperoxidase ist ein lysosomales Enzym und kommt bei Zellen der myeloischen Zellreihe wie
beispielsweise Neutrophilen Granulozyten, Makrophagen und Monozyten vor (BAUM, 2019). MPO
dient als Neutrophilenmarker. Die Proben wurden analog zum Vorgehen bei der Caspase-3 Fiarbung
behandelt und mit polyklonalem Kaninchen-anti-MPO-Antikorper (Verdiinnung: 1:100, Abcam, Mil-
ton, UK) inkubiert und markiert. Als Sekundérantikorper diente ebenfalls ein biotinmarkierter Ziege-
Anti-Kaninchen IgG Antikorper (Abcam, Milton, UK). AnschlieBend wurde das Priparat mit an Per-
oxidase gebundenem Strepavidin (ready to use; Abcam) inkubiert. Das Chromogen (AEC, Abcam, Mil-
ton, UK) war dquivalent zu den anderen immunhistochemischen Farbungen. Die Gegenfarbung erfolgte
mit Himaulan nach Meyer. Die Auswertung der MPO-positiven Farbung erfolgte auf gleiche Weise wie

bei der anderen immunhistochemischen Farbung (Abbildung 22-23).
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Abb. 22: MPO, 5x-fach VergroBerung als Ubersichtsaufnahme Abb. 23: 20x-fach VergroBerung, Vorgehen analog zu den
anderen Farbungen. Positive Zellen beispielhaft markiert

3.2.5.2.3. CD68

CD68, auch als ED1 bezeichnet, ist ein intrazelluldres Glykoprotein und befindet sich auf den Memb-
ranen von nicht residenten, eingewanderten Makrophagen. Es dient der Detektion aktivierter Makro-
phagen (DIJKSTRA et al., 1985). Makrophagen entstehen aus Monozyten und differenzieren sich in
unterschiedliche reife Klassen (MANTOVANI et al., 2007). Eine Klasse bilden die klassisch aktivierten
MI1-Makrophagen, eine andere die alternativ aktivierten M2-Makrophagen (MOSSER, EDWARDS,
2008). Alle Makrophagen lassen sich mit Hilfe der CD68-Féarbung markieren (MURRAY, WYNN,
2011). Das Farbevorgehen erfolgte analog zu den bereits beschriebenen Farbungen. Primérantikorper
war ein monoklonaler Kaninchen-anti-Maus-Antikorper (Verdiinnung 1:200 Abcam, Milton, UK). Als
Sekunddrantikorper diente ebenfalls ein biotinmarkierter Ziege-Anti-Kaninchen IgG Antikdrper
(Abcam, Milton, UK). Die Auswertung der CD68-positiven Zellen erfolgte ebenfalls analog zu den

anderen immunhistologischen Farbungen (siche Abbildung 24).
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Abb. 24: Nach Anfertigung der Ubersichtsaufnahmen der CD68 Farbung auf immer gleiche Weise wurden zum
Auszéhlen 20-fach Aufnahmen aus der Kontusionsstelle erstellt. Zellen beispielhaft mittels Pfeil markiert

3.3. Statistik

Die erfassten Daten und Parameter wurden zur Auswertung in einem Tabellenkalkulationsprogramm
(Excel, Microsoft Deutschland GmbH, UnterschleiSheim, Deutschland) zusammengefasst, iibertragen
und digital abgespeichert. Alle Werte wurden als Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes
(MEAN =+ SEM) angegeben.

Die statistische Auswertung und das Erstellen der Figures erfolgte mittels Software SigmaPlot 11.0
(Systat Software Inc. 2008, Erkrath, Deutschland). Zum Einsatz kam der einseitige ,,one way analysis
of variance for multiple comparisons” (ANOVA), um die einzelnen Gruppen untereinander zu verschie-
denen Zeitpunkten bei Normalverteilung miteinander zu vergleichen. Bei Prozentwerten kam der
»~ANOVA on Ranks*“ zum Einsatz. Aulerdem kamen als post-hoc Test der ,,Student-Newman-Keuls-
Test®, ,,Dunnet-Test™ und ,,Dunn’s-Test “ zur Anwendung. Um die linken Hinterldufe der Maus an den
jeweiligen Versuchstagen zwischen beiden Gruppen miteinander zu vergleichen, kam ein ,,t-Test™ zur
Anwendung. Die Ausgangswerte an d=0 wurden mittels ,,paired t-Test mit den Kontrolltagen vergli-
chen. Bei Prozentwerten wurden der ,,Rangsummentest™ oder der ,,signed Rank-Test* verwendet. Der
p-Wert wurde als p<0,05 definiert, um signifikante Unterschiede anzuzeigen. Alle Werte wurden als
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes angegeben (MEAN =+ SEM), sowohl zur statistischen
Auswertung als auch zur graphischen Darstellung der erhobenen Daten. Die Daten sind im Anhang in

tabellarischer Form dargestellt.
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4. Ergebnisse

4.1. Postinterventioneller Verlauf

Am ersten postoperativen Tag zeigten alle Mause ein diskretes Entlastungshinken des linken, verletzten
Hinterlaufes. Die Tiere erholten sich und es konnte ein Ubergang zuriick zu ihren natiirlichen Verhal-
tensgewohnheiten und physiologischen Bewegungsabldufen bis hin zur Vollbelastung beobachtet wer-
den. Es konnten keine relevanten, schmerzinduzierten Verdnderungen der restlichen dufleren Erschei-
nung festgestellt werden (MORTON, GRIFFITHS, 1985). Eine Fraktur der Tibia/Fibula im Rahmen der
Kontusionsverletzung wurde nicht beobachtet. Eine vermehrte Gewichtsabnahme konnte nicht beobach-

tet werden.

4.2. Makroskopie

Im Zuge der Kontusion stellte sich bei den Versuchstieren am linken Hinterlauf ein Odem und Héima-
tom, mit Maximum am ersten postoperativen Tag (siche Abbildung 25) dar. Im Verlauf manifestierte
sich eine langsame Resorption. Optisch lieBen sich keine wesentlichen Riickschliisse auf die Gruppen-
zugehorigkeit ziehen. Am siebten und vierzehnten postoperativen Tag lieen sich makroskopisch keine
Auffalligkeiten mehr erkennen. Die M#use wurden post mortem im Zuge der histologischen Explanta-
tion des M. gastrocnemius auf eventuelle Pathologien im Bereich der linken Hinterldufe untersucht. Bei

keinem der Versuchstiere fanden sich Hinweise auf Weichteil- oder Knocheninfektionen.

Abb. 25: Maus am ersten postoperativen Tag mit Himatom an der Verletzungsstelle (A). Das gebildete Odem komprimiert
die Blutversorgung, was sich an der stark sichtbar gefiillten Gefa3gabelung (Pfeil) proximal der Achillessehne zeigt (B)
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4.3. Ganganalyse

Der Parameter Duty Cycle (Duty Cycle = (Stand/Stand*Swing) *100 in Prozent) gibt die Dauer der
Standphase als Prozentteil eines Schrittzyklus bestehend aus Schwung- und Standphase wieder. Nach-
stehendes Diagramm (siche Abbildung 26) zeigt den Parameter Duty Cycle zu unterschiedlichen
Messzeitpunkten (x-Achse). Dargestellt ist der Parameter Duty Cycle als Anteil im Vergleich zum

praoperativen Ausgangswert (y-Achse).
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ADbb. 26: Parameter Duty Cycle relativ zum Ausgangswert an d=-1 fiir die Kontroll- und Interventionsgruppe. p<0,05 # vs.
=1

Beide Gruppen demonstrierten einen Riickgang der Standphase des linken Hinterlaufes und somit einen
Riickgang der Prozentwerte im Parameter Duty Cycle. Die Behandlung mit Traumeel zeigte keinen
signifikanten Unterschied (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl die Traumeel- als auch
die Kontrollgruppe zeigten einen niedrigeren Duty Cycle-Anteil an Tag eins und drei im Vergleich zum

praoperativen Ausgangswert (p<0,05).

Der Parameter Print_Area stellt die Kontaktfliche der Pfote wihrend der Standphase als Anteil des
préoperativen Ausgangswertes an d=-1 dar. Entsprechend eines Schonverhaltens wird der verletzte
Hinterlauf weniger beansprucht. Abbildung 27 zeigt die Print Area zu unterschiedlichen Untersu-

chungszeitpunkten (x-Achse) aufgetragen gegen den Anteil an dem préoperativen Ausgangswert.
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Abb. 27: Parameter Print_Area relativ zum Ausgangswert an d=-1 fiir die Kontroll- und Interventionsgruppe. p<0,05 # vs.
d=-1

Beim Vergleich der Print _Area zeigte sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied (p<0,05) zwischen
den Gruppen. Interessant war, dass sich innerhalb der Interventionsgruppe im zeitlichen Verlauf ein
signifikanter Unterschied darstellte. Die Kontaktflache war bei der Traumeel-Gruppe an den Tagen eins

und drei signifikant zum Ausgangswert reduziert (p<0,05).

Der Parameter MaxContactArea gibt die maximale Kontaktfliche der Pfote wihrend eines Schrittes
in cm? wieder und wurde in Prozent des Ausgangswertes von Tag d=-1 berechnet. Im Sinne einer
Schonung nimmt die Kontaktflache bei Verletzung ab. Nachfolgend ist die MaxContactArea in ihrem

zeitlichen Verlauf dargestellt (siche Abbildung 28).
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Abb. 28: Parameter MaxContactArea relativ zam Ausgangswert an d=-1 fiir die Kontroll- und Interventionsgruppe. p<0,05 #
vs. d=-1
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Die Behandlung mit Traumeel erbrachte keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontroll-
gruppe. Hervorzuheben ist, dass die Interventionsgruppe an den Tagen eins und drei einen signifikanten

Unterschied (p<0,05) im Vergleich zum priaoperativen Ausgangswert zeigte.

Der Parameter MaxContactMeanlIntensity gibt den mittleren Druck der Pfote auf der Glasplatte an. Der
verletzte Hinterlauf wird weniger stark belastet und mit weniger Druck auf dem CatWalk aufgesetzt.
Nachstehend wird der Verlauf {iber die Zeit (x-Achse) des Anteils am praoperativen Ausgangswert (y-
Achse) graphisch dargestellt (sieche Abbildung 29).
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Abb. 29: Parameter MaxContactMeanIntensity relativ zum Ausgangswert an d=-1 fiir die Kontroll- und Interventionsgruppe.
p<0,05 # vs. d=-1

Gegeniiber der Kontrollgruppe erwies sich die Behandlung mit Traumeel nicht signifikant unterschied-
lich beziiglich des Parameters MaxConactMeanlintensity. Zu beachten ist, dass sich ebenfalls ein signi-
fikanter Unterschied (p<0,05) innerhalb des zeitlichen Verlaufes in der Interventionsgruppe zeigte. Der
Kontrolltag an Tag drei der mit Traumeel behandelten Tiere zeigte einen signifikanten Unterschied

(p<0,05) im Vergleich zum préoperativen Ausgangswert.
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4.4. Muskeldurchmesser

Folgendes Diagramm (siche Abbildung 30) gibt den Muskeldurchmesser als Anteil des prédoperativen

Ausgangswertes zu den unterschiedlichen Kontrollzeitpunkten wieder.
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Abb. 30: Daten der Schiebelehre (Dicke) des linken Hinterlaufes Relativ zum Ausgangswert nach Kontusion an d=0 der
Kontroll- und Interventionsgruppe. p<0,05 # vs. d=0

Beide Gruppen zeigten zunéchst eine Zunahme des Durchmessers ohne signifikanten Unterschied zwi-
schen den Gruppen. Allerdings zeigte sich in beiden Gruppen an Tag 14 eine signifikante Abnahme
(p<0,05) des Durchmessers im Vergleich zum Ausgangswert (d=0) (siche Abbildung 30).
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4.5. Sonographie

4.5.1. Sauerstoffsittigung

Der Sauerstoffgehalt (%) SO, Av 3D wurde mittels Photoakustik Imaging (PAI) anhand des HbT im
untersuchten Muskelbauch ermittelt. In folgenden Diagrammen sind die Werte des Sauerstoffgehaltes

anteilig am praoperativen Ausgangswertes dargestellt (Abbildung 31, A-D).
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Abb. 31: A) Sauerstoffgehalt SO2 Av 3D in Prozent des linken Hinterlaufes gemessen an RH der gleichen Méuse (=100%)
der Kontroll- und Interventionsgruppe sowie B) SO, Av 3D delta des linken Hinterlaufes gemessen an d=0 als Ausgangswert
(=100%) und C) LH und RH der Traumeel Gruppe D) LH und RH der Kontrollgruppe. An den Tagen d=1, d=3, d=7, d=14.
p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0

Das Diagramm A) vergleicht den gesunden, rechten Hinterlauf der Maus mit dem linken, kontusio-
nierten Hinterlauf und stellt die Abnahme des Sauerstoffgehaltes des verletzten Beines als Anteil am
gesunden Hinterlauf dar. Der Sauerstoffgehalt wurde anhand des rechten Hinterlaufes als Ausgangs-

wert mit 100% berechnet, um den Riickgang zum physiologischen Sauerstoffgehalt (in RH) beider
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Gruppen darzustellen. Beim Vergleich beider Gruppen zeigten sich signifikante Unterschiede (p<0,05)
an Tag d=0 und Tag 14. Interessanterweise prasentierte sich innerhalb der Interventionsgruppe ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) zum Ausgangswert an Tag 14, wohingegen die Kontroll-

gruppe keinen signifikanten Unterschied zeigte.

Das Diagramm B) vergleicht die linken Hinterldufe im zeitlichen Verlauf als Anteil am préoperativen
Ausgangswert. Die Behandlung mit Traumeel zeigte an den Tagen drei und 14 einen statistisch signi-
fikanten Unterschied (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl die Traumeel-Gruppe als

auch die Kontrollgruppe waren an Tag drei und 14 statistisch signifikant unterschiedlich im Vergleich

zum praoperativen Ausgangswert (p<0,05).

Die Diagramme C) und D) stellen die Abnahme des Sauerstoffgehaltes nach Kontusion beider Gruppen
im Vergleich zum Sauerstoffgehalt von rechten Hinterldufen gesunder Kontrollméause (ctrl) dar. In der
Interventionsgruppe zeigte sich ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) an d=0, d=1, d=3 und
d=7 zwischen LH und ctrl, wohingegen die Kontrollgruppe an den Tagen eins, drei und 14 signifikant

unterschiedlich (p<0,05) waren.
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4.5.2. Hamoglobin Threshold

Mittels der Sonographie und Photoakustik (PAI) gelang es, den Hamoglobingehalt als Hamoglobin
Threshold zu bestimmen. Nachfolgende Diagramme (siche Abbildung 32 A-D) stellen den Hamoglob-

ingehalt im zeitlichen Verlauf dar.
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Abb. 32: A) HbT Av 3D in Prozent des linken Hinterlaufes gemessen an RH der gleichen Mause (=100%) der Kontroll- und
Interventionsgruppe sowie B) HbT Av 3D delta des linken Hinterlaufes gemessen an d=0 als Ausgangswert (=100%) und C)
LH und RH der Traumeel-Gruppe D) LH und RH der Kontrollgruppe. An den Tagen d=1, d=3, d=7, d=14. p<0,05 * vs. Kon-
trollgruppe, # vs. d=0

Das Diagramm A) vergleicht den gesunden, rechten Hinterlauf der Maus mit dem linken, kontusionier-
ten Hinterlauf und stellt die Abnahme des Hamoglobingehaltes des verletzten Beines als Anteil am ge-
sunden Hinterlauf dar. Zwischen beiden Gruppen ergab sich an Tag 14 ein statistisch signifikanter Un-
terschied (p<0,05). Sowohl die Kontroll- als auch die Interventionsgruppe waren an Tag 14 statistisch

signifikant unterschiedlich (p<0,05) zu d=0.
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Das Diagramm B) vergleicht die linken Hinterldufe im zeitlichen Verlauf als Anteil am prioperativen
Ausgangswert. Zwischen beiden Gruppen waren die Tage sieben und 14 statistisch signifikant unter-
schiedlich (p<0,05). Tag d=3, 7 und 14 présentierten in der Interventionsgruppe statistisch signifikante
Unterschiede (p<0,05) zu d=0. In der Kontrollgruppe waren die Tage drei und 14 statistisch signifikant
unterschiedlich (p<0,05) zu d=0.

Die Diagramme C) und D) stellen den zeitlichen Verlauf des Himoglobingehaltes nach Kontusion bei-
der Gruppen im Vergleich zum Hamoglobingehalt von rechten Hinterldufen gesunder Kontrollméuse
dar. Der Parameter HbT prisentierte sowohl innerhalb der Interventionsgruppe an d=7 und d=14 signi-

fikante Unterschiede (p<0,05) als auch innerhalb der Kontrollgruppe zwischen LH und RH an d=1.

Die Abbildung 33 zeigt exemplarisch die sonographische Darstellung des Muskelbauches am Tag der
Kontusion sowie am Kontrolltag d=1. Die Bilder A und C verdeutlichen die Kontrollgruppe, wohinge-
gen die Bilder B und D die Traumeel-Gruppe zeigen. Es ist jeweils der B-Mode dargestellt. Zusitzlich
erkennt man die Darstellung der PAI Hierbei ist die Muskeloxygenierung zu sehen (rot= 100%, blau=

0%). Zwischen dem Tag der Kontusion und dem Kontrolltag sind kaum Unterschiede zu erkennen.

Traumeel dO

NaCl Kontrolltag Traumeel Kontrolltag

Abb. 33: Kontrollgruppe (A, C) sowie Interventionsgruppe (B, D) jeweils direkt nach Kontusion (A, B) sowie am Kontrolltag
nach d=1 Standzeit (C, D). Zu erkennen ist der farbig markierte M. gastrocnemius. Links im Bild ist der B-Mode dargestellt,
rechts im Bild das PAI mit Muskeloxygenierung von 0% (blau) bis 100% (rot). Auffillig ist der vermehrte oxygenierte Anteil
des Muskels
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Die Abbildung 34 zeigt exemplarisch die sonographische Darstellung des Muskelbauches am Tag der
Kontusion sowie am Kontrolltag d=3. Gleichermalien zeigen die Bilder A und C die Kontrollgruppe,
wohingegen die Bilder B und D die Traumeel-Gruppe zeigen. Es ist jeweils der B-Mode dargestellt.
Zusitzlich erkennt man die Darstellung der PAI Hierbei ist die Muskeloxygenierung dargestellt (rot =

100%, blau= 0%). Zwischen Tag null und Tag drei lassen sich bereits leichte Unterschiede erkennen.

NaCl dO

NaCl Kontrolltag Traumeel Kontrolltag

Abb. 34: Kontrollgruppe (A, C) sowie Interventionsgruppe (B, D) jeweils direkt nach Kontusion (A, B) sowie am Kontrolltag
nach d=3 Standzeit (C, D). Zu erkennen ist der farbig markierte M. gastrocnemius. Links im Bild ist der B-Mode dargestellt,
rechts im Bild das PAI mit Muskeloxygenierung von 0% (blau) bis 100% (rot). Im rechten Bild ist der Punktionskanal mar-
kiert, der durch die Injektion mit Traumeel entstanden ist. Auch hier ist noch ein relativ hoher Oxygenierungsgehalt erkenn-
bar

Die Abbildung 35 zeigt exemplarisch die sonographische Darstellung des Muskelbauches am Tag der
Kontusion sowie am Kontrolltag d=7. Gleichermalien zeigen die Bilder A und C die Kontrollgruppe,
wohingegen die Bilder B und D die Traumeel-Gruppe zeigen. Es ist jeweils der B-Mode dargestellt.
Zusitzlich erkennt man die Darstellung der PAI Hierbei ist die Muskeloxygenierung dargestellt (rot =
100%, blau= 0%). Zwischen Tag null und Tag sieben lassen sich, vor allem in der PAI, Unterschiede

erkennen.
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Abb. 35: Kontrollgruppe (A, C) sowie Interventionsgruppe (B, D) jeweils direkt nach Kontusion (A, B) sowie am Kontrolltag
nach d=7 Standzeit (C,D). Zu erkennen ist der farbig markierte M. gastrocnemius. Links im Bild ist der B-Mode dargestellt,
rechts im Bild das PAI mit Muskeloxygenierung von 0% (blau) bis 100% (rot). Es zeigen sich weniger oxygenierte Bereiche
im Vergleich zum Operationstag

Die Abbildung 36 zeigt exemplarisch die sonographische Darstellung des Muskelbauches am Tag der
Kontusion sowie am Kontrolltag d=14. Gleichermalien zeigen die Bilder A und C die Kontrollgruppe,
wohingegen die Bilder B und D die Traumeel-Gruppe zeigen. Es ist jeweils der B-Mode dargestellt.
Zusitzlich erkennt man die Darstellung der PAI. Hierbei ist die Muskeloxygenierung dargestellt (rot =
100%, blau= 0%). Zwischen Tag null und Tag vierzehn lassen sich Unterschiede sowohl in der PAI als
auch im B-Mode erkennen. Beide Gruppen zeigen anfdnglich eine echoarme, oberflachlich gelegene

Raumforderung, die sich an Tag 14 weitestgehend abgebaut hat.
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Abb. 36: Kontrollgruppe (A, C) sowie Interventionsgruppe (B, D) jeweils direkt nach Kontusion (A, B) sowie am Kontrolltag
nach d=14 Standzeit (C, D). Zu erkennen ist der farbig markierte M. gastrocnemius. Links im Bild ist der B-Mode darge-
stellt, rechts im Bild das PAI mit Muskeloxygenierung von 0% (blau) bis 100% (rot). Es zeigen sich weniger oxygenierte
Bereiche im Vergleich zum Operationstag

Mittels MRT gelang es, die Odemresorption zu unterschiedlichen Zeitpunkten darzustellen. Nachfol-
gendes Diagramm (siche Abbildung 37) gibt die Odemresorption zu den unterschiedlichen Standpunk-

ten als Anteil zum préoperativen Ausgangswert wieder.
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Abb. 37: Odem relativ zum Ausgangswert der Kontroll- sowie Interventionsgruppe an d=0 an den Tagen d=1, d=3 ,d=7,
d=14. p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0
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Die MRT-Untersuchung ldsst eine kontinuierliche Verringerung des Odems ab dem ersten Tag nach der
Intervention in beiden Gruppen erkennen. Die Behandlung mit Traumeel war an Tag sieben statistisch
signifikant unterschiedlich (p<0,05) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Sowohl die Traumeel-Gruppe als
auch die Kontrollgruppe zeigten eine signifikant unterschiedliche (p<0,05) OdemgroBe im Vergleich

zum Ausgangswert zu allen Untersuchungszeitpunkten.

Daneben wurde die Resorption des intramuskuliiren Odems zu unterschiedlichen Zeitpunkten unter-
sucht (siche Abbildung 38).
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Abb. 38: Intramuskulires Oden (%) des linken Hinterlaufes der Kontroll- und Interventionsgruppe an den Tagen d=0, d=1,
d=3 ,d=7, d=14. p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0

Beim Vergleich des intramuskulidren Odems zeigten sich ebenfalls statistisch signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen beiden Gruppen an Tag sieben. Es zeigten sich zudem signifikante Unterschiede
(p<0,05) zwischen Traumeel und d=0 an den Tagen d=1, 3, 7 und 14 sowie zwischen Kontrollgruppe

und d=0 an Tag d=1, 3, 7 und 14.
Des Weiteren wurde der Umfang des Muskels im MRT zu den unterschiedlichen Kontrollzeitpunkten

gemessen. Nachfolgendes Diagramm (siche Abbildung 39) zeigt den Umfang des Muskels als Anteil

des praoperativen Ausgangswertes zu unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkten.
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ADbb. 39: Umfang relativ zum Ausgangswert der Interventions- sowie Kontrollgruppe an d=0 und an den Tagen d=1, d=3,
d=7, d=14. p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0

Die Umfangsmessung erfolgte ebenfalls mittels MRT und wurde in Prozent des Ausgangswertes an d=0
umgerechnet (siche Abbildung 39, Tabelle 4). Zwischen beiden Gruppen gab es einen statistisch signi-
fikanten Unterschied (p<0,05) an d=7. Beide Gruppen zeigten einen signifikanten Unterschied (p<0,05)
im Vergleich zum Ausgangswert an den Tagen d=3, 7 und 14. Interessanterweise zeigte Traumeel be-
reits an Tag eins einen signifikanten Unterschied (p<0,05) im Vergleich zum praoperativen Ausgangs-

wert.

Um die Ergebnisse zu visualisieren, wurden exemplarisch Transversalbilder ausgewéhlt (siche Abbil-
dung 40). Zu sehen sind jeweils die Operationstage an d=0 mit dem posttraumatischen intramuskula-
ren Odem. Dargestellt ist der zeitliche Verlauf von Tag eins bis Tag 14. Das rechte Bild zeigt jeweils
die markierten, hyperintensen ROI’s, bei denen die Kontusionsstelle zu erkennen ist. A-E zeigt die
MRT-Bilder der Kontrollgruppe, wohingegen F-J die Bilder der Traumeel-Gruppe zeigt. Bei den
Gruppen mit einer Standzeit von einem Tag ist die kontusionierte Stelle noch stark hyperintens. Der
markierte Bereich der Verletzung hat sich kaum verkleinert. Optisch ist zwischen Interventions- und
Kontrollgruppe kein Unterschied zu erkennen. Auch an Tag drei unterscheiden sich die Gruppen
kaum. Der Kontusionsbereich ist etwas kleiner. Ab Tag d=7 ist in der Traumeel-Gruppe am Kontroll-
tag keine Kontusionsstelle mehr erkennbar. Bei der Kontrollgruppe ist erst ab dem vierzehnten Tag

keine Verletzung mehr zu sehen.
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Abb. 40: Axiales MRT-Bild der Kontrollgruppe (A-E) und Interventionsgruppe (F-J) jeweils am Operationstag (A und F)
sowie Kontrolltag mit einer Standzeit von d=1 (B und G), d=3 (C und H), d=7 (D und I) und d=14 (E und J). Im rechten Bild-
bereich sind die hyperintensen ROI’s markiert, bei denen die Kontusionsstelle zu erkennen ist
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4.7. Histologie

Mittels Histologie gelang es, die Entziindungsreaktion wie auch die beteiligten inflammatorischen Zel-
len ndher zu untersuchen.

4.7.1. HE

Mit Hilfe der HE-Firbung gelang es die beschédigten Muskelschnitte histologisch zu analysieren,

Nekrosen darzustellen und Zellkerne, Muskelfasern sowie Erythrozyten zu beurteilen. Nachfolgendes
Diagramm (siche Abbildung 41) zeigt die Zellzahl pro Gesichtsfeld der HE-Farbung zu unterschiedli-
chen Standzeiten. Abbildung 41-44 demonstriert exemplarisch Muskelschnitte der HE-Farbung beider

Gruppen an d=0 und Schnitte der Kontrollgruppe sowie Interventionsgruppe an den Kontrolltagen.

[—J NaCl
# I Traumeel
300
* #
#
#
200 H
(J # *
B * # iy
#
100 A
0
0od 1d 3d 7d 14d
day

ADbb. 41: Zellzahl in Zellen/Gesichtsfeld der HE-Farbung der linken Hinterldufe der Interventionsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe Relativ zum Ausgangswert an d=0. p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0
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Abb. 42: Tag 0d der Kontroll-und Interventionsgruppe. HE-Férbung
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Abb. 44: Interventionsgruppe HE-Farbung an den Tagen 1d, 3d, 7d und 14d
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Die quantitative Analyse mit Hilfe der HE-Farbung (sieche Abbildung 44) prasentierte an den Tagen
d=1, d=3 und d=7 statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen beiden Gruppen. Es ergaben
sich statistisch signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen d=0 und allen Kontrolltagen bei beiden
Gruppen.

Abbildung 42-43 demonstriert exemplarisch Muskelschnitte beider Gruppen an d=0 und Schnitte der
Kontrollgruppe an den Kontrolltagen. Direkt nach Kontusion sind Zelltriimmer zu erkennen. Die Mus-
kelfasern sind zerstort. Es zeigt sich eine Vielzahl an Erythrozyten zwischen den destruierten Myozyten
sowie im gesamten Muskelschnitt. Der interzelluldre Abstand ist erweitert. Das Synzytium ist zerstort.
An Tag eins sind vor allem Nekrosen zu erkennen. Die Inflammationsreaktion beginnt ab Tag eins und

hat an Tag drei ihren Hohepunkt mit Makrophagen und Regeneration der Myoblasten.

Durch die Anoxie und mechanische Schiadigung kommt es zur Nekrose und zum Untergang von Mus-
kelzellen. Die Zellen wirken balloniert. Ihre Zellkerne sind schwer zu erkennen. Zwischen den Muskel-
zellen sind basophile Zellkerne zu identifizieren. Die Erythrozyten sind beinahe komplett verschwun-
den. Lediglich vereinzelt finden sich noch destruierte Myozyten. Der Zellzwischenraum ist immer noch
vergroflert. Am dritten Tag ist der Zellzwischenraum wieder schmaler. Die basophilen Zellkerne sind
zwischen den Muskelzellen konzentriert. Auch an Tag sieben ist die Kontusionszone durch die hohe
Anzahl an basophilen Zellkernen gut zu erkennen. Teilweise sind die Zellzwischenrdume mit bindege-
webigem Ersatzgewebe aufgefiillt. An Tag 14 ist keine Kontusionszone mehr zu unterscheiden. Verein-
zelt lassen sich zentrale Zellkerne ausmachen. Die Zellzwischenrdume sind kaum festzustellen. Das

Synzytium ist weitestgehend wiederhergestellt.

In den Beispielbildern der Traumeel-Gruppe (Abbildung 42 und 44) unterscheidet sich der Tag null
kaum von der Aufnahme der Kontrollgruppe. Am ersten Tag sind gleichermalien vergroB3erte Muskel-
zellen und erweiterte Zellzwischenrdume zu erkennen. Das Synzytium ist unterbrochen und wird von
basophilen Zellen bewandert. Ab Tag drei ist die Lasionsstelle gut durch die Konzentration von baso-
philen Zellkernen zu unterscheiden, die in die verletzte Stelle eingewandert sind. In den Schnitten von
Tieren mit sieben Tagen Standzeit sind kaum noch basophile Zellen zu identifizieren. Der erweiterte

Zellzwischenraum ist verkleinert. An Tag 14 ist das Synzytium wiederhergestellt.

Das Trauma nebst im MRT dargestellten Kontusionsherden sind histologisch verifizierbar und die in
einschldgiger Literatur beschriebenen histologischen Verdnderungen sind in den angefertigten mikro-

skopischen Aufnahmen gut erkennbar.
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4.7.2. CD68

Mit Hilfe der immunhistochemischen Farbung CD68 gelang es, die Zellen weiter zu spezifizieren und
die Makrophagen darzustellen. Abbildung 45 zeigt die Zellzahl in Zellen pro Gesichtsfeld der CD68
positiven Zellen zu unterschiedlichen Standzeiten. Weiter sind exemplarisch Muskelschnitte gewéhlt,

um den postinterventionellen Verlauf zu skizzieren (siche Abbildung 46-48)
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ADbb. 45: Zellzahl in Zellen/ Gesichtsfeld der CD68 Féarbung der linken Hinterldufe der Interventionsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe relativ zum Ausgangswert an d=0. p<0,05 # vs. d=0
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Abb. 46: Tag 0d der Kontroll- und Interventionsgruppe. CD68
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Abb. 48: Interventionsgruppe CD68 Farbung an den Tagen 0d, 1d, 3d, 7d und 14d
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Vergleicht man Muskelschnitte der verletzten Hinterldufe der Kontrollgruppe mittels CD68-Farbung
(siche Abbildung 45) miteinander, so erkennt man keinen signifikanten Unterschied zwischen beiden
Gruppen.

Die Behandlung mit Traumeel sowie die Injektion mit NaCl zeigten einen signifikanten Unterschied
(p<0,05) im Vergleich zu d=0 an den Tagen eins und drei. Interessanterweise prisentierte Traumeel

jedoch an Tag drei eine hohere Zellzahl.

Abbildung 46-48 zeigt exemplarisch die bereits in der HE-Farbung dargestellten Ausschnitte der Mus-
kelschnitte in der CD68-Farbung. Tag null zeigt vereinzelt CD68 positive Zellen sowie die bereits in
HE-Farbung erkenntlichen Degenerationsprozesse. Man erkennt ebenfalls die ballonierten Zellen sowie
erweiterte Zellzwischenrdume im Kontusionsherd an Tag eins.

Mittels CD68-Féarbung ist es moglich, die Zellen als Makrophagen, die beginnen in die Verletzungszone
einzuwandern, zu identifizieren. An Tag drei nach Kontusion konzentrieren sich die Makrophagen in
den Muskelschnitten der Kontrollgruppe (Abbildung 47) an der Verletzungszone und umgeben einzelne
Muskelzellen, um mit der Phagozytose zu starten. Tag sieben zeigt noch erweiterte Zellzwischenrdume,
die teilweise von Makrophagen besiedelt sind, teils mit Bindegewebe gefiillt. An Tag 14 sind kaum
CD68 geférbte Zellen zu erkennen.

Auch in den Beispielabbildungen der Priparate der Interventionsgruppe (Abbildung 48) kommt der
Kontusionsherd analog zu den HE-Féarbungen mit ballonierten, teils nekrotischen Zellen, die von CD68
positiven Zellen besiedelt worden sind, zum Ausdruck. Das histologische Bild an Tag drei demonstriert
einpragsam, wie stark die Makrophagen in den Kontusionsherd eingewandert sind. Die Muskelzellen
werden phagozytiert und von CD68 positiven Zellen iiberwuchert. An Tag sieben und 14 sind auch in

den als Beispiel gewihlten Bildern kaum positive Zellen auszumachen.
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4.7.3. Caspase-3

Mit Hilfe der Caspase-3 Farbung gelingt es, die apoptotischen Zellen darzustellen. Folgend ist in Ab-
bildung 49 die Zellzahl pro Gesichtsfeld der Caspase-3 positiven Zellen zu unterschiedlichen Stand-
zeiten dargestellt. Ebenso finden sich, exemplarisch dargestellt, die Muskelschnitte beider Gruppen in

der Abbildung 50-52.
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ADbb. 49: Zellzahl in Zellen/ Gesichtsfeld der Caspase-3 Féarbung der linken Hinterldufe der Interventionsgruppe im Vergleich
zur Kontrollgruppe relativ zum Ausgangswert an d=0. p<0,05 * vs. Kontrollgruppe, # vs. d=0

0dNaCl y 0d Traufneel

~

P

€ QX GO0 ., ; w  TToomm~

Abb. 50: Tag 0d der Kontroll- und Interventionsgruppe. Caspase-3 Férbung
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Abb. 52: Interventionsgruppe Caspase-3 Farbung an den Tagen 0d, 1d, 3d, 7d und 14d
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Die Behandlung mit Traumeel zeigte einen statistisch signifikanten Unterschied (p<0,05) im Vergleich
zur Kontrollgruppe an Tag d=14. Innerhalb der Traumeel-Gruppe zeigte sich kein statistisch signifikan-
ter Unterschied im Vergleich zu d=0. Interessanterweise ergab sich innerhalb der Kontrollgruppe fiir
d=1, d=3 und d=14 ein statistisch signifikanter Unterschied (p<0,05) im Vergleich zum Interventionstag
an d=0.

Abbildung 50 zeigt exemplarische Ausschnitte der Priaparate der Kontrollgruppe und Interventions-
gruppe. In Abbildung 51 sind Beispielbilder der Préparate der Kontrollgruppe zu sehen. Wéhrend an
Tag d=0, d=1 und d=7 kaum Caspase-3 positive Zellen zu erkennen sind, so priasentieren sich an Tag
d=3 und d=14 gelegentlich positive Zellen, die bei Schnitten von Versuchstieren mit einer Standzeit von
d=3 gruppiert zu erkennen sind. In der Abbildung 52 kann man an Tag eins, besonders aber an Tag drei
eine Vielzahl von Caspase 3 positiven Zellen identifizieren. Die beispielhaft gewdhlten Ausschnitte der

Muskelpréparate an Tag null, sieben und 14 lassen nur schwer ein positives Signal feststellen.

4.7.4. MPO
Mit Hilfe der MPO-Féarbung war es moglich die Neutrophilen darzustellen. Abbildung 53 zeigt die
graphische Darstellung der Ergebnisse. Zu sehen ist die Zellzahl pro Gesichtsfeld aufgetragen gegen
die unterschiedlichen Standzeiten der Versuchstiere. Abbildung 54-56 zeigt die dazu passenden Bei-

spielbilder der histologischen Muskelschnitte der Kontroll- und Interventionsgruppe.
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ADbb. 53: Zellzahl in Zellen/ Gesichtsfeld der MPO-Farbung der linken Hinterldufe der Interventionsgruppe im Vergleich zur
Kontrollgruppe relativ zum Ausgangswert an d=0. p<0,05 # vs. d=0
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Abb. 54: Tag 0d der Kontroll-und Interventionsgruppe. MPO-Férbung

Abb. 55: Kontrollgruppe MPO-Firbung an den Tagen 0d, 1d, 3d, 7d und 14d
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Abb. 56: Interventionsgruppe MPO-Férbung an den Tagen 0d, 1d, 3d, 7d und 14d

Beim Vergleich der MPO positiven Zellen (siche Abbildung 53) zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen beiden Gruppen. Beide Gruppen wiesen einen statistisch signifikanten Unter-

schied (p<0,05) an Tag eins, sieben und 14 im Vergleich zu d=0 auf.

Abbildung 54 zeigt Kontroll- und Interventionsgruppe an Tag null. Betrachtet man die mikroskopisch
angefertigten Bildausschnitte in Abbildung 54 und 55, so stellt man vor allem am ersten Tag ein stark
positives Signal in der MPO-Farbung fest. An den Tagen d=0, 3, 7, 14 waren kaum positiv markierte
Zellen zu erkennen. Analog zur Kontrollgruppe lassen sich in der Interventionsgruppe in Abbildung 56

nur im Bildausschnitt von d=1 MPO positive Zellen gut erkennen.
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5. Diskussion

5.1. Diskussion der Methoden

Diese Arbeit analysierte die Wirkung von Traumeel mit nur einer definierten Dosis und Injektion. So-
mit kann keine Aussage iiber die Effekte hoherer Dosierung oder wiederholter Gabe gemacht werden,
welche zum Teil im klinischen Alltag eingesetzt werden (BELIKAN et al., 2020; HOTFIEL et al.,
2018Db).

5.1.1. Kontusionsmodell
Verschiedene Studien befassen sich mit Modellen zur Muskelregeneration, welche sich durch unter-
schiedliche Verletzungsmodelle zum Teil erheblich unterscheiden. Da eine typische Sportverletzung
untersucht werden sollte, wurde das am nichsten an der klinischen Fragestellung stehende Kontusions-
modell verwendet (FUKADA et al., 2010; MAHDY, 2018). Andere Modelle wie chemische (Lokalan-
dsthetika, Toxine und diverse chemische Stoffe) oder ischdmische Modelle (FORCINA et al., 2020)

wiéren zur Beantwortung der Fragestellung nicht passend gewesen.

Bei allen Kontusionsmodellen wird das Gewebe energetisch komprimiert. Hierbei wird zwischen Mo-
dellen mit Fallgewichten und Quetschungen durch Zangen unterschieden. Wobei sich bei der Quet-
schung die Art der erzeugten Lésion stark von der Kontaktverletzung im Sport unterscheidet
(JARVINEN, SORVARI, 1975; MCBRIER et al., 2009). Crisco et al. (1994) beschrieben ein Fallge-
wicht, welches iiber dem M. gastrocnemius platziert wurde, um eine lokale Kontusion an der Ratte
auszulosen (CRISCO et al., 1996; CRISCO et al., 1994). Das Modell wurde bereits fiir mehrere Studien
in der Literatur angewandt (MARKERT et al., 2005; MCBRIER et al., 2007, MERRICK, 2002;
WILKIN et al., 2004). Nachteil dieses Modells ist die Etablierung unterschiedlicher Schweregrade der
Verletzung (MCBRIER et al., 2009). Durch Veridnderung der Fallhdhe kdnnen verschiedene Schwere-
grade erreicht werden (DANTAS et al., 2017; MCBRIER et al., 2009). Entsprechend der an der Ratte

beschriebenen Modelle wurde das Kontusionmodell dieser Studie fiir die Maus modifiziert.

5.1.2. Ganganalyse
Die ersten wissenschaftlichen Publikationen zum Verstidndnis der Physiologie und Biomechanik der
Fortbewegung finden sich bereits 1779 (Vincent und Goiffon, 1779) (BATKA et al., 2014). Dabei kann
anhand des Bewegungsmusters das Stadium der Rehabilitation und der Krankheitsprogression abgelei-
tet werden (BATKA et al., 2014; BRAUN et al., 2019; UNGER et al., 2021). Es ist zuléssig, die Ergeb-
nisse der Ganganalyse von Nagetier auf den Menschen zu iibertragen. Dadurch ist die Untersuchung der
Lokomotion von Nagern mittlerweile eine etablierte Methode, insbesondere im Bereich neurologischer
Erkrankungen (BATKA et al., 2014; PITZER et al., 2021). Fiir die Ganganalyse konnen unterschiedli-

che Methoden verwendet werden. Video- und Reaktionskraftanalysen, Laufbander verbunden mit

68



Hochgeschwindigkeits-Videokameras und die Analyse von Pfotenabdriicken kdnnen als Analyseme-
thode dienen (CLARKE, STILL, 1999, 2001; HERBIN et al., 2004; HISTING et al., 2010; WILLIAMS
et al., 1993). Auch rontgenbasierte Methoden wurden beschrieben, welche aber aufgrund der Invasivitét

lediglich im Bereich von Frakturheilungsstudien angewandt wurden (HISTING et al., 2010).

Die genauesten Ergebnisse liefert die automatisierte Ganganalyse, wozu in der Literatur entsprechend
zunehmend automatisierte Analysegerdte wie das CatWalk XT eingesetzt werden. Der Fokus lag bis
dato auf Riickenmarks- und Hirnverletzungen, Parkinson, Chorea Huntington, Amyotrophe Lateralskle-
rose, Multiple Sklerose, Schidel-Hirn-Trauma, periphere Lahmungen/Traumata und Arthritis
(GERBER et al., 2012; HAMERS et al., 2006; HEROLD et al., 2016; LIU et al., 2022; MASOCHA,
PARVATHY, 2009; MORITZ et al., 2019; NEUMANN et al., 2009; VANDEPUTTE et al., 2010;
WALTER et al., 2020; WALTER et al., 2022).

Die ausgewerteten Parameter variieren diesbeziiglich zwischen den Studien zum Teil erheblich. Um
eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erlangen, wurden in dieser Studie die am hiufigsten in der
Literatur verwendeten Parameter verwendet, welche passend zu den dynamischen und anatomischen

Faktoren waren (KAPPOS et al., 2017).

Um den Einfluss duBlerer und individueller Faktoren wie Alter, Korpergewicht, Geschlecht, Maus-
stamm, Geschwindigkeit, Fehlmessungen und Training zu minimieren, wurden Méuse des gleichen
Mausstamms, des gleichen Geschlechts, Alters und Korpergewichts, wie in der Literatur empfohlen,
verwendet (CLARKE, STILL, 1999; MACHADO et al., 2015; MOCK et al., 2018; NEUMANN et al.,
2009; WOOLEY et al., 2005; WOOLEY et al., 2009). Das Ganganalysesystem wurde, gemal} den Vor-
gaben des Herstellers, mit einer maximalen Variation von 60% zwischen den einzelnen Léufen einge-
stellt. Durch den Ausschluss abweichender Laufe resultiert eine hohe Standardisierung der Datenqualitét

(CENDELIN et al., 2010).

Um die Datenqualitét und Standardisierung weiter zu erhohen, diskutieren verschiedene Arbeitsgruppen
den Einsatz von Trainingsliufen und Konditionierung (z.B. mittels Schokolinsen) (BARMANN et al.,
2021; GARRICK et al., 2021; HEINZEL et al., 2020). Wie in vorangegangen Studien erfolgten ein
Trainingslauf sowie ein weiterer Lauf vor dem Trauma, um eine negative Assoziation der Maus zwi-
schen Trauma und CatWalk XT zu verhindern (FRITZ et al., 2022). Hierbei konnte auch ohne Konditi-

onierung ein hohes Level der Standardisierung erreicht werden.
Verletzungen des M. gastrocnemius konnen durch Verdanderungen der Stand- und Schwungphase sowie

durch Anderungen des FuBabdrucks erfasst werden (GABRIEL et al., 2007; GRILLNER, 1975;
IWATA etal.,2010; NINAGAWA etal., 2013; SAKUMA etal., 2016; VIEIRA etal., 2016; VRINTEN,
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HAMERS, 2003). Die hierzu verwendeten Parameter Stand, Swing und dem daraus resultierenden
Duty Cycle sind somit valide Parameter um den Heilungsprozess nach der Verletzung analysieren zu
konnen (FEEHAN, ZADINA, 2019). Hinzu kommt, dass Méuse nach einer Verletzung vermehrt den
kontralateralen Hinterlauf nutzen, was sich in einer kiirzeren Schwungzeit und erhéhten Standzeit zeigt

(MARICELLI et al., 2016).

Des Weiteren wurden die Parameter Abdruckkraft und Abdruckflache zur Analyse des Gangbildes ver-
wendet (GABRIEL et al., 2007; NINAGAWA et al., 2013). Zu unterscheiden sind dabei die funktionel-
len Einschrankungen durch die Verletzung gegeniiber den schmerzassoziierten Verdnderungen, welche
ebenfalls das Gangbild verdndern konnen (LEPICARD et al., 2006; LIN et al., 2010; MASOCHA,
PARVATHY, 2009; VRINTEN, HAMERS, 2003). Um diesen Einfluss zu minimieren, erfolgte die
Analgesie der Tiere iiber den gesamten Zeitraum mittels Tramal, sodass der Einflussfaktor reduziert

werden konnte. Es zeigte sich eine Laufbereitschaft aller Mause iiber den gesamten Analysezeitraum.

5.1.3. Sonographie und Photoakustik
Die Sonographie nach Muskelverletzungen gilt derzeit als Goldstandard im klinischen Einsatz (KIEB
et al., 2010). Die Sensitivitit ist hierbei im akuten Stadium &hnlich der des MRTs. Allerdings nimmt
diese im Heilungsverlauf stetig ab, sodass eine genaue Beurteilung im weiteren Verlauf oft schwierig
ist (GIBBS et al., 2004; KOULOURIS, CONNELL, 2005). Leineweber et al. (2015) zeigten nach Mus-
kelkontusionen die grofiten pathologischen Veranderungen einen Tag post Intervention mit Himatomen
und Unterbrechungen der Fasern, wéhrend in den folgenden Tagen Anzeichen von Entziindungen und

Faserschaden weiter nachweisbar waren (LEINEWEBER, GAO, 2015).

Durch die zusétzliche photoakustische Bildgebung (PAI) ist es moglich, ohne invasive Diagnostik die
Perfusion und Sauerstoffversorgung zu iiberwachen und auf die tibrigen Untersuchungsergebnisse zu
beziehen. Die PAI hat eine hohe Sensitivitét in der Detektion von kleinen Blutgefalen, der Neovasku-
larisierung, der Hypoxie und der Ischidmie, die in diesem Umfang bei Ultraschall-Doppler-Bildern nicht
gegeben ist. Durch die gleichzeitige Darstellung mittels Ultraschall, lassen sich die Bilder zudem ana-
tomisch auswerten und die Markierung mittels ROI optimal durchfithren (ANDERSON et al., 2013;
CHOl et al., 2018; GUO et al., 2009; HOCKEL, VAUPEL, 2001; ISHIHARA et al., 2016; PARK et al.,
2017; TARUTTIS et al., 2016; WEIDNER, 1993).

Hochuli et al. (2019) zeigten in ihrer Studie, dass die Verwendung von Wellenldngen zwischen 500nm
und 1000nm zu ungenauen Schitzungen der Oxygenierung fihrte und dass eine sorgfaltige Auswahl
von Wellenldngen im Bereich von 620nm bis 920nm genauere Oxygenierungswerte liefern kann

(HOCHULI et al., 2019). Die Ergebnisse der Sauerstoffsittigung sollten vor diesem Hintergrund kri-

70



tisch betrachtet werden und in den Gesamtkontext der Erkenntnisse gestellt werden. Hier wurden Wel-
lenldngen von 750nm bis 850nm verwendet, entsprechend den Wellenldngen des oxygenierten und des-
oxygenierten Himoglobins. Viele Strukturen des Muskels erscheinen linear oder ldnglich, weshalb der
lineare Schallkopf am besten geeignet ist (HASHIMOTO et al., 1999) und deshalb in der vorliegenden
Studie Anwendung fand. Die Sonographie und PAI zeigten eine hohe Inter- und Intraobserver-Variabi-
litdt (BARBERIE et al., 1998; HAYASHI et al., 2012). Um die Intraobserver-Reliabilitdt zu reduzieren,

wurde die Auswertung der Bildgebung nach vier Wochen erneut kontrolliert.

5.1.4. MRT
Eine noch hohere Sensitivitét fiir Muskelverletzungen als die Sonographie bietet das MRT (HOTFIEL
et al., 2018a; KIEB et al., 2010). Hierbei kommen vor allem T2-gewichtete-Sequenzen des MRTs zum
Einsatz, welche Odeme und Hidmatome als hyperintense Veridnderungen des Muskels gut darstellen
konnen (FLECKENSTEIN et al., 1989; HAYASHI et al., 2012; REIMERS et al., 1994; SHINTANI,
SHIIGAI, 1993; WISHNIA et al., 2001).

Durch das MRT kénnen zudem Volumen und Umfang der Extremitit gemessen werden, was zum einen
der Beurteilung des Verletzungsgrades als auch der Beurteilung des Heilungsprozesses dient und der in
der Literatur verwendeten Parameter in dieser Studie entsprechend angewandt wurde (MCBRIER et al.,

2009).

5.1.5. Schiebelehre
Die Bestimmung des Durchmessers der verletzten Extremitit erfolgte analog zu vorangegangenen Stu-
dien (FRUEH et al., 2016). Der mogliche systemische Fehler der unterschiedlichen Messhéhe war in
allen Gruppen gleich vorhanden, sodass dies keinen Einfluss auf das Ergebnis hatte. Der mit Hilfe der

Schiebelehre erfasste Durchmesser der linken Hinterldufe zeigte iibereinstimmende Ergebnisse.

5.1.6. Histologie
Die Histologie ist eine geeignete Methode zur Beurteilung von Pathologien. Wir konnten die vorbe-
schriebenen Phasen der Nekrose- Entziindungs- und Regenerationsprozesse reproduzieren (JARVINEN
et al., 2005; MAROTTA et al., 2007; SAKUMA et al., 2016). Allerdings hat die Histologie aufgrund
der Notwendigkeit wiederholter Probenentnahmen eine zu begrenzte Kapazitit, um als Langsschnitt-
messung genutzt werden zu konnen (CHRZANOWSKI et al., 2016). Zudem koénnen verschiedene Stor-
faktoren die Immunreaktion sowie die Regenerationsféhigkeit und damit das histologische Bild beein-
flussen. Diese sind beispielsweise Hormone, Stamm, Alter, Stressoren, Kortikosteroide sowie das Ge-
schlecht (BROOKS, FAULKNER, 1994; KOH et al., 2003; MORAN et al., 2007; SCHNEIDER,
TIIDUS, 2007; TIIDUS, BOMBARDIER, 1999; TIIDUS et al., 2001; VISWANATHAN, DHABHAR,
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2005). Durch den Vergleich der Muskelprédparate von verletztem und gesundem Hinterlauf konnte ein

Einfluss dieser Storfaktoren ausgeschlossen werden.

5.2. Diskussion der Ergebnisse

Das eingesetzte Kontusionsmodell fiihrte bei allen Tieren zum Trauma, wobei sich das Volumen und
die Umfangszunahme in allen untersuchten Gruppen ohne signifikante Unterschiede zeigte, sodass das
eingesetzte Modell als standardisiert bezeichnet werden kann. Des Weiteren kam es nach dem Trauma

nicht zu einem starken Gewichtsverlust der Tiere, sodass die Ausfallquote bei 1,64% lag.

Der Wirkung von Traumeel wird in der Literatur meist der Einfluss auf die Entziindungsreaktion zuge-
schrieben, welche dann den Regenerationsprozess beschleunigen soll. Es zeigte sich zum Teil eine Zu-
nahme an Immunzellen (BELIKAN et al., 2020; BIRNESSER et al., 2004; KAZIMIRSKII et al., 2021;
MUDERS et al., 2016; MUDERS et al., 2017; SCHNEIDER, 2011).

Schneider et al. schrieben den Inhaltsstoffen unterschiedliche Orte des Wirkmechanismus in Bezug auf
die Entziindungsreaktion zu (SCHNEIDER, 2011). Hierbei konnte eine positive Wirkung fiir die Wund-
heilung, Odembildung und Analgesie nachgewiesen werden (LUSSIGNOLI et al., 1999; SCHNEIDER,
2011). Arnica montana, Hamamelis virginiana, Achille millefolium, Aconitum napellus, Atropa bella-
donna und Mercurius solubilus reduzieren die Odembildung. AuBerdem konnten Effekte auf Zytokine
zur Inhibition des Nuclear factor "kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells (NF-kB) und der da-
mit verbundenen inflammatorischen Genexpression nachgewiesen werden (LI, VERMA, 2002;
LUSSIGNOLI et al., 1999; LYSS et al., 1998; SCHNEIDER, 2011). Die eher proinflammatorisch wir-
kenden Inhaltsstoffe Calendula officinalis, Echinacea purpura und Matricaria recutita fiihrten gleichzei-
tig zu erhohten Leukozytenzahlen im Gewebe (GRECH, 2018).

Entsprechend der Wirkung ist somit von einer Modifikation der Inflammationsphasen in der Bildgebung
und in der Ganganalyse auszugehen. Hierbei zeigten die Sonographie und das MRT entsprechende Ver-
dnderungen, die bei Muskeltraumata iiblicherweise auftreten. Muskelkontusionen fithren zur Okklusion
der GefiBe, interstitiellen Blutungen, Odemen und Entziindungen im Muskel. Beschriebene Prozesse
duBern sich als erhohte Signalintensitit in der T2-Wichtung (BOHNDORF, KILCOYNE, 2002). Im
akuten Stadium (bis achtundvierzig Stunden post Trauma) stellen sich Himatome in der T1-Wichtung
isointens dar. Im subakuten Stadium (bis zu dreiflig Tagen post Trauma) prasentieren sich Himatome
in T2-Wichtungen aufgrund des Methdmoglobins hyperintens (ZACCAGNINI et al., 2015). In der
Traumeel-Gruppe war bereits ab Tag sieben kein Signalanstieg mehr nachzuweisen. Weiter zeigte sich
eine kontinuierliche Verringerung des Odems bis Tag 14 in beiden Gruppen. Das tendenziell groBere
Odem der Traumeel-Gruppe, vor allem am dritten Tag post Trauma, konnte hierbei durch eine gestei-

gerte Inflammationsreaktion erklart werden.
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Die akute Entziindungsreaktion bewirkt neben vermehrter Konzentration an Zytokinen und erhhter
Zahl an Neutrophilen auch eine Steigerung der Gefdllpermeabilitit, dadurch bildet sich vermehrt extra-
zellulire Fliissigkeit, die Odeme und Hypoxie verursachten (NOURSHARGH et al., 2010; PILLON et
al., 2013; STRAUSS et al., 1983). AuBBerdem erhdht sich der interstitielle Druck, der die Perfusion be-
hindern kann (JARVINEN et al., 2013; OYAIZU et al., 2018; TIDBALL, 2005). Hierzu passend sind
auch die Ergebnisse der Photoakustikuntersuchung. Hier zeigte sich zunédchst ein erhohter HbT-Wert
gegeniiber der gesunden, kontralateralen, hinteren Extremitét, wobei die Traumeel-Gruppe bereits an
Tag eins hohere Werte als die Kontrollgruppe aufwies. An Tag siecben nahm der HbT-Gehalt in der
Traumeel-Gruppe bereits signifikant gegeniiber Tag eins und der Kontrollgruppe ab, wiahrend die Kon-
trollgruppe einen gesteigerten Wert zeigte. Hierbei waren insbesondere Unterschiede des desoxygenier-

ten Himoglobins nachweisbar, wiahrend der SO,- Gehalt weiter erhoht war.

Eine Erkldrung hierfiir ist, dass es durch die GeféaBokklusion nach der Kontusion und aufgrund des Ha-
matoms zur Minderperfusion kommt. Als autoregulative Reaktion auf die resultierende Minderperfu-
sion kommt es dann zu einer reaktiven Hyperdmie, was sich in der Regel durch erhohte HbT-Werte
zeigt (YANG et al., 2020). Der im Verlauf gesteigerte SO,—Wert in der Traumeel-Gruppe ist hinweisend
fiir ein beschleunigtes Abrdumen des Debris durch Makrophagen und das dadurch reduzierte Hamatom,
was in der Kontrollgruppe erst nach Tag drei und somit langsamer stattfand. Hierzu passend zeigte sich
auch der signifikante Unterschied des Umfangs und Durchmessers in der MRT und der Messung des
Durchmessers mit der Schiebelehre zwischen beiden Gruppen an Tag sieben, wenn die Degenerations-

und Regenerationsprozesse abgeschlossen waren.

Passend dazu war die Zellzahl in der HE-Farbung im Préparat des kontusionierten M. gastrocnemius
der Kontrollgruppe gegeniiber der Traumeel-Gruppe an Tag drei erhoht. Hierbei zeigte sich vor allem
an Tag eins nach Kontusion eine zellulire Schwellung, fokale Nekrosen und interstitielles Odem, wie
in der Literatur bei dhnlichen Studien beschriebenen histologischen Untersuchungen (CHEN et al.,
2017; SAKUMA et al., 2016). In der immunhistologischen Analyse zeigte sich die Zahl der CD68 po-
sitiven Makrophagen an Tag eins und drei in der Traumeel-Gruppe stérker erhoht als in der Kontroll-
gruppe. Deren Anzahl nahm in der Traumeel-Gruppe bereits an Tag sieben weitestgehend ab, wéhrend
die Kontrollgruppe weiterhin eine erh6hte Makrophagenzahl zeigte.

Makrophagen sind im Entziindungsgeschehen und der Regeneration ein wichtiger Faktor (KOIKE et
al., 2022; MIYAKAWA et al., 2020; TIDBALL, 2005). Sie dienen zunichst der Aufrechterhaltung der
durch die geschidigten Zellen und Neutrophilen initiierten Inflammationsreaktion (SMITH et al., 2008).
Makrophagen zeigten ihr Maximum in einer Studie zu Muskelkontusionen von Zheng et al. (2019) wie
in dieser Studie an Tag drei (ZHENG et al., 2019). Eine verstéarkte Invasion mit M 1-Makrophagen un-

mittelbar nach Trauma fordert iber Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) die

73



Regeneration und kann die Fibrosierung vermindern (MARTINS et al., 2020). GM-CSF stimuliert so-
wohl die Makrophagen des proinflammatorischen Typs, Neutrophile, als auch die Neoangiogenese und
endotheliale Vorlduferzellen fiir die Vaskulogenese (MARTINS et al., 2020; MCCOURT et al., 2001;
TAKAHASHI et al., 1999). Ein frithzeitiger und starker Makrophagenshift zu M2-Makrophagen kann
die Funktion der Satelittenzellen stéren und fiihrt dann zu einer verstirkten Adipogenese
(LUKJANENKO et al., 2013; MAHDY, 2018). Durch die NADPH-Oxidase der Neutrophilen und Mak-
rophagen kann es aulerdem zu einem Anstieg freier Sauerstoffradikale (ROS) kommen (LIU et al.,
2018).

ROS fordern die Entziindungsreaktion, die Detritus-Beseitigung und Regeneration, welche unter ande-
rem durch Neoangiogenese unterstiitzt wird (KORTHUIS et al., 1988; KOZAKOWSKA et al., 2015;
LIU et al., 2018; MAULIK, 2002; SMITH et al., 1989). Dies bestitigte sich auch in dieser Studie durch
eine signifikant gesteigerte Aktivitit neutrophiler Granulozyten, welche durch die MPO-Farbung an Tag
eins in beiden Gruppen nachweisbar waren und an Tag drei wieder auf das Ausgangslevel zuriickging.
Der in anderen Studien teilweise nachweisbare Effekt neutrophiler Granulozyten, welche durch die Aus-
schiittung von Zytokinen und Erzeugung freier Sauerstoffradikale zur Schiadigung von Myotuben fiihr-
ten, konnte hier nicht nachgewiesen werden (CANNON, ST PIERRE, 1998; PIZZA et al., 2001;
ROSENBERG, GALLIN, 1993; SAXTON et al., 2003).

Die in der Traumeel-Gruppe signifikant erhohte Makrophagen-Anzahl fiihrte zu einem schnelleren Ab-
transport des Debris und in der Folge zu einer signifikant geringeren Anzahl apoptotischer Zellen in der
Traumeel-Gruppe. Eine erhohte Apoptoserate hemmt die Regeneration (STRATOS et al., 2010), wobei
die Hemmung des programmierten Zelltods, der durch die Caspase vermittelt wird, wiederum zur bes-
seren Regeneration und Verstiarkung der Zuckungskraft fiihrt (STRATOS et al., 2012). Schlussfolgernd
erfolgt eine verlangsamte Muskelregeneration bei gleichzeitig langsamer ausgepragter Phagozytose
(GROUNDS, 1987; TEIXEIRA et al., 2003; ZACKS, SHEFF, 1982).

In der Traumeel-Gruppe zeigte sich eine geringe Anzahl an nachweisbaren Caspase-3 positiven Zellen
an Tag drei. Stratos et al. zeigten in einer Muskelkontusionsstudie der Ratte dhnliche Effekte nach der

Behandlung mit Melatonin (STRATOS et al., 2012).

Die mittels MRT durchgefiihrte Umfangsmessung des linken M. gastrocnemius prasentierte ab Tag sie-
ben signifikante Unterschiede gemiB einer stirkeren Umfangsreduktion. Das intramuskulire Odem
zeigte sich in der Traumeel-Gruppe an allen Untersuchungstagen unterhalb der Werte der Kontroll-
gruppe. Insbesondere an Tag sieben, bei abgeschlossenem Degenerations- und Regenerationsprozess,
zeigte Traumeel bessere Ergebnisse. Der hohere Wert der Sauerstoffsittigung sieben Tage post Trauma
bei den Traumeel-Tieren bei gleichzeitig erniedrigtem intramuskulidrem Odem konnte auf eine bessere
Perfusion durch wegfallende Kompression durch das Odem zuriickzufiihren sein oder aber durch bes-

sere Perfusion aufgrund von Neoangiogenese. Obwohl diese Ergebnisse auf einen positiven Effekt des
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Traumeels auf die Muskelheilung hindeuten, zeigte die Ganganalyse beider Gruppen keinen signifikan-
ten Unterschied. Dennoch konnten zwischen der Basismessung und den posttraumatischen Untersu-
chungstagen Verdnderungen nachgewiesen werden, wobei die Tiere bereits an Tag sieben die Riickkehr
zum physiologischen Gangbild zeigten, welche anhand des Duty Cycles abgebildet werden kann. Ahn-
liche Beobachtung konnte auch in vergleichbaren Studien nachgewiesen werden (SAKUMA et al.,
2016). Auch die Belastbarkeit und Abdruckkraft der verletzten Extremitit, welche mittels Print_Area,
MaxContactArea und MaxContactMeanintensity bestimmt wurden, erwiesen sich nach dem Trauma in
beiden Gruppen als signifikant vermindert, mit einer deutlichen Reduktion der Belastung an Tag drei
post interventionem. Beide Gruppen zeigten jedoch an Tag sieben keine signifikanten Unterschiede
mehr zum Basiswert. Die Abdruckkraft war insbesondere an Tag drei nach dem Trauma reduziert nach-
weisbar. Insgesamt zeigte die Intervention einen messbaren Effekt auf das Gangbild, ohne eine Verbes-

serung oder Beschleunigung des funktionellen Outcomes durch die Behandlung mit Traumeel.

Studien, die ebenfalls natiirliche Therapeutika in &hnlichen Kontusionsmodellen verwendeten, konnten
eine beschleunigte Heilung, eine Depletion der Neutrophilen, eine reduzierte sekundire Schadigung und
einen fritheren Switch der Makrophagenphanotypen beobachten. Die Entziindungsreaktion erwies sich
als frither beendet (GEORGE et al., 2015; KAZIMIRSKII et al.,, 2021; KRUGER et al., 2014;
MYBURGH et al., 2012). Die hier vorliegenden Ergebnisse stimmen mit den Beobachtungen iiberein.
Trotz aller Ergebnisse der unterschiedlichen Studien ist fraglich, ob die Wirkstoffe des Homdopathi-
kums eine therapeutische Wirkung erzielen kdnnen. Zu bedenken ist, dass Traumeel nur sehr geringe
Konzentrationen seiner einzelnen Komponenten enthélt. Die Quecksilberkonzentration (Mercurius so-
lubilis Hahnemanni) ist zum Beispiel niedriger als die im Trinkwasser in Deutschland enthaltene Menge
(POROZOV et al., 2004). In anderen Studien konnte allerdings eine Modulation der Genexpression
wiahrend der Wundheilung durch Traumeel nachgewiesen werden, welche die Signalwege von TGF-J3,
Zytokinen, Entziindung, Wundkontraktion sowie Kollagene und Enzyme der EZM beinhaltete (ST
LAURENT etal., 2017).
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6. Fazit

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals nachgewiesen, inwieweit Traumeel bei Muskelkontusionen
am Mausmodell nach einmaliger Applikation wirkt. Mit Hilfe der verwendeten, nicht invasiven Bildge-
bung und Ganganalyse konnte die Muskelheilung im Verlauf quantitativ analysiert werden. Dabei
konnte festgestellt werden, dass die Applikation des Therapeutikums eine Wirkung auf Odemresorption,
Apoptose, Sauerstoff- und Hamoglobingehalt im kontusionierten Muskel hat. In Zusammenschau aller

Ergebnisse war die Behandlung mit Traumeel der Kontrollgruppe nur in Teilen {iberlegen.
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10. Anhang

Ganganalyse

Tag -1 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
Max 100+0 96,363+5,142 75,652+17,628 106,372+6,731 109,907+13,000
Contact
Area (%)
Max 100+0 94,93+2,35 85,257£7,522 99,75+2,08 102,141+5,695
Contact
Mean Inten-
sity(%)
Print Area 100+0 93,348+4,771 71,426+16,182 102,319+6,532 104,656+10,261
(%)
Duty Cycle  58,399+1,523 55,427+1,695 44,965+3,814  57,0704+2,287  44,965+3,814
%
Tgb. 21: CatWalk NaCl Left Hind

Tag -1 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
Max 100+0 91,380+4,444 81,626+2,748 112,870+£11,681 114,281+10,858
Contact
Area (%)
Max 100+0 96,211+£2,056 90,022+3,323  102,367+3,641 104,887+3,127
Contact
Mean Inten-
sity (%)
Print Area 100+0 89,977+4,129 79,000+2,070  108,134+10,862 111,032+8,479
(%)
Duty Cycle 59,427+1,393 52,520+1,924 43,2814+2,334  54,193+2,025 58,763+0,696
(%)

Tab. 5: CatWalk Traumeel Left Hind

Sonographie

Tag0

Tag 1

Tag 3

Tag 7

Tag 14

NaCl

Traumeel

RH

57,115+2,367
64,344+1,974

47,75+21,23

58,755+1,950

60,508+1,562

70,494+5,761

66,409+5,082

62,483+8,867

69,989+1,262

53,194+0,366

46,949+1,798

Tab. 6: S02 AV 3D [%] NaCl vs. Traumeel
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Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 1000 110,423+6,488  143,342+12,311  93,690+14,283  91,3254+2,190
Traumeel 100+0 90,665+7,000 113,565+5,144 111,436+5,370  69,637+4,215

Tab. 7: S02 AV 3D [delta] NaCl vs. Traumeel

Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 119,613+4,957 123,046+4,083 147,631£12,066 130,833£18,550 111,401+0,766
Traumeel 134,43144,235 126,719+£3,272 139,076+10,643  146,574+2,642  98,323+3,766
RH 1000

Tab. 8: S02 AV 3D [%] NaCl vs. Traumeel gemessen an RH

Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 15648,241+146  12514,303+95,2 12106,731+£71 13056,721+187  12122,753+36
4,850 85 3,399 8,508 1,625
Traum  18242,2224923, 16934,918+215 11873,757+21 11684,996+79,5 10432,196+38
eel 148 3,247 3,452 96 8,026
RH 14625,91+£667,8
2
Tab. 9: HbT Av 3D NaCl vs. Traumeel
Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 100+0 101,516+3,332 75,027+11,001 74,864+19,214 89,137+0,251
Traumeel 100+0 101,452+4,145 65,312+5,882 61,454+7,896 58,491+4,495
Tab. 10: HbT Av 3D [delta] NaCl vs. Traumeel
Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 99,395+12,879 85,563+0,651 82,776+4,878 89,271+12,844 82,885+2,472
Traumeel 116,706+11,404 115,787+14,722 81,183+1,459 79,892+0,544  71,327+2,653
RH 100+0

Tab. 11: HbT Av 3D [%] NaCl vs. Traumeel gemessen an RH
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Histologie

Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14

HE 100,000+0,00  168,491+12,691 262,133+31,04 226,598+22,78  190,590+17,97
0 9 8 6

CD 68 100,000£0,00  292,317450,065 241,950+53,20 163,025+£25,80  91,526+24,007
0 3 8

Caspase  100,000+0,00  159,767+20,304  203,782+26,29  139,495+32,02  215,305+31,69

-3 0 5 0 5

MPO 100,000+0,00  452,154+165,16  126,284+24,85 49,484+6,625  49,966+7,483
0 1 5

Tab. 12: Histologie LH NaCl (%)

Tag 0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14

HE 100,000+0,00  123,797+8,492 199,737435,69  144,467+14,64  135,165+8,797
0 6 3

CD 68 100,000+0,00  259,968+50,812  346,943+64,75 108,011+£13,35  88,765+8,523
0 0 4

Caspase  100,000+0,00  137,560+18,468 180,016+40,11  83,490+7,043 103,151+11,31

-3 0 1 3

MPO 100,000+0,00  595,483+123,75 129,706+47,02 39,445+3,934  36,469+4,810
0 6 8

Tab. 13: Histologie LH Traumeel (%)

Muskeldurchmesser

Vor Kon- Nach Nach Injek- Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
tusion Kon- tion
tu-
sion
NaCl 92,3241, 100+ 105,194+1,5 109,085+4,3 99,0242, 99,396+1,1  90,48+2,
44 0 35 44 49 56 79
Traume 92,63 100+ 111,058+2,5 105,743+5,0 99,18+2,  89,43244,7 89,3+5,0
el +1,96 0 77 49 16 92 4

Tab.14: Schiebelehre Dicke mm [%]
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MRT

Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 1000 66,669+5,340 52,984+2,91 47,95243,768 46,785+2,547
Traumeel 1000 59,580+7,543 61,675+5,50 38,833+2,795 40,024+2,132
Tab. 15: Odem mm? [%] NaCl vs. Traumeel
Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 1000 55,9543,56 46,734+4,312 35,562+3,146 24,86+1,73
Traumeel 1000 52,09+6,21 43,836+5,267 20,439+2,627 21,739+£3,51
Tab. 16: intramuskuldres Odem NaCl vs. Traumeel LH vs RH mm? [%]
Tag0 Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag 14
NaCl 1000 97,496+3,061 93,14+3,39 92,301+0,862 86,804+0,883
Traumeel 1000 93,223+1,435 93,06+1,05 86,031+£1,728 88,772+1,115

Tab. 17: Umfang mm [%] Nacl vs. Traumeel
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