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1 Zusammenfassung

Skelettmuskelverletzungen sind ein haufiges Krankheitsbild, insbesondere im Amateur- oder
Profisport. Durch ein direktes oder indirektes Trauma wird die Muskelfunktion eingeschrankt.
Neben einer Reihe etablierter AkutmalRnahmen (Pause, Eis, Kompression, Hochlagerung)
existieren bisher keine kurativen, aber auch kaum evidenzbasierte symptomatische
Therapiemdglichkeiten. Daher werden zur Erforschung der Muskelheilung sowie neuartiger
Therapien reliable und realititsnahe Modelle bendtigt. Tiermodelle eignen sich zur

multimodalen Untersuchung derzeit am besten.

In dieser Arbeit wurde ein in der Literatur etabliertes Kontusions- mit einem neuartigen
Punktionstraumamodell verglichen. Bisher wurde das Punktionstraumamodell noch nicht zur
Untersuchung der murinen Skelettmuskelheilung genutzt. Weiter erfolgte die Erforschung der
Durchfihrbarkeit einer Kombination aus wiederholten posttraumatischen Analysen und die

Auswirkung der Traumata auf das Gangbild.

Hierzu wurden 24 Mause in 2 Gruppen eingeteilt, wovon jeweils 12 Mausen ein
Kontusionstrauma und 12 Mausen ein Punktionstrauma am M. gastrocnemius des linken
Hinterlaufes erhielten. Das daraus resultierende Trauma und die Muskelheilung wurden
posttraumatisch funktionell, bildmorphologisch und histologisch analysiert. Zur funktionellen
Analyse erfolgte eine Ganganalyse per CatWalk XT 10 (Noldus, Wageningen, Niederlande)
am Interventionstag und an Tag 1,4,7 und 14. Bildmorphologisch wurden sowohl MRT-
Aufnahmen am Interventionstag und Tag 1,4,7 als auch sonographische Untersuchungen am
Interventionstag und Tag 1,4,7,14 durchgefiihrt. Auflerdem erfolgten an Tag 1,4,7 und 14
photoakustische in-vivo Messungen der Sauerstoffsattigung und des Hamoglobingehaltes des
traumatisierten Muskels. Zur histologischen Analyse wurden an Tag 1,4,7 und 14 Standard
HE-Farbungen sowie eine Immunhistochemie durchgefuhrt. Die Immunhistochemische

Analyse erfolgte mit Antikdrpern gegen CD-68, Ki-67, Myeloperoxidase und Caspase-3.

In der Ganganalyse zeigten sich in beiden Gruppen posttraumatisch nur geringgradige
Auswirkungen. In der Kontusionsgruppe wurde eine signifikante Verringerung der
Abdruckkraft an Tag 7 beobachtet, ohne jedoch Einfluss auf das Gangbild oder die Belastung
der traumatisierten Extremitat zu nehmen. Die MRT-Untersuchungen konnten in beiden
Gruppen Traumareaktionen nachweisen. In der Kontusionsgruppe zeigte sich ein zum
Menschen analoges, ,federartiges® Hamatom sowie eine generalisierte Schwellung des
traumatisierten Muskels. In der Punktionsgruppe konnte der durch das Trauma entstandene
Stichkanal gezeigt werden. Im Zeitverlauf zeigte sich die Schwellung des traumatisierten
Muskels in der Kontusionsgruppe bis Tag 7, in der Punktionsgruppe bis Tag 4 sukzessive
rucklaufig. Sonographisch wurden Schwellungen des traumatisierten Muskels in beiden

Gruppen nachgewiesen. Das intramuskuldre Hamatom konnte in der Kontusionsgruppe



ebenfalls partiell dargestellt werden. In der Punktionsgruppe konnte das Traumahamatom
nicht reproduzierbar dargestellt werden, bei oftmals sichtbarem Stichkanal. In den MRT-
Untersuchungen, als auch in der Sonographie zeigte das Kontusionsmodell im Vergleich mit
dem Punktionsmodell signifikant héhere Volumina Uber alle Beobachtungszeitpunkte.
Photoakustisch zeigte sich in der Kontusionsgruppe posttraumatisch eine signifikant
verringerte Hamoglobinkonzentration. Histologisch konnten in beiden Gruppen ebenfalls
typische Merkmale der Muskelheilung beobachtet werden. An Tag 1 und 4 zeigte sich eine
Invasion von Immunzellen, insbesondere Makrophagen und neutrophiler Granulozyten. Ab
Tag 7 wurden in beiden Gruppen Defektzonen mit zentronukledren Zellen mit einer
Hochregulation von Zellteilung und Apoptose nachgewiesen. In der Kontusionsgruppe zeigte

sich in fast allen Untersuchungen signifikant hdhere Zellzahlen sowie ausgepragtere Befunde.

Zusammenfassend kann das Punktionstraumamodell derzeit nicht als Alternative zum
Kontusionstraumamodell  fur  weiterflhrende  murine  Skelettmuskeltraumaforschung
angesehen werden. Die gewahlte Kombination der posttraumatischen Untersuchungen lasst
eine gute Darstellung des Muskeltraumas und des darauffolgenden Heilungsverlaufes zu,

wohingegen keines der Modelle einen beobachtbaren Einfluss auf das Gangbild zeigte.



1.1 Summary

Functional, image morphologic, and histologic analysis of the murine contusion and

puncture trauma model.

Skeletal muscle injuries are a common clinical picture, especially in amateur or professional
sports. A direct or indirect trauma results in a functional limitation of a muscle. Apart from a
number of established acute measures (rest, ice, compression, elevation), there are no
curative, and hardly any evidence-based symptomatic therapy options. Therefore, reliable and
realistic models are needed to explore muscle healing and novel therapies. Animal models are

currently best suited for multimodal investigation.

In this work, a contusion model established in literature was compared with a novel puncture
trauma model. To date, the puncture trauma model has not been used to study murine skeletal
muscle healing. Further, the feasibility of a combination of repeated posttraumatic analyses

and the effect of trauma on gait were explored.

For this purpose, 24 mice were divided into 2 groups, of which 12 mice each received contusion
trauma and 12 mice each received puncture trauma to the gastrocnemius muscle of the left
hind leg. The resulting trauma and muscle healing were analyzed post-traumatically by
functional, image morphological, and histological means. For functional analysis, gait analysis
was performed by CatWalk XT 10 (Noldus, Wageningen, The Netherlands) on intervention day
and days 1,4,7 and 14. Image morphology included MRI scans on intervention day and day
1,4,7 as well as sonographic examinations on intervention day and day 1,4,7,14. In addition,
in-vivo photoacoustic measurements of oxygen saturation and hemoglobin content of the
traumatized muscle were performed on day 1,4,7 and 14. For histological analysis, standard
HE staining and immunohistochemistry were performed on days 1,4,7 and 14.
Immunohistochemical analysis was performed with antibodies against CD-68, Ki-67,

myeloperoxidase and caspase-3.

Gait analysis showed only minor effects in both groups post-traumatically. In the contusion
group, a significant reduction in imprint force was observed on day 7, but without affecting gait
pattern or loading of the traumatized limb. MRI scans demonstrated trauma responses in both
groups. The contusion group showed a "feather-like" hematoma analogous to that seen in
humans, as well as generalized swelling of the traumatized muscle. In the puncture group, the
puncture channel created by the trauma was demonstrated. Over time, the swelling of the
traumatized muscle showed successive regression in the contusion group by day 7 and in the
puncture group by day 4. Sonographically, swelling of the traumatized muscle was
demonstrated in both groups. The intramuscular hematoma could also be partially visualized
in the contusion group. In the puncture group, the trauma hematoma could not be reproducibly

visualized, with often visible puncture canal. In the MRI examinations, as well as in the



sonography, the contusion model showed significantly higher volumes compared to the
puncture model at all observation times. Photoacoustically, the contusion group showed
significantly decreased hemoglobin concentration posttraumatically. Histologically, typical
features of muscle healing were also observed in both groups. On days 1 and 4, there was an
invasion of immune cells, especially macrophages and neutrophilic granulocytes. From day 7,
defect zones containing centronuclear cells with upregulation of cell division and apoptosis
were detected in both groups. The contusion group showed significantly higher cell counts in

almost all examinations, as well as more pronounced findings.

In conclusion, currently the puncture trauma model cannot be considered as an alternative to
the contusion trauma model for advanced murine skeletal muscle trauma research. The
chosen combination of post-traumatic studies allows a good representation of the muscle
trauma and the subsequent healing process, whereas none of the models showed an

observable influence on the gait pattern.
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2 Einleitung

2.1 Muskeltraumata

Uber 90% der Sportverletzungen werden ausgeldst durch Ermiidung, Uberdehnung oder
direkte Kontusion der Weichteile [75]. Ein Drittel aller Sportverletzungen fallen dabei auf
Skelettmuskelverletzungen, welche weiterhin zu Gber 90% die untere Extremitat betreffen [39].
Die meist betroffenen Muskelgruppen sind die ischiocrurale Muskulatur, der M. quadrizeps
femoris, die Adduktoren sowie der M. gastrocnemius [41]. Die Pravalenz von
Skelettmuskelverletzungen steigt zudem in Kontaktsportarten wie Fulball [5] [40] oder
American Football [44]. Dies fuhrt dazu, dass ein professionelles Fuflballteam im Laufe einer
Saison mit bis zu 15 Skelettmuskelverletzungen zu rechnen hat [40]. Die dadurch
entstehenden Fehlzeiten und Kosten kdnnen fir den Erfolg oder Misserfolg eines Vereines

mitentscheidend sein [44].

Historisch werden Muskelverletzungen in Grad | (Riss einzelner Muskelfasern bei intakter
Faszie, engl. ,strain®), Il (Riss mehrerer Muskelfasern bei intakter Faszie), lll (Riss einer
erheblichen Anzahl von Muskelfasen sowie (Teil-) Ruptur der Faszie) und IV- Verletzungen
(Vollstandiger Riss des Muskels) eingeteilt (Ryan et al., 1969). Diese Klassifikation wurde
initial nur fir den M. rectus femoris definiert, wurde jedoch bald auf alle Arten von
Muskelverletzungen Ubertragen [147]. Im Laufe der Jahre wurde diese Klassifikation erweitert,
beispielsweise durch Stoller [168], welcher die vorhandene Klassifikation um den MRT-Befund
erganzte. Chan et al. (2012), knlUpfte den klinischen Befund an die Befunde aus MRT und
Ultraschall [24]. Dadurch fokussierten sich die vorgeschlagenen Erweiterungen stark auf
bildgebende Verfahren und legten nach Ansicht einiger Autoren einen zu geringen Fokus auf
den klinischen Befund. Ekstrand et al. konnten 2012 zeigen, dass tber 50% der Verletzungen,
welche zu Ausfallzeiten von Profifu3ballern fuhrten, im MRT lediglich ein Muskelédem ohne

Verletzungen der Muskelstruktur aufwiesen [41].

Eine neuartige Klassifikation wurde als Ergebnis der Minchener Konsensuskonferenz zur
Terminologie und Klassifikation von Muskelverletzungen 2011 vorgestellt. Hier wurde nun
zwischen indirekten und direkten sowie strukturellen und funktionellen Muskeltraumata
differenziert [116] (siehe Abb. 1). Die indirekten Muskelverletzungen, d.h. ohne externes
Trauma, werden unterteilt in funktionelle Muskelldsionen ohne Hinweise auf strukturelle
Schaden am Muskel (Typ 1 und 2) sowie strukturelle Muskellasionen (Typ 3 und 4). Die
funktionellen Muskelldsionen wiederum werden eingeteilt in Gberlastungsbedingte (Typ 1A
und Typ 1B) und neuromuskuldre Muskelldsionen (Typ 2A und Typ 2B). Im Bereich der
strukturellen Muskellasionen sind Teile der klassischen Klassifikation zu finden, welche sich
an der Quantitdt der verletzten Muskelfasern orientiert. Hierbei beschreibt eine Typ 3

Verletzung einen partiellen Muskelriss und eine Typ 4 Verletzung einen kompletten Muskelriss.
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Demgegeniber stehen die direkten Muskelverletzungen, welche in Kontusions- und
Lazerationsverletzungen eingeteilt werden [42]. Die hier vorliegende Arbeit beschaftigt sich

vorwiegend mit den direkten und den strukturellen Muskelverletzungen.

Typ1A
Ermidungsbedingte, schmerzhafte
. Typ1 Muskelverhartung
Uberlastungsbedingte
Muskelldsionen Typ 1B
»Muskelkater*
Typ1und 2 (DOMS)
Funktionelle
Muskelldsionen Typ2A
Riickenbedingte neuromuskuldre
Typ 2 Muskelldsion
Neuromuskulare
Muskellasionen Typ 28
A »50g. Muskelzerrung*
Indirekte
Muskelverletzungen Typ 3A
Muskelfaserriss
(intrafaszikularer Riss)
Typ3 Typ 3B
Partielle Muskelrisse Muskelbiindelriss
Typ 3 und 4 (interfaszikularer Riss)
Strukturelle
Muskelverletzungen Typ 4 (Sub-)totaler Muskelriss
Komplette
Muskelverletzungen Sehniger Ausriss/Avulsion
Kontusion
B
Direkte
Muskelverletzungen
Lazeration

Abb. 1 zeigt die Klassifikation akuter Muskelverletzungen in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Konsensus-
Konferenz, Minchen (2011) [116].

2.2 Muskelanatomie

Muskeln lassen sich morphologisch in drei verschiedene Typen einteilen. Hierbei sind die
willkurliche, quergestreifte Skelettmuskulatur, Herzmuskulatur und glatte Muskulatur
abzugrenzen. In der hier vorliegenden Studie wird der Fokus auf die willkurliche, quergestreifte

Skelettmuskulatur gelegt.

Mit einem Anteil von 40-45% des Kdpergewichtes stellt die Skelettmuskulatur die gréfte
Gewebemasse des menschlichen Korpers dar. Im Zusammenspiel mit den assoziierten
Nerven, Gefalen und Bindegewebsanteilen entsteht eine mehrschichtige Matrix, welche
durch ihre Kontraktionsfahigkeit die gezielte Bewegung und Orientierung der menschlichen
Gelenke im Raum sowie das Muskelwachstum und den Reparaturprozess nach

Muskeltraumata ermdglicht [69].
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Die Skelettmuskulatur setzt sich aus vielkernigen Muskelfasern mit einem Durchmesser von
10-100 um zusammen. Die Lange der einzelnen Muskelfaser kann mehrere Zentimeter
erreichen [89]. In der embryonalen Entwicklung einer Muskelfaser werden mehrere einkernige
Myoblasten zu einer Kette angeordnet, die daraufhin zu mehrkernigen Myotuben fusionieren.
Hieraus differenziert sich die fertige Muskelfaser mit nicht teilungsfahigen Zellkernen. Dennoch
verbleiben einige undifferenzierte Zellkerne flir Reparations- und Regenerationsprozesse als
Satellitenzellen in der Basalmembran [98]. Im Zytoplasma (im Muskel Sarkoplasma genannt)
finden sich die Myofibrillen und neben Mitochondrien auch das sarkoplasmatische Retikulum.
Die kleineste Einheit der Muskelfaser, welche auf mikroskopischer Ebene die Kontraktion
eines Muskels durchfihrt, ist das Sarkomer. Durch die Wechselwirkung der vorherrschenden
Proteine Aktin und Myosin besitzt das Sarkomer die Fahigkeit zur Kontraktion. In einer
Muskelfaser sind die Sarkomere kettenartig aneinandergereiht und werden als Myofibrillen
bezeichnet [89,98].

Im Muskel ist auRerdem eine differenzierte Bindegewebsstruktur enthalten. Das Endomysium
ummantelt die einzelne Muskelfaser und enthalt retikulare Fasern sowie die Basalmembran
(Sarkolemm) [52]. Durch das Perimysium werden die Muskelfasern gruppiert und in so
genannte Primar- und Sekundarbindel zusammengefasst. AuRerdem dient das Perimysium
mit seinen netzartigen Einziehungen in den Muskel als Leitungsbahn fur Nerven und Gefalle.
Das Epimysium bildet mit der darUber liegenden Faszie die dul3erste Bindegewebshaut. Die
epimysialen Anteile sind lockeres Bindegewebe, wohingegen die Faszie eine straffe
Bindegewebsschicht bildet. Insgesamt bildet dieses Bindegewebe eine skelettartige Schicht,
welche die Kontraktionen der einzelnen Muskelfasern zu einer geeinten Kontraktion bindeln

und somit die gezielte Bewegung erméglichen kann [75].

Die Muskelfasern und das Bindegewebe werden durch myotendinése Ubergénge miteinander
verbunden. Hierbei sorgt ein Komplex aus Dystrophin und Glykoproteinen im Zusammenspiel
mit Integrin und Laminin 2 fir die Ubertragung der Kraft aus dem Muskelgewebe auf die

Kollagenfasern des Bindegewebes [21,98].
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Abb. 2 zeigt den typischen Aufbau eines Muskels bis hin zur kleinsten funktionellen Einheit des Muskels (Sarkomer)
[89].

2.3 Physiologische Muskelheilung

Im Gegensatz zur knéchernen Frakturheilung, bei der eine vollstdndige Regeneration des
Knochens erreicht wird, besitzt der Muskel nach einer direkten oder indirekten Traumatisierung
mit Zerstérung der Basalmembran lediglich die Fahigkeit zur Reparation eines Defekts mit
konsekutiver Ausbildung von Narbengewebe. Typischerweise gliedert sich der
Heilungsprozess unabhangig von der Atiologie des Traumas in drei Phasen, welche sich

teilweise bedingen und gréftenteils Uberlappend ablaufen [75,80,98,140]:

1. Degenerationsphase, charakterisiert durch Zerstérung und Nekrose der traumatisierten
Muskelfasen, Entstehung eines Hamatomes zwischen den Muskelfasern und dem Beginn
einer inflammatorischen Zellreaktion

2. Wiederherstellungsphase, bestehend aus der Phagozytose des nekrotisierten Gewebes,
der Regeneration der Muskelfasern, der parallelen Bildung von Narbengewebe sowie
EinsprieRung von Gefalien

3. Regenerationsphase, in der die neugebildeten Muskelfasern ausreifen und mit dem
Narbengewebe neue muskulotendinése Verbindungen eingehen und letzenendes die

Funktion des Muskels wiederhergestellt wird
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2.3.1 Degenerationsphase

Auf die initiale Muskelschadigung, bei der nicht nur die Muskelfasern, sondern oftmals das
umliegende Bindegewebe sowie Gefalle beschadigt werden, folgt zunachst die Retraktion der
Muskelfasern. Aufgrund der Gefaldschadigung fillt sich der nun entstandene Raum mit
Hamatom [75]. Die rupturierten Muskelfasern durchlaufen nun an den betroffenen Enden eine
Nekrosephase, welche durch den Kontakt von extrazelluldren Bestandteilen aus den
Muskelfasern mit dem umliegenden Gewebe induziert wird. Die ablaufende Nekrose und
Phagozytosezone wiederum wird nach proximal und distal durch eine ca. 7h nach Trauma neu
formierte basalamembran-ahnliche Struktur, auch ,Kontraktionsband® genannt, bestehend aus
kondensierten, hyperkontrakten Myofibrillen begrenzt. Dadurch kann die Nekrosezone lokal
eingegrenzt werden. Insgesamt erstreckt sich das Nekroseareal auf eine Distanz von ca. 0,9-
1,5mm [71].

Aufgrund der parallelen Schadigung der BlutgefalRe findet konsekutiv ein Kontakt der
Verletzung mit im Blut befindlichen Entziindungszellen statt. So wird eine inflammatorische
Reaktion initiiert, welche dann durch die im Muskel vorhandenen Satellitenzellen und durch
die von nekrotisierten Muselfasern sezernierten Wundhormone verstarkt wird [75]. Hierdurch
wandern Leukozyten ein, welche jedoch schnell von Monozyten abgeldst werden, die sich
normalerweise zu Makrophagen differenzieren und die Phagozytose des nekrotisierten
Gewebes Ubernehmen [26]. Diese Reaktion entfernt das nekrotisierte Gewebe aus den
betroffenen Muskelfasern vollstandig, lasst dabei jedoch ein loses Gertist aus Bestandteilen
der ehemaligen Basalmembran zurick, welche die vorhandenen Satellitenzellen als

Grundstein fur den Muskelregenrationsprozess nutzen kdénnen [71,75].

2.3.2 Wiederherstellungsphase

Nach der Destruktionsphase geht die Muskelheilung in die Wiederherstellungsphase Uber, in
welcher zwei miteinander eng verwobene Prozesse stattfinden, die sich gegenseitig
unterstitzen, aber auch miteinander konkurrieren: die Regeneration der Muskelfasern und die
Ausbildung eines narbigen Bindegewebes [59]. An den Enden der rupturierten Muskelfasern
findet sich eine Zone, in der es aufgrund einer weitestgehend intakten Basalmembran durch
Unterstltzung von Satellitenzellen zur vollstdndigen Regeneration der Muskelfasern kommt.
In der hamatomgefillten Zone zwischen den retrahierten Muskelfasern bei nicht intakter
Basalmembran fihren die Heilungsprozesse zu einem Umbau des Hamatomes zu einer

Bindegewebsstruktur, welche letztendlich narbig ausheilt [75].
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2.3.2.1 Muskelfaserregeneration

Trotz der vermeintlich endgultigen Ausdifferenzierung der Myofibrillen bietet sich doch eine
Méglichkeit zur Regeneration bei entstandenem Schaden. Muskelfasern verfliigen tber ein
Reservoir an undifferenzierten Stammzellen, welche man Satellitenzellen nennt. Diese konnen
im Falle eines aufgetretenen Schadens an der Muskelfaser zu Myoblasten differenzieren und
in Zusammenarbeit mit anderen ausdifferenzierten Stammzellen neue mehrkernige
Muskelfasern bilden [106]. Diese neu formierten Muskelfasern besetzen daraufhin das von
den Makrophagen vorbereitete basalldmindre Gerlst an den Enden der traumatisierten
Muskelfasern und beginnen in Richtung der zentral im Defekt befindlichen Bindegewebsnarbe

zu proliferieren [75].

2.3.2.2 Zentrale Bindegewebsnarbe

Im zentralen Bereich einer Muskelverletzung hinterlassen die traumatisierten Muskelfasern
nach ihrer Retraktion einen Raum, welcher sich wegen der begleitenden Gefaltverletzungen
typischerweise mit Blut fullt. Dieses Blut gerinnt zu einem Hamatom, das als Basis fur die
Ausbildung einer zentralen Bindegewebsnarbe dient. Das Hadmatom wird schon am ersten Tag
nach der Verletzung durch aus dem Blut eingewanderte Makrophagen abgebaut und durch
Fibroblasten unter Zuhilfenahme von Fibrin und Fibronectin zu einem friihen
Granulationsgewebe umgebaut [71,75]. Hierdurch wird schnell eine Widerstandsfahigkeit
gegen die auf den traumatisierten Muskel einwirkenden Krafte wiederhergestellt.
Darauffolgend wird das Granulationsgewebe durch den Einfluss der Fibroblasten in Kollagen
[Il, aber vor Allem Kollagen | Fasern umgewandelt und stark kondensiert. Dies fuhrt einerseits
zu einer deutlich erhéhten Reil¥festigkeit des Bindegewebes und andererseits zu einer starken
Reduzierung der Bindegewebsmasse. Nach ungefahr 10 Tagen wird so eine derartige
Reilfestigkeit aufgebaut, dass im Falle einer Re-Ruptur eher die entsprieRenden
Muskelfasern vom Bindegewebe abreil’en, als die Bindegwebsnarbe selbst [75]. Je nach
Grolle des Schadens kann eine vollstdndige Abheilung und Resorption der
Bindegewebsnarbe erreicht werden, bei groRen Muskeltraumata jedoch verbleibt meist eine
grole Bindegewebsnarbe, sodass die urspriingliche Formation des Muskels nicht

wiederhergestellt werden kann [59].

2.3.2.3 Re-Vaskularisation und Re-Innervation

Begleitend zu den oben genannten Prozessen lauft die Regeneration der Gefalle und Nerven
ab [127]. Eine der ersten beobachtbaren Reaktionen des Organismus auf ein Muskeltrauma
ist eine beginnende Rekapillarisation. Aus den verbleibenden GefalRenden in den
Uberlebenden Muskelfasern spriel®en direkt im Anschluss an das Trauma erste neue
Kapillaren, welche wichtig sind, um eine regelrechte Oxygenierung des sich neuformierenden

Gewebes sowie eine ausreichende Energieversorgung zu gewahrleisten [76]. Die Re-
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Innervation des Muskels erfolgt ebenso parallel zur Re-Vaskularisation. Proximal der
Verletzung sprielen aus den verbleibenden Axonen neue Axone in Richtung der sich
neuformierenden distalen Muskelanteile. Dies verhindert eine im Verlauf sonst auftretende
Atrophie des Muskels [23].

2.3.3 Regenerationsphase

Der von einem Muskelfaserriss betroffene Muskel verliert seine Fahigkeit die durch eine
Kontraktion entstehende Kraft von einem Sehnenansatzpunkt Uber den Muskel zum
entgegengesetzten Sehnenansatzpunkt zu transportieren, da im Bereich des Traumas eine
Unterbrechung der Muskelfaser stattgefunden hat [75]. Zur Wiedererlangung dieser Fahigkeit

durchlauft der Muskel vorerst die in den vorherigen Abschnitten beschriebenen Phasen.

Zur endgultigen Regeneration des Muskels missen nun die entstandene Bindegewebsnarbe
und die sich regenerierenden Muskelfasern verbunden werden. Um die bei jeder neuen
Kontraktion auf die neuen Muskelfasern wirkenden Krafte zu balancieren und so gute
Voraussetzungen fir eine reibungslose Heilung der Fasern zu schaffen, gehen die Fasern
lateralseitig unter Zuhilfenahme von Integrinen eine starke, temporare Bindung mit der
extrazelluldren Matrix bzw. dem extrazelluldaren Bindegewebe ein [75]. So kann eine
abermalige Retraktion der Muskelfasern verhindert werden. Dieser Prozess wird stark durch

mechanische Reize durch Belastung getriggert [79].

Im weiteren Verlauf des Regenerationsprozesses bilden die neugebildeten Fasern eine
Verbindung mit der Bindegewebsnarbe aus, welche mit dem normalen Muskel-Sehnen-
Ubergang zu vergleichen ist, innerviert durch ein gemeinsames Axon. So kann die
Kraftibertragung von einem Muskelende zum anderen wiederhergestellt werden [78]. Gegen
Ende der Regenerationsphase schrumpft die Bindegewebsnarbe auf ein Minimum zusammen
und die neugebildeten Muskelfasern bilden eine durchgehende Einheit, ohne jedoch komplett
zu fusionieren [177]. Parallel werden die unterstitzenden lateralen Bindegewebsbricken

wieder abgebaut [75].
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2.4 Therapieempfehlungen

Fir die Therapie der Akutphase hat sich unabhangig der Atiologie des Muskeltraumas die
PECH-Regel (Pause, Eis, Compression und Hochlagerung) als Methode der Wahl bewahrt.
Ein abschlieRender empirischer Beleg konnte bis dato noch nicht erbracht werden, allerdings
sind einzelne Bestandteile des Therapieregimes durch zahlreiche Studien belegt
[8,16,66,147,163].

Durch die sofortige Unterbrechung der Belastung (Pause) kann verhindert werden, dass ein
im Falle eines strukturellen Muskelschadens entstandener Defekt vergréRert wird. Weiterhin
reduziert die sofortige Immobilisation das Hamatom und somit auch konsekutiv die
Bindegewebsnarbe [176]. Die Kihlung des Muskels (Eis) vermindert die Hamorrhagie sowie
Inflammation zusatzlich. Durch MaRRnahmen, welche eine Kompression (Compression) des
Muskels erzeugen, wird der interstitielle Blutfluss deutlich vermindert. Das Prinzip der
Hochlagerung folgt dem simplen physiologischen Mechanismus des Anhebens Uber
Herzhéhe, was wiederum zu einem geringeren interstitiellen Druck und Volumen fihrt.
Abschlie3end Iasst sich postulieren, dass alle AkutmaRnahmen die Hamatombildung stoppen

und entstandene Defekte in Grenzen halten sollen [75].

Nach Abschluss der AkutmalRnahmen ist das Ziel der Therapie die im vorherigen Abschnitt
genannten Prozesse zu beschleunigen und insbesondere die bindegewebige Vernarbung des
Muskels zu verhindern. Dadurch soll eine schnellstmdgliche Wiederherstellung der Funktion
und Ruckkehr in den Wettkampf erfolgen [176].

2.4.1 Immobilisation

Eine Immobilisation des betroffenen Muskels sollte sich auf die Akutphase beschranken (etwa
2-5 Tage) und nicht zu rigide durchgefuhrt werden. Hierbei sollte auf den Einsatz eines Gipses
oder Unterarmgehstitzen moéglichst verzichtet werden. Zur regelrechten Immobilisation eines
traumatisierten Muskels sollte ein semizirkularer Tape-Verband angelegt werden [176]. Es hat
sich gezeigt, dass eine friihe befundadaptierte Vollbelastung im Anschluss an die Akutphase
der prolongierten Immobilisation Uberlegen ist. Durch die Belastung ist eine geférderte
Neovaskularisation des Muskels, eine bessere parallele Ausrichtung der Muskelfasern sowie

eine schnellere Ruckkehr zur Belastbarkeit zu beobachten [73,75].

2.4.2 NSAR

Der Einsatz von nicht-steroidalen Antirheumatika (NSAR) wie Ibuprofen oder Diclofenac ist in
der Therapie der Muskeltraumata weit verbreitet. Aktuell wird jedoch der Einsatz von NSAR
zur Therapie der Muskelverletzungen kritisch diskutiert. Denn zum einen kénnen NSAR durch

deren schmerzlindernde Wirkung in Sportler/-innen eine falsche Interpretation der
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befundabhangigen Belastungsgrenzen auslésen und zum anderen wird der Hemmung der

Cyclooxygenase ein Einfluss auf die Muskelheilung zugeschrieben [128,157].

2.4.3 Chirurgische Therapie

Die chirurgische Versorgung eines Muskeltraumas ist nur dann indiziert, wenn nicht davon
auszugehen ist, dass die Muskelverletzung erfolgreich konservativ therapierbar ist. Etwa bei
massivem intramuskuldren Hamatom [139], (sub-) totalen Muskelrissen (Grad 4) [2],
Avulsionen am Muskelansatz oder Sehnenrissen [116]. Eine notfallmaRige chirurgische
Therapie wird bei bedrohlichen Komplikationen wie einem Kompartmentsyndrom durchgefiihrt
[175] [178].

2.4.4 Injektionstherapie

Ein weiterer Therapieansatz der Muskelheilung sind Injektionstherapien. Die therapeutischen
Nutzen der hierbei genutzten Substanzen sind nur mit maRiger Evidenz belegt [128]. Ziele der
Injektionstherapie sind die Herabsetzung des Muskeltonus, die Schaffung von optimalen
Bedingungen zur Muskelregeneration sowie die optionale Aspiration eines vorliegenden

Traumahamatoms [176].

Zur Herabsetzung des Muskeltonus werden Lokalanasthetika mit lokal blockierender Wirkung

der fur das Aktionspotenzial wichtigen Natriumkanale intramuskular appliziert [116].

2441 Traumeel®

Das Medikament Traumeel® ist ein homobopathisches Praparat bestehend aus 12
verschiedenen pflanzlichen Wirkstoffen, welches oral, topisch und intramuskular appliziert
werden kann [154]. Der genaue Wirkmechanismus des Medikamentes ist noch unbekannt, es
wird jedoch eine inhibierende Wirkung auf die Ausschittung von verschiedenen

proinflammatorischen Substanzen vermutet [134].

2442 Actovegin®

Actovegin® ist ein durch Hamodialyse gewonnenes, deproteinisiertes Praparat aus Kalbsblut,
welches mehr als 200 niedrig molekulare Komponenten enthalt. Dazu z&hlen Aminosauren,
Sphingolipide, Laktat, Succinate, Vitamine, Adenosin-Mono-Phosphat sowie Inositol-
Phospho-Oligosaccharide [102]. Aufgrund dieser Komplexitat an Substanzen war es bisher
noch nicht méglich die biologisch aktiven Metaboliten eindeutig zu definieren [95]. Klinisch wird
das Praparat seit mehr als 50 Jahren oral, topisch, intravends oder intramuskular zur Therapie
bei verschiedenen Indikationen eingesetzt. Dazu zahlen die diabetische Polyneuropathie,
postpartale Hamorrhagien, Schlaganfille und insbesondere Muskeltraumata [164]. Die

genaue Wirkung des Praparates auf die Muskelheilung ist ebenfalls unklar, einzelne Studien
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zeigen einen Einfluss auf die Muskelregeneration, Herabsetzung des Muskeltonus und

Verkirzung der Return to play Zeit [176].

2.5 Muskeltraumamodelle

Zur Erforschung der Physiologie und Pathologie der Muskeltraumata wurden in der
Vergangenheit eine Vielzahl an klinischen Studien durchgefihrt. Dennoch liefern
tierexperimentelle in-vivo und in-vitro Studien umfassende Erkenntnisse und beantworten
Fragestellungen, welche im klinischen Studiensetting aufgrund ethischer Limitationen nicht
bearbeitet werden kdnnen [61]. Daher ist eine Unzahl an Tiermodellen zur Erforschung von
Muskeltraumata verfligbar. Passend zum jeweiligen Studiendesign und Fragestellung wurden
hierzu Versuchstiere verschiedenster GroRe und Anatomie ausgewahlt. Hierunter zahlen
Kleintiere wie Maus [37,96,125] und Ratte [29,58], aber auch gréliere Saugetiere wie Hase
[50,187,192] oder Hund [90]. Die Interpretation der Ergebnisse muss dabei immer die im
Vergleich zum Menschen unterschiedliche Anatomie und Physiologie der Tiere
beriicksichtigen. Daher sollte die Ubertragbarkeit auf den Menschen kritisch betrachtet werden
[36,156]. Somit kann eine differenzierte Erforschung der Muskelphysiologie nur durch einen

Konsens aus klinischen und tierexperimentellen Studien erméglicht werden [137].
2.51 Tiermodelle

2.5.1.1 Maus

Kleintiermodelle sind in der aktuellen Forschung ein etabliertes Mittel zur Durchfihrung von
Studien mit Fragestellungen bezlglich Skelettmuskeltraumata. Aufgrund der genetischen
Nahe [115] und &hnlichen Muskelphysiologie [72,86] zum Menschen eignet sich die Maus
hervorragend als Versuchstier. Die Haltung und Zucht der Tiere ist kostenglinstig und durch
die Méglichkeit der Genmodulation der Maus existiert ein sehr breites Anwendungsspektrum.
Nichtsdestotrotz wurden einige Unterschiede im Bereich der Muskelheilung zwischen Mensch
und Maus wie zum Beispiel in der Aktivierung von Makrophagen [112] nach Trauma oder der
Rekrutierung von Satellitenzellen [191] beschrieben und dirfen bei der Betrachtung der

Ergebnisse nicht aulRer Acht gelassen werden.

Zur Untersuchung von murinen Skelettmuskelverletzungen wurden bisher hauptsachlich
Muskelkontusionsmodelle etabliert. Hierbei unterscheidet man das Muskelkontusionsmodell
im Bereich des Unterschenkels (M. gastrocnemius) und im Bereich des Rickens unter
Zuhilfenahme von Rickenhautkammern. In beiden Modellen wird die Muskelkontusion durch
Aufsetzen eines Fallrohres und Fallenlassen eines Gewichtes auf den Zielmuskel verursacht
[4,83,184]. Durch Amon et al. wurde ein Kontusionsmodell, bei dem ein Fallrohr (innerer

Durchmesser 12mm) auf den M. gastrocnemius der Maus aufgesetzt wird und ein 30g
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schweres Gewicht aus einer Hohe von 150mm auf die Extremitat fallen gelassen wird,
beschrieben [4].

Die bis dato publizierten Modelle zur Analyse von strukturellen Muskelverletzungen mit
einhergehenden Rissen der Muskelfasern beziehen sich bisher nur auf Ratten als
Versuchstiere. Contreras-Mufoz et al. beschrieben 2016 erstmals ein Punktionsmodell (18G
Punktionsnadel) zur Induktion eines strukturellen Muskeldefektes. In der Studie wurde mittels
einer 18G Punktionsnadel ein Defekt im Bereich des M. gastrocnemius der Ratte gesetzt und
daraufhin per MRT-Untersuchung analysiert. Die MRT-Befunde korrelierten mit den MRT-
Befunden humaner Sportler mit struktureller Muskelldsion [28]. Ein murines Modell zur

Untersuchung dieser strukturellen Lasionen ist bisher nicht beschrieben.

2.5.1.2 Ratte

Ratten werden ebenfalls vielfach in der Muskeltraumaforschung als Versuchstier eingesetzt.
Analog zur Maus werden verschiedene Modelle zur Trauma Applikation beschrieben, wie zum
Beispiel Kontusions-, Lazerations- oder Uberdehnungsmodelle [28,29,33,35,54,107]. Die
grélkeren anatomischen Verhaltnisse der Ratte sind dabei vorteilhaft und erleichtern etwaige
Interventionen. Allerdings stellen Ratten einen deutlich hdheren Zucht- und Haltungsaufwand
dar [45].

2.5.2 Zellmodelle/In-vitro Modelle

In-vitro Modelle zur Muskeltraumaforschung sind in der Literatur weit verbreitet. Hierbei
werden unter Zuhilfenahme etablierter Methoden wie z.B. (genmodulierter) Zellkulturen,
zellulare Mechanismen des Skelettmuskeltraumas und der Muskelregeneration erforscht [105]
[123] [174]. Zum anderen konnen isolierte Parameter wie Reil¥festigkeit, Dehnungsfahigkeit
und Kontraktilitat der Muskulatur untersucht werden [12] [103] [169]. Hier wird die Muskulatur
des Versuchstiers z.B. extrahiert und in einer Nahrlésung gelagert. Durch eine exzentrische

Uberdehnung wahrend der Kontraktion wird dabei ein Muskeltrauma zugefigt [100].
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2.6 Untersuchungsmethoden

2.6.1 MRT

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist ein weit verbreitetes, bildgebendes Verfahren zur
Darstellung von Struktur und Funktion verschiedener Gewebearten. Das Verfahren basiert auf
dem Prinzip der Kernspinresonanz [84]. Dabei werden gezielt magnetisch potente Atomkerne
des zu untersuchenden Gewebes durch eine Kombination von statischen und hochfrequenten
magnetischen Feldern angeregt. Bis zum Abklingen dieser Anregung kann eine

Wechselspannung gemessen werden, welche in ein optisches Signal umgewandelt wird [38].

In der exakten Diagnosestellung einer Muskelverletzung ist der klinische Befund wegweisend,
jedoch ohne weiterfiihrende Bildgebung durch MRT und Ultraschall keineswegs vollstandig.
Bei klinischem oder sonographischem Verdacht auf eine strukturelle Lasion, sollte eine MRT-
Untersuchung des betroffenen Muskels durchgeflhrt werden. Hier kann zum einem das
Ausmall und die genaue Defektlokalisation gezeigt werden und zum anderen, ob eine

Beteiligung der Muskelsehne zu erwarten ist [175].

Zur Bildgebung von Kleintieren kdnnen die ubiquitar verfugbaren, klinischen MRT-Scanner nur
bedingt herangezogen werden. Die Bildgebung von aufierordentlich kleinen Gegenstanden
wie Versuchstieren (Mause, Ratten etc.) ist mit klinischen MRT-Geraten und einer Feldstarke
von 1-3 Tesla (T) nur durch spezielle Spulen durchfihrbar. Kleintier-MRT mit kleiner Bohrung
und einer verfligbaren Feldstarke von 4,7 bis 16,4 T erzielen hierbei deutlich bessere
Auflésungen [20]. Neben den technischen Vorteilen der Kleintier-MRT bringt die Verfugbarkeit
eines experimentellen Kleintier-MRT zahlreiche praktikable Aspekte, wie eine Verfugbarkeit

zur tierexperimentellen Nutzung rund um die Uhr mit sich [87].

2.6.2 Ultraschall/Photoakustik

Die Sonographie bzw. Ultraschalldiagnostik (US) ist ein bildgebendes Verfahren zur
Untersuchung von Gewebe unter Zuhilfenahme von Ultraschallwellen. Hierbei werden mittels
des piezoelektronischen Effektes Ultraschallwellen von einer Sonde emittiert, vom Gewebe
reflektiert und schlieBlich von derselben Sonde aufgefangen. Da verschiedene Gewebearten

die Wellen unterschiedlich reflektieren, kann so eine Differenzierung ermdglicht werden [181].

Die Ultraschalldiagnostik stellt ebenfalls einen wichtigen Teil der Diagnostik eines
Muskeltraumas dar. Hier kann ein intramuskuldres Traumahamatom nachgewiesen werden.
Zusatzlich kann durch eine Ultraschalluntersuchung des Muskels auch eine Differenzierung
zwischen funktioneller oder struktureller Muskelverletzung erfolgen [64,116]. Die
Ultraschalluntersuchung eines Muskels ist schnell verfigbar, kosteneffizient und dynamisch.
Dies macht sie im Gegensatz zum MRT 2zu einem wertvollen Werkzeug flr

Folgeuntersuchungen [116].
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In der Kleintierforschung wird ebenfalls hochauflésender Ultraschall (hrUS) genutzt. Weiterhin
etabliert sich zunehmend, nach der Erstbeschreibung durch Needles et. al., photoakustisch
induzierter Ultraschall (PAI). Im Gegensatz zum herkdmmlichen Ultraschall wird hier das zu
untersuchende Gewebe mit kurzen Laserimpulsen angeregt [104]. Durch die Anregung erfolgt
eine thermoelastische Ausdehnung, wobei gewebespezifische Ultraschallwellen erzeugt
werden, welche auf etabliertem Wege detektiert werden kdnnen. Dabei kann eine deutlich

héhere Aufldsung und Eindringtiefe ins Gewebe erreicht werden [126].

AulBerdem konnen unter Zuhilfenahme des PA-Ultraschalls im experimentellen Rahmen in-
vivo nicht-invasive Messungen des Hamoglobingehaltes sowie der Sauerstoffsattigung mit
einer Ultraschallbildgebung kombiniert werden [188]. Hierbei werden durch Laserimpulse mit
einer Wellenlange von 750-850nm oxygenierte sowie desoxygenierte Hamoglobinmolekile
angeregt und, wie oben beschrieben, durch thermoelastische Ausdehnung zur Emission von
Ultraschall gebracht. Die emittierten Ultraschallwellen werden dann bei 750nm und 850nm
erfasst und durch Ausnutzung der unterschiedlichen Lichtabsorptionsspektren von
desoxygeniertem und oxygeniertem Hamoglobin spektral entmischt [120]. Die Gleichung, die
den Absorptionskoeffizienten von Blut als lineare Kombination der Absorption der beiden
Hamoglobinarten ausdrickt, wird fur die Signale der beiden Wellenlangen geldst, um die
Konzentrationen von oxygeniertem (HbO2) und desoxygeniertem (Hb) Hamoglobin zu
bestimmen [82]. So kann durch weitere Berechnungen die Sauerstoffsattigung (sO2) und der
Hamoglobingehalt (HbT=Hb total) der Region of interest (ROI) berechnet und dargestellt
werden. Hierdurch sind bildgebende Verfahren wie MRT oder hrUS/PAI in der
Kleintierforschung unverzichtbar [28,53,97,189].

2.6.3 Ganganalyse

Eine Ganganalyse dient zur Erfassung und Analyse des Ganges eines Probanden. Dabei
kommen verschiedene Methoden zum Einsatz. Das Spektrum beinhaltet markerbasierte
Analysen [22], kinematische Untersuchungen [9], kinetische Analysen [68], aber auch
Untersuchungen im Bereich der Elektromyographie [88]. Heutzutage erfolgt standardmaRig
eine videobasierte 3D-Analyse des Gangbildes [135]. Hierbei unterscheidet man wiederum

markerbasierte System und Systeme, die ganzliche ohne Marker auskommen [117].

Im klinischen Alltag wird eine Ganganalyse aufgrund einer Vielzahl von Fragestellungen wie
etwa als Baustein in der Indikationsstellung zum Gelenkersatz bei Arthrose [119,132] oder bei
sportmedizinischen Analysen [138,160,179] durchgefihrt.

Die Ganganalyse am Kleintiermodell kann ebenfalls durch verschiedene Methoden erfasst
werden. Dabei unterscheidet man gezwungene Methoden [14] und Methoden, welche fiir die
Tiere freiwillig durchfuhrbar sind [13]. In der vorliegenden Studie wurde die nicht auf Zwang

basierte Ganganalyse mittels CatWalk (Noldus, Wageningen, Niederlande) genutzt, entwickelt
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1996 von Frank Hamers und verdffentlicht 2005 durch die Firma Noldus. Hierzu liegen in der
Literatur eine Vielzahl von Studien zur Nutzung des CatWalks (Noldus, Wageningen,
Niederlande) im Bezug auf ein breites Spektrum an Indikationen vor [13,51,55,70]. Es wurden
bisher jedoch keine Untersuchungen hinsichtlich Gangbildveranderungen nach

Muskeltraumata beschrieben.

2.6.4 Schieblehre

Die Messung des Muskeldurchmessers an einem klar definierten Bereich des M.
gastrocnemius via Schieblehre ist eine simple, effiziente und zeitsparende Methode zur
Quantifizierung einer Extremitatenschwellung im Kleintiermodell. Bisher wurde das Modell in
der Erforschung von Lymphédemen eingesetzt [18,53]. Ein Einsatz zur Quantifizierung der

Schwellung nach Muskeltrauma ist bisher nicht bekannt.
2.6.5 Histologie

2.6.5.1 Histologie/Immunhistochemie

Mit einer histologischen Untersuchung kénnen die mikroskopische Anatomie und Pathologie
eines Gewebes dargestellt werden. Hierzu werden die vorgesehenen Gewebeproben nach
standardisierten Prozessen fixiert, in mikrometerdinne Scheiben geschnitten, gefarbt und
dann unter einem Mikroskop untersucht und analysiert [98]. Zur differenzierten Analyse
kénnen durch Zugabe von Antikdrpern spezifische immunhistochemische Untersuchungen
durchgefuhrt werden [92].

2.6.5.2 HE Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin (HE) Farbung ist die am haufigsten genutzte histologische Farbung
und wird zur allgemeinen, histologischen Gewebedifferenzierung und Anfertigung von
Ubersichtsschnitten verwendet [7]. Dabei werden Zellkerne typischerweise blau dargestellt,
das Zytoplasma, einschlieRlich Muskulatur und Erythrozyten, rot [98]. Hamatoxylin ist ein
naturlicher Farbstoff, welcher aus dem Blauholzbaum gewonnen wird [183], Eosin hingegen

ein synthetischer Farbstoff.

2.6.5.3 CD-68 Farbung

CD-68 oder auch Macrosialin ist ein membranstandiges Glykoprotein, welches typischerweise
auf der Oberflache von menschlichen Monozyten sowie Makrophagen vorkommt, und somit
als Zellmarker fur diese Zellart dienen kann [67]. Macrosialin ist weiterhin genauso auf der
murinen Zellmembran der Monozyten und Makrophagen zu finden und daher zum

histologischen Nachweis dieser Zellgattung geeignet [32,37].
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2.6.5.4 Ki-67 Farbung

Kiel-67 (Ki-67) ist ein Protein, das von Zellen wahrend der Zellteilung stark exprimiert wird. Im
Gegensatz dazu ist es bei sich nicht teilenden Zellen nur im inneren Zellkern zu finden.
Hierdurch kann die Expression von Ki-67 zum Nachweis einer Zellproliferation herangezogen

werden [155]. Im klinischen Alltag wird Ki-67 bei der Tumordiagnostik eingesetzt [57].

2.6.5.5 MPO Farbung

Die Myeloperoxidase (MPO) ist ein Enzym der neutrophilen Granulozyten und Monozyten und
spielt eine Rolle in der unspezifischen Phagozytose von fremden Zellen und Mikroorganismen
im Korper [93]. Mit der Myeloperoxidase kann eine Einwanderung von neutrophilen

Granulozyten detektiert werden [111].

2.6.5.6 Caspase-3 Farbung

Die Caspase-3 ist eine Protease und hat ihre Funktion im Rahmen der Proteolyse wahrend
der Apoptose. Die Caspase-3 wurde in menschlichen Zellen, aber auch in
Kleintiermuskelzellen nachgewiesen [133]. Nach Beginn des Apoptosesignalweges Uber den
extrinsischen oder intrinsischen Weg der Zelle wird die Caspase-3 durch die Caspase-8 in ihre
aktive Form gespalten [109]. Immunhistochemisch sind spezielle Antikdrper zur Markierung
dieser aktiven Form verfiigbar. Hierdurch kénnen Zellen im Stadium der Apoptose quantifiziert
werden [150].
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2.7 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war die Analyse der Muskelheilung durch ein bereits in der Literatur etabliertes
Kontusionsmodell und eines neuartigen Punktionsmodells. Dabei sollte untersucht werden, ob
das Punktionstrauma, im Gegensatz zum bereits mehrfach validierten Kontusionstrauma, eine
adaquate Alternative fur eine auf den Menschen Ubertragbare Untersuchung der

Muskelheilung ermdglicht.

Zudem wurde die Durchfiihrbarkeit wiederholter in-vivo Analysen zur Analyse der
Muskelheilung mit hrUS, PAI, MRT und Ganganalyse sowie die Auswirkungen der

verschiedenen Muskeltraumata auf die Ganganalyse erforscht.

2.8 Fragestellung

Bisher ist eine Anwendung des Punktionsmodells in einer murinen Studie nicht bekannt.
Weiter wurde die gewahlte Kombination posttraumatischer Analysen bisher nicht durchgefiihrt
und auf eine Durchflhrbarkeit Gberprift. Zudem existieren nur vereinzelte Studien zur

Auswirkung von Skelettmuskeltraumata auf das Gangbild.
Die Nullhypothesen Ho definieren sich wie folgt:

l. Das Punktionstraumamodell ist nicht geeigneter zur Analyse der murinen
Skelettmuskelheilung als das Kontusionstraumamodell.

Il Die Kombination aus wiederholter Ultraschallmessung, PAIl, MRT, Histologie und
Ganganalyse ist zur posttraumatischen Analyse der murinen Muskelheilung nicht
durchfiihrbar.

Il. Verschiedene Muskeltraumamodelle haben keinen Einfluss auf die Ganganalyse.
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3 Material und Methoden

3.1 Intervention

3.1.1 Versuchsprotokoll

Unter Berlcksichtigung der Bestimmungen des deutschen Tierschutzgesetzes wurde der
Tierversuch am Institut fur Klinisch-Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes
durchgefihrt. Das Projekt wurde unter der Versuchsnummer AZ 37/2017 von der zustandigen
Behdrde (Landesamt fir Gesundheit und Verbraucherschutz, Konrad-Zuse-Stralte 11, 66115

Saarbrucken) genehmigt.

Fur die Durchfihrung des Versuches wurden insgesamt 24 Mause verwendet. Davon erhielten
12 ein Kontusionstrauma am linken M. gastrocnemius, weitere 12 erhielten ein
Punktionstrauma des linken M. gastrocnemius. Als Kontrolle dienten die unverletzte rechte
Seite sowie der pratraumatische Zustand des linken untersuchten M. gastrocnemius.
Posttraumatisch und Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurde eine analgetische
Therapie mittels Tramadol (1mg/ml im Trinkwasser, Tramal®, Griinenthal GmbH, Aachen,
Deutschland) sichergestellt. Die Tiere hatten so einen dauerhaften Zugang zu analgetischer

Therapie Uber das Trinkwasser.

Die funktionelle Auswertung mittels CatWalk wurde an Tag 0 pratraumatisch = Baselinetag =
BT, Tag 0 posttraumatisch = Interventionstag = IT, Tag 1, Tag 4, Tag 7 und Tag 14

posttraumatisch durchgefuhrt. Es erfolgte zudem ein Trainingstag (TT) am Gerat an Tag -1.

Die volumetrisch-radiologische Auswertung erfolgte durch hrUS/PAI und Schieblehre an Tag
0 (BT) pratraumatisch, Tag 0 posttraumatisch (IT), Tag 1, Tag 4, Tag 7 & Tag 14
posttraumatisch sowie durch MRT an Tag 0 (IT), Tag 1, Tag 4 und Tag 7 posttraumatisch.

Die lichtmikroskopische und immunhistochemische Analyse erfolgte an Tag 1, Tag 4, Tag 7

und Tag 14 posttraumatisch.
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Abb. 3 Ubersicht lber Zeitverlauf und verwendete Methodik der einzelnen Untersuchungszeitpunkte.
TT=Trainingstag, BT= Baselinetag, IT= Interventionstag

3.1.2 Tiermodell
Als Versuchstiere dienten C57BL/6N-Tyrc-Brd/BrdCrCrl Mause. Diese wiesen ein

Korpergewicht zwischen 25-35g auf. Die Tierhaltung erfolgte im Institut flr Klinisch-
Experimentelle Chirurgie der Universitat des Saarlandes in Homburg. Die Tiere wurden unter
klimatisierten Raumbedingungen (Lufttemperatur: 22-24°C, relative Luftfeuchtigkeit 60%) mit
einem 12-stindigen Tag-/Nachtrythmus in Kafigen bis zu 5 Mausen gehalten. Ein
Standarddiatfutter der Firma Altromin (Altromin 1320, Altromin, Lage, Deutschland) in

Pelletform ad libitum sowie Wasser wurden bereitgestellt.
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3.1.3 Traumamodelle

3.1.3.1 Kontusionstrauma

Zur Applikation des Kontusionstraumas erfolgte eine Isofluran-Narkose (Initialdosis: 4%,
Erhaltungsdosis: 2%). Nach Rasur des linken Hinterlaufes erfolgte das Aufsuchen der richtigen
Applikationsstelle an der Unterschenkelriickseite, indem das linke Kniegelenk in Extension
und der Fuly in 90° Dorsalextension platziert und durch Leukosilk (Leukosilk®, BSN medical
GmbH, Hamburg, Deutschland) auf dem Untergrund fixiert wurde. Dort wurde nun ein Fallrohr
(innerer Durchmesser 12mm) platziert. Durch das Fallrohr wurde ein 30g schwerer

Metallzylinder aus einer Hohe von 150mm auf den linken M. gastrocnemius fallen gelassen.

Abb. 4 (A) Fallrohr, (B) 30g Metallzylinder (DELWO Metall GmbH, Neunkirchen, Deutschland), (C) Positionierung
des Fallrohres auf dem linken hinteren M. gastrocnemius

3.1.3.2 Punktionstrauma

Zur Applikation des Punktionstraumas wurde eine Isofluran-Narkose (Initialdosis: 4%,
Erhaltungsdosis: 2%) eigeleitet. Nach Rasur des linken Hinterlaufes erfolgte das Aufsuchen
der richtigen Applikationsstelle an der Unterschenkelriickseite, indem das linke Kniegelenk in
Extension und der Ful} in 90° Dorsalextension platziert und durch Leukosilk (Leukosilk®, BSN
medical GmbH, Hamburg, Deutschland) auf dem Untergrund fixiert wurde. Dann wurde der
linke M. gastrocnemius unter sterilen Bedingungen mit einer 24G Kaniile (Sterican®, B.Braun

Melsungen AG, Melsungen, Deutschland) in einem Winkel von 90° punktiert.
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Abb. 5 (A) 24G Punktionsnadel (B) Stichfihrung bei Traumaapplikation am linken hinteren M. gastrocnemius

314 MRT

Die magnetresonanztomographischen Untersuchungen erfolgten in Isofluran-Narkose
(Initialdosis: 4%, Erhaltungsdosis: 2%) unter Uberwachung von Atem- und Herzfrequenz
(Graseby infant respiration sensor, Smiths Medical, Dublin, OH; Software: PC-SAM32, SA
Instruments Inc., Stony Brookm NY) an einem 9,4 T Tier-MRT mit horizontaler Bohrung
(BioSpec Avance lll 94/20; Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Germany) und einem BGA12S
Gradientensystem (maximale Feldstarke 675mT/m, linear induktive Anstiegszeit 130us,
maximale Slew-Rate 4673 mT/m/s), administriert durch das Programm Paravision 6.0.1
(Bruker Biospin Inc., Billerica, MA, USA). Zur Durchfiihrung wurde eine linear polarisierte
Spule (innerer Durchmesser: 38mm), optimiert zur Darstellung des murinen Abdomens,
benutzt. Die Bildgebung von Extremitaten ist anfallig fir partielle Volumenstéreffekte, was
durch ein wassergefilltes Phantom ausgeglichen wurde. So konnte eine zufriedenstellende
Homogenitat des Magnetfeldes gewahrleistet werden. Alle Tiere wurden auf einer definierten

Lagerungsschiene in Bauchlage mit dem Schwanz zuerst in das Gerat geschoben.
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Abb. 6 9,4 T Kleintier-MRT (BioSpec Avance Il 94/20; Bruker Biospin GmbH, Ettlingen, Germany)[194]

3.1.41 MRT-Protokoll

Initial wurde ein ,fast low angle shot based® 3D localizer durchgefuhrt zur Kontrolle der
richtigen Platzierung des Tieres im Isozentrum und Einstellung der Schichtgrofe.
Darauffolgend wurde ein sorgsames iteratives Shimmen in 8 verschiedenen Richtungen, zum
Ausgleich von BO-Inhomogenitaten des Magnetfeldes, durchgefiihrt. Nach dem Shimmen
wurden Larmor-Frequenz, Resonanzfrequenz, Radiofrequenzpulsstarke sowie Receiver Gain
darauf abgestimmt. Die Akquisition der Bilder erfolgte durch ein T2-Turbo-RARE-Protokoll.
Dabei wurden 2D-Aufnahmen in 3 Ebenen (coronar, transversal, axial), 2D

Dunnschichtaufnahmen sowie 3D Aufnahmen durchgefuhrt (vgl. Tab 1.).

Schichtdicke

Sequenz Protokoll TR (ms) TE (ms) Flip angle (°) (mm) NA
T2 2D Turbo-RARE 4500 41 90 0,9 2
T22DD Turbo-RARE 4500 41 90 0,4 2
T2 3D Turbo-RARE 1000 45 90 0,125 1

Tab. 1 MRT-Sequenz Parameter; T2 2D D: T2-Dinnschichtaufnahme, TR: Repetitionszeit, TE: Echozeit, NA:
number of averages

3.1.5 hrUS/PAI

Zur Ultraschalluntersuchung wurden die Tiere in Isofluran Narkose (Initialdosis 4%,
Erhaltungsdosis: 2%) versetzt und in Bauchlage wunter Temperatur- und
Herzfrequenzmonitoring (Temperatur- und Herzfrequenzmonitoring-System fur Mause THM-
100, Indus Instruments, Houston, TX, USA) auf einer Heizplatte fixiert. Darauffolgend wurde
die Untersuchungsstelle am M. gastrocnemius der Maus durch Enthaarungscreme enthaart.

Dies dient dazu Interferenzen wahrend der Ultraschalluntersuchung durch im Fell vorhandene
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Luft zu vermeiden. Zur Untersuchung wurde, den gesamten Messbereich umfassend,
Ultraschallgel (Aquasonic 100, Parker, Fairfield, NJ, USA) aufgetragen. Die Messung wurde
durch das Visual Sonics Vevo 2100 small animal ultrasonography system (FUJIFILM Visual
Sonics, Toronto, Canada) mit einem 40MHz Schallkopf durchgefuhrt. Die Photoakustik
erfolgte durch das Vevo LAZR photoacustics Imaging System (FUJIFILM Visualsonics,

Toronto, Canada).

40MHz
Schallkopf

Abb. 7 Aufbau der hrUS/PAI Untersuchung

3.1.5.1 hrUS/PAI-Protokoll

Nachdem die Unterschenkelhinterseite der Maus im Fokus fixiert wurde, wurde die
Ultraschalluntersuchung gestartet. Hierzu wurde der 40MHz-Schallkopf mit einer motorisierten
Gleitschiene in einer linearen Bewegung Uber den M. gastrocnemius bewegt. Dies erzeugte
(saggito-)transversale 2D-Schnitte in einem Abstand von 100um, welche im konventionellen
B-Mode dargestellt werden kdnnen. Aus diesen Schnitten konnte im nachsten Schritt ein 3D-

Model rekonstruiert werden.

Die photoakustischen Messungen erfolgten daraufhin im OxyHemo Modus des Vevo LAZR
Systems. Wie in Abschnitt 2.5.4 beschrieben erfolgte die Messung des oxygenierten und
desoxygenierten Hamoglobins durch Laserimpulse im Bereich einer Wellenlange von 750-
850nm. Hieraus wurde dann eine Sauerstoffsattigungskarte rekonstruiert in der rote und blaue
Pixel stark sauerstoffangereicherte Regionen bzw. weniger sauerstoffangereicherte Regionen
darstellen. Diese wiederum wurde mit Graustufen-B-Mode-Ultraschallbildern Uberlagert, die

gleichzeitig mit der PAIl aufgenommen wurden. Aquivalent erfolgte die Darstellung der
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Gesamthamoglobinkonzentration (HbT) im untersuchten Gewebe. Die Bildparameter wurden

zwischen den Tieren und Untersuchungszeitpunkten konstant gehalten (vgl. Tab. 2).

Untersuchung Frequenz Gain Wellenldnge Schichtdicke
hrus 40MHz 2dB 680-970nm 100um
PAI 40MHz 45dB 750/850nm 100um

Tab. 2 Gerateinstellungen hrUS/PAI

3.1.6 Schieblehre

Durch eine elektronische Schieblehre wurde wahrend der gesamten Untersuchungszeitpunkte
der Unterschenkeldurchmesser der Mause beidseitig gemessen. Die Messung wurde wahrend
der Aufwachphase aus der Isoflurannarkose nach der Ultraschalluntersuchung in

transversaler Technik standardisiert durchgefihrt. (vgl. Abb. 9).

rﬁ.
'3

Schieblehre

$ ™~ §
4mm  distal

des
Kniegelenk@. N,
&,

Abb. 8 Messung des Extremitatendurchmessers am Hinterlauf der narkotisierten Maus 4mm distal des
Kniegelenkes mit der Schieblehre

3.1.7 Ganganalyse

Die Analyse des Gangbildes der Versuchstiere erfolgte in regelmafligen Abstadnden ab Tag 0
pratraumatisch (BT), Tag 0 (IT), Tag 1, Tag 4, Tag 7 und Tag 14 posttraumatisch mittels
CatWalk XT 10 (Noldus, Wageningen, Niederlande). Um die Versuchstiere an das CatWalk
zu gewohnen erfolgte an Tag 1 pratraumatisch (TT) ein Trainingsdurchlauf am Gerat. Die
Kalibrierung der Kamera erfolgte gemafR Herstellerangaben und nach aktueller Literatur (vgl.
Tab.3)[15,65,130]. Weiterhin sind die Kriterien flr einen erfolgreichen Lauf in Tabelle 3
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zusammengefasst. Laufe, die aulBerhalb der definierten Kriterien aufgezeichnet wurden,
wurden nicht gewertet. Aus funf gultigen Laufen einer Maus wurden die zur Analyse des

Gangbildes relevanten Parameter errechnet.

Kameraeinstellungen Runkriterien
Green Green Max. Speed Anzahl
Intensity Red Ceiling Walkway Durchlaufzeit Variability gultiger
Camera gain (dB) Threshold Light (V) light (V) (s) (%) runs/Maus
13,80 0,2 17,7 16,5 0,5-5 60 5

Tab. 3 Kalibrierungs- und Durchflihrungsparameter des CatWalk XT10

Die Messungen wurden in einem abgedunkelten und ruhigen Raum entsprechend der
Herstellerempfehlungen und im Vergleich zu aktuellen Studien durchgefihrt. Zur
Durchfuhrung einer Messung wurde die Maus in das CatWalk XT10 gesetzt. Die Maus
durchlief hierbei einen Gang (Lange: 130cm, Breite 4 cm) in dessen Boden sich eine Glasplatte
befindet. In der Mitte des Ganges befindet sich unterhalb der Glasplatte eine
Hochgeschwindigkeitskamera (Abstand: 34cm). Die Glasplatte im Boden des Ganges wird
zudem dauerhaft durch griines Licht bestrahlt, welches jedoch, wenn sich kein Hindernis auf
der Glasplatte befindet, vollstandig absorbiert wird. Wird das Licht durch die Pfote einer Maus
reflektiert entsteht fur die Dauer des Kontaktes ein Abdruck auf der Glasplatte. Durch die
Hochgeschwindigkeitskamera wurden nun, wahrend des Auf- und Ablaufens im CatWalk
XT10, die jeweiligen Pfotenabdricke innerhalb eines umschriebenen Bereiches
aufgezeichnet. Um einen mdglichst natirlichen Gang der Mause zu erzielen wurden keine

Lockmittel eingesetzt und die Mause konnten sich frei von Seite zu Seite bewegen.

3.1.8 Histologie

Zur histologischen Untersuchung wurden die entnommenen Muskelpraparate in Formalin
fixiert und in Paraffin eingebettet. Die so entstandenen Blocke wurden daraufhin durch ein
Rotationsmikrotom (Leica RM2125RT, Leica Mikrosysteme, Wetzlar, Deutschland) in 1um
groe Schichten geschnitten, nach standardisiertem Verfahren auf einen Glasobjekttrager

aufgebracht und mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt.

3.1.9 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Farbungen wurden nach Standardprotokollen bestehend aus den
Teilschritten Gewebevorbehandlung, Antikérperinkubation und Visualisierung durch die
Streptavidin-Biotin-Methode  durchgefiihrt.  Hierbei wurden als  Antikérper  Anti-
Myeloperoxidase (ab9535, Abcam, Cambridge, UK 1:100), Anti-Caspase-3 (9664, Cell
Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, 1:100), Anti-CD-68 (ab125212, Abcam, Cambridge,
UK, 1:200) und Anti-Ki-67 (12202, Cell Signaling, Danvers, MA, 1:500) verwendet.
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3.1.10 Toétung der Tiere

Die Tiere wurden zum Ende des jeweiligen Untersuchungszeitpunktes, um weitere Analysen

zu ermoglichen, unter CO2-Narkose gestreckt und damit durch Genickbruch getotet.

3.1.11 Explantation des Muskels

Zur Explantation des Muskels post mortem wurde die Haut am Unterschenkel der Lange nach
eroffnet. Mit Skalpell und Schere wurde der Muskel an seinem Ursprung am Kniegelenk und
Ansatz an der Achillessehne prapariert und abgesetzt. Daraufhin wurde der Muskel ganzlich

explantiert und in Formalin fixiert. Die Explantation erfolgte beidseitig.
3.2 Zielkriterien und Auswertung

3.21 MRT

Nach Akquisition der Daten wurden diese durch die Betriebssoftware des MRTs (Paravision
6.0.1, Bruker Biospin Inc., Billerica, MA, USA) als 2D- und 3D-Aufnahmen rekonstruiert und
als DICOM-Dateien zur weiteren Auswertung exportiert. Die Auswertung der DICOM-Daten
erfolgte durch die open source medical imaging computing platform 3DSlicer (3DSlicer v.10.2,
http://www.slicer.org, abgerufen 2020 Okt. 8)[43].

Die Volumenmessung des M. gastrocnemius wurde durch manuelles Abzeichnen des
Muskelumfanges durchgefihrt. Dabei wurde der Muskel in seinem ganzlichen Umfang vom
Ursprung am Kniegelenk bis zum Beginn des Ansatzes der Achillessehne anhand der axialen
und sagittalen Bilder schichtweise umfahren und ausgemessen. Aus den so erhaltenen Daten
wurde durch 3DSlicer ein dreidimensionales Volumen rekonstruiert, welches auch als

dreidimensionales Modell dargestellt werden kann. Durch die Level-tracing-Funktion des

Segment Editors von 3D Slicer wurde zudem das Volumen des posttraumatischen Hamatoms
bestimmt. (vgl. Abb. 9).

Abb. 9 Ausmessung des Muskelvolumens durch Umfahren der ROl im (A) Saggital- und (B) Axialschnitt, (C) 3D-
Rekonstruktion der ROI, (D) Umfahren des Traumah&matomes
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3.2.2 hrUS/PAI

Die erhobenen Ultraschall-Daten wurden gespeichert und exportiert. Die weitere Auswertung
der Daten erfolgte durch das Programm Vevo Lab (Vevo Lab v. 3.1.1, FUJIFILM VisualSonics,
Inc., Toronto, ON, Canada). Durch schichtweises Identifizieren des gesamten
Muskelumfanges wurde durch die volumetrische Analysefunktion des Programmes das
Volumen des Muskels bestimmt. Zur besseren Orientierung erfolgte die Etablierung einiger
anatomischer Landmarks (vgl. Abb. 8). Die weiterfihrenden Analysen beinhalteten die
Erfassung des durch PAI gemessenen sO2 und HbT (HemoMeazure und OxyZated, Visual
Sonics Inc., Toronto, Canada) Gehalts im untersuchten Gewebe. Zur Erfassung des HbT
Gehaltes des Muskels wurde der Hamoglobingehalt durch das erfasste Muskelvolumen geteilt
(HbT/ROI (1/ mm3)).

Abb. 10 B-Bild, transverso-saggitale Schnittfihrung des M. gastrocnemius, eingezeichnete Landmarks: (A) Beginn
der Achillessehne, (B) dorsale Muskelfaszie, (C) Kniekehle, gestrichelte Linie: ROI.
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Abb. 11 PAl-Modus (A) Sauerstoffsattigungskarte (sO2) mit oxygenierten (rot) und desoxygenierten (blau) Anteilen,
(B) Darstellung der Hamoglobinkonzentration HbT (rot) im untersuchten Gewebe. Gestrichelte Linie: ROI

Parameter Definition

Vol. mm?3 Volumen der ROI

Sauerstoffsattigung des gesamten

s02 avr. 3D % Bildausschnittes
sO2 avr. tot. 3D % Sauerstoffsattigung in der ROI

Gesamtzahl des Hamoglobins bestehend aus
HbT avr. 3D Oxygeniertem und Desoxygeniertem Hamoglobin
HbT/mm? Gesamthamoglobin bezogen auf die ROI

Tab. 4 Definitionen der gemessenen Parameter von hrUS/PAI
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3.2.3 Ganganalyse

Nach Ablauf der jeweiligen Messung wurden die aufgenommenen Bilder mittels der Software

des CatWalk XT10 (Noldus, Wageningen, Niederlande) ausgewertet. Primar erfolgte eine

automatische Auswertung des Gangbildes, bei welcher dem jeweiligen Pfotenabdruck der

Maus die richtige Orientierung (vorne, hinten, links, rechts) zugeordnet wurde (vgl. Abb. 12).

Im nachsten Schritt erfolgte die sorgsame Kontrolle der Auswertung durch den Untersucher.

Die erhobenen Daten konnten dann nach folgenden Parametern weiter analysiert werden (Vgl.

Tab.5).

Parameter

Definition

Run duration (s)

Stand (s)

Stride length (cm)

Swing(s)

Step cycle (s)

Duty cycle (%)

Print area (cm?)

Max Contact area (cm?)

Max Contact Max Intensity (pixel)

Max Contact Mean Intensity (pixel)

Lange eines einzelnen Laufes

Kontaktdauer der Pfote mit der Glasplatte

Gemessene Distanz zwischen zwei
aufeinanderfolgenden Pfotenabdriicken

Schwungphase der Pfote ohne Kontakt zur
Glasplatte

Zusammengesetzt aus Stand und Swing,
gemessen bei Erstkontakt der Pfote

Anteil der Belastungsphase eines
Schrittzyklus

Oberflachenmessung des vollstandigen
Pfotenabdruckes

Maximale Kontaktflache einer Pfote

Maximale Intensitat bei maximalem Kontakt
einer Pfote

Beschreibt die mittlere Intensitat gemessen
bei maximalem Kontakt

Tab. 5 Definitionen der gemessenen Parameter im CatWalk XT 10 (Noldus, Wageningen, Niederlande)



Abb. 12 Maus wahrend eines Runs mit beschrifteten Pfotenabdriicken RH=right hind, RF=right front, LH=left hind,
LF=left front

3.2.4 Schieblehre

Durch die elektronische Schieblehre wurde der Durchmesser (mm) des jeweiligen Hinterlaufes
der Maus beidseitig erfasst und durch ein Tabellenkalkulationsprogramm (Office Excel
v.16.39, Microsoft, Redmond, WA, USA) ausgewertet.

3.2.5 Histologie/lmmunhistochemie

Die histologischen und immunhistologischen Schnitte wurden in 6 regions of interest (ROI)
aufgeteilt. Davon befanden sich 4 im Randbereich des Praparates und 2 Im Zentrum (vgl. Abb.
13). So wurden die Praparate in Auflichtmikroskopietechnik (BX-60, Olympus Deutschland
GmbH, Hamburg, Deutschland) in 20-facher Vergrélierung durch eine Kamera (DP73,
Olympus Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) festgehalten und durch die verbundene
Imaging Sofware (cellSens Dimension 1.6, Olympus Deutschland GmbH, Hamburg,
Deutschland) gespeichert. Zur weiteren Analyse wurden die Bilder in die open-source plaftform
for biological-image analysis Fiji (Fiji v.2.1.0, https://imagej.net/Fiji, abgerufen 2020 Oktober
14)[153] exportiert. Mit dem Cell-Counter-Plugin wurden nun die vorhandenen Zellen pro ROI
gezahlt.

Abb. 13 (A) schematische Darstellung der histologischen Untersuchung, (B) Praparat des M. gastrocnemius, ROI=
region of interest
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3.3 Statistik

Samtliche statistischen Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler angegeben. Der
Vergleich innerhalb einer Versuchsgruppe erfolgte durch einen einseitigen repeated measure
ANOVA-Test unter Ausgleich des Alphafehlers und bei ermittelter Signifikanz einem
darauffolgendem  Student-Newman-Keuls  Post-Hoc-Test. Bei  nicht  gegebener
Normalverteilung wurde der Rank-Sum-Test als initialer Test verwendet. Zum Vergleich der
Versuchsgruppen (Kontusion vs. Punktion, Traumaseite vs. Kontrollseite) wurde ein t-Test flr
zwei unabhangige Gruppen verwendet. Die Erstellung der Statistik wurde mittels des
Programmes SigmaPlot 13.0 (Systat Sofware Inc., San Jose, USA) durchgefiihrt, wobei die

statistische Signifikanz auf ein p<0,05 festgelegt wurde.
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4 Ergebnisse

4.1 Posttraumatischer Verlauf

Wahrend des gesamten posttraumatischen Beobachtungszeitraumes konnten keine
relevanten Komplikationen beobachtet werden. Es zeigte sich auch kein Anhalt fir eine
Infektion in der Traumazone. Zum Monitoring des allgemeinen Gesundheitsstatus der Mause
wurde das Gewicht (in g) sowohl pratraumatisch als auch im gesamten posttraumatischen
Beobachtungszeitraum gemessen. In keiner Versuchsgruppe konnte im Verlauf eine

signifikante Zu- oder Abnahme des Gewichts festgestellt werden.
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Abb. 14 (A) Gewicht (g) Kontusionsgruppe, (B) Gewicht (g) Punktionsgruppe. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben.

4.2 Makroskopie

Die eingeschlossenen Tiere in Kontusions- sowie Punktionsgruppe zeigten im Vergleich mit
der Gegenseite alle eine deutliche Umfangszunahme ohne Anzeichen einer Infektion an der

traumainduzierten Extremitat.
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43 MRT

In der schichtweisen volumetrischen Auswertung der MRT-Diagnostik des traumatisierten und
nicht traumatisierten M. gastrocnemius zeigten sich signifikante Volumenunterschiede in und
zwischen beiden Versuchsgruppen. Innerhalb der Kontusionsgruppe konnte am linken
Hinterlauf an IT (p<0,001), Tag 1 (p<0,001) und Tag 4 (p<0,001) ein signifikant grofieres
Volumen im Vergleich zur Gegenseite nachgewiesen werden. Im posttraumatischen
Zeitverlauf sank das Volumen kontinuierlich ab, bis an Tag 7 (p>0,05) keine signifikanten
Unterschiede gemessen wurden. Die Punktionsgruppe zeigte an IT (p<0,001) und an Tag 1
(p<0,05) im Vergleich zur Gegenseite ebenfalls signifikant hdhere Volumina an der
traumatisierten Extremitat. Das Volumen sank im posttraumatischen Zeitverlauf kontinuierlich
ab, an Tag 4 und Tag 7 wurde kein signifikanter Volumenunterschied mehr nachgewiesen.
Beim Vergleich der linken Hinterlaufe beider Gruppen konnte an IT (p<0,001) und Tag 1
(p<0,001) in der Kontusionsgruppe ein signifikant hdheres Volumen gemessen werden. Beim
Vergleich der Kontrollgruppen von Kontusion und Punktion wurde an keinem der

posttraumatischen Beobachtungszeitpunkte ein signifikanter Unterschied nachgewiesen.
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Abb. 15 MRT, Volumetrische Auswertung M. gastrocnemius (mm?3) (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter
Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf
(+ p<0,05 vs. Punkt., # p<0,05 vs. RH) Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.3.1 Hamatom/Odem

Durch die schichtweise durchgefuhrte Identifizierung des durch das Trauma entstandenen
Hamatoms/Odems in den axialen und saggitalen MRT-Schichten konnte ein 3D Model des
Traumahamatoms/Odem erzeugt und volumetrisch ausgemessen werden. Hier zeigten sich
signifikante Unterschiede zwischen der traumatisierten Extremitdt der Kontusions- und

Punktionsgruppe.

Es konnten an allen Untersuchungszeitpunkten signifikant hdhere Volumina in der
Kontusionsgruppe im Vergleich zur Punktionsgruppe nachgewiesen werden. Beide Gruppen

zeigten zudem eine kontinuierliche Abnahme des Volumens im Zeitverlauf.
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Abb. 16 MRT, Volumetrische Auswertung Traumahamatom, Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf
(+ p<0,05 vs. Punkt.) Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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Abb. 17 MRT, Kontusionstrauma IT (A) axiale Schnittflihrung (B) sagittale Schnittflihrung, Punktionstrauma IT (C)
axiale Schnittfiihrung, (D) sagittale Schnittfihrung; orange Pfeile: ,federartiges” Hamatom/Odem, gelbe Pfeile:
Stichkanal mit umgebendem Hamatom/Odem.
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44 hrUS

Die schichtweise volumetrische Auswertung der transverso-sagittalen Schnitte im hrUS am M.
gastrocnemius des traumatisierten Hinterlaufes zeigten signifikante Unterschiede innerhalb
und zwischen den Versuchsgruppen. Innerhalb der Kontusionsgruppe zeigten sich im
Vergleich zu BT an IT (p<0,001), Tag 1 (p<0,001) und an Tag 4 (p<0,001) signifikant héhere
Volumina des M. gastrocnemius. Das Volumen sank im posttraumatischen Verlauf
kontinuierlich, sodass ab Tag 7 im Vergleich zu BT keine signifikante Volumenanderung mehr

nachgewiesen werden konnte.

In der Punktionsgruppe konnten im Vergleich zu BT an IT (p<0,001) und Tag 1 (p<0,001)
signifikant hdhere Volumina nachgewiesen werden. Das Volumen sank posttraumatisch
ebenfalls kontinuierlich und es konnte ab Tag 4 kein signifikanter Unterschied zu BT gemessen

werden.

Der Vergleich von Kontusions- und Punktionsgruppe zeigte an den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten in der Kontusionsgruppe an IT (p<0,001), Tag 1 (p<0,001), Tag 4
(p<0,001) und Tag 14 (p<0,05) signifikante héhere Volumina.
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Abb. 18 hrUS, Volumetrische Auswertung M. gastrocnemius, Kontusionsgruppe linker Hinterlauf vs.
Punktionsgruppe linker Hinterlauf (*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punktion) Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben.
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Abb. 19 hrUS, B-Bild, transverso-sagittale Schnittfihrung, (A) Kontusionsgruppe T1, (B) Punktionsgruppe T1, (C)
Kontusionsgruppe T4, (D) Punktionsgruppe T4, orange Markierung: intramuskuldares Hamatom, orange Pfeile:
subkutanes Hamatom, gelbe Pfeile: Stichkanal.

4.5 PAI

451 sO2

In der Auswertung der photoakustischen Messungen der sO2-Sattigung der ROI zeigte sich in
der Kontusionsgruppe im Vergleich zum BT zunachst am IT eine Erhéhung der sO2-Sattigung.
An Tag 1 und Tag 4 fiel diese unter den Normwert und stieg an Tag 7 wieder auf einen mit BT
vergleichbaren Wert. An Tag 14 zeigte sich abermals ein Abfall der sO2 unter das Niveau von
BT. Keine der beschriebenen Anderungen zeigte sich in der statistischen Auswertung
signifikant. Die Punktionsgruppe startete an BT mit einem signifikant hoheren sO2 Wert
(p<0,05). In den darauffolgenden Untersuchungszeitpunkten sank die sO2 an IT, Tag 1, Tag
4, Tag 7 und Tag 14 (p>0,05) unter den Ausgangswert an BT, ohne jedoch signifikante

Unterschiede nachzuweisen.
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Abb. 20 hrUS, PAI-Modus, Auswertung M. gastrocnemius sO2 (%), Kontusionsgruppe linker Hinterlauf vs.
Punktionsgruppe linker Hinterlauf (+ p<0,05 vs. Punkt.) Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.5.2 HbT

Die Auswertung der photoakustisch gemessenen Anzahl von Hamoglobinmolekilen bezogen
auf das Volumen (HbT/ mm?®) der ROI erbrachte in der Kontusionsgruppe signifikante
Unterschiede. Bezogen auf den BT zeigten sich signifikant erniedrigte Werte an IT (p<0,05),
Tag 1 (p<0,05), Tag 4 (<0,05) und an Tag 14 (p<0,05). In der Punktionsgruppe konnten im
Vergleich zu BT Uber den gesamten Beobachtungszeitraum keine signifikanten Unterschiede

gemessen werden.

Beim Vergleich der Kontusion- und Punktionsgruppe wurde an Tag 14 (p<0,05) in der

Kontusionsgruppe ein signifikant erniedrigter HoT/mm? nachgewiesen.
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Abb. 21 hrUS, PAI-Modus, Auswertung M. gastrocnemius Parameter HbT (1/mm3), Kontusionsgruppe linker
Hinterlauf vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf (* p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt.) Die Werte sind als Mittelwert
+ Standardfehler angegeben.

4.6 Schieblehre

In der Auswertung des durch Schieblehre gemessenen Unterschenkeldurchmessers zeigte
sich in der Kontusionsgruppe im Vergleich zum BT am IT (p<0,001) ein signifikant erhdhter
Durchmesser, welcher sich Gber Tag 1 (p<0,001), Tag 4 (p<0,001) und Tag 7 (<0,001) stetig
verminderte. Bis an Tag 14 (p>0,05) wieder der Durchmesser des pratraumatischen
Zustandes erreicht wurde. Im Vergleich mit der nicht traumatisierten Extremitat zeigte sich
ebenfalls am IT (p<0,001), Tag 1(p<0,001), Tag 4(p<0,001) und Tag 7(p<0,001) signifikant
hohere Durchmesser. An Tag 14 (p>0,05) konnte kein Unterschied zur Gegenseite

nachgewiesen werden.

In der Punktionsgruppe konnte im Vergleich zum pratraumatischen Zustand ein signifikant
héherer Durchmesser an IT (p<0,001), Tag 1(p<0,001) und Tag 4 (p<0,001) nachgewiesen
werden, welcher bis zum Tag 7 das pratraumatische Niveau erreichte. Im Vergleich zur
Gegenseite zeigte sich ebenfalls am IT (p<0,001), Tag 1 (p<0,05) und Tag 4 (p<0,001) ein
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signifikant erhdhter Durchmesser der traumatisierten Extremitat. An Tag 7 und Tag 14 konnte

kein signifikanter Unterschied mehr zur Gegenseite nachgewiesen werden.

Beim Vergleich der kontusionierten mit der punktierten Extremitat zeigte sich, am IT kein
signifikanter Unterschied des angestiegenen Unterschenkeldurchmessers. Wahrend des
restlichen Beobachtungszeitraums zeigten sich ab Tag 1 (p<0,05) signifikante Unterschiede
zwischen der Kontusions- und Punktionsgruppe. Hierbei zeigte sich der Durchmesser der
punktierten Extremitat im Verlauf an Tag 4 (p<0,001) und Tag 7 (p<0,001) signifikant
erniedrigt. Ab Tag 14 (p>0,05) konnten keine signifikanten Unterschiede der Durchmesser

nachgewiesen werden.
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Abb. 22 Schieblehre, Durchmesser M. gastrocnemius Schieblehre (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter
Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf
(*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.7 Ganganalyse

4.7.1 Run Duration

Nach Auswertung des Parameters Run duration (s) zeigte sich Uber den gesamten
posttraumatischen Beobachtungszeitraum innerhalb und zwischen den einzelnen

Versuchsgruppen kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 23 CatWalk, Run duration (s) Kontusions- und Punktionsgruppe. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben.

4.7.2 Stand

Die Auswertung des Parameters Stand zeigte Uber den posttraumatischen
Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe keine signifikanten
Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch bis zum Tag 1 eine Zunahme des Stands
mit einer darauffolgenden beidseitigen Abnahme bis zu einem Minimum an Tag 7. Es konnte
jedoch an allen Messpunkten im Vergleich zu BT kein signifikanter Unterschied gemessen
werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht traumatisierten

Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten An Tag 1 ebenfalls beidseits ihr
Maximum, worauf ein Abfall bis zum Tag 7 erfolgte. Ferner wurden hier an allen Messpunkten
im Vergleich zu BT keine signifikanten Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der
traumatisierten Extremitdt mit der nicht traumatisierten Extremitdt an den einzelnen

Beobachtungszeitpunkten.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 24 CatWalk, Stand (s), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs.
rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, #
p<0,05 vs. RH.) Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

4.7.3 Stride Length (SL)

In der Kontusionsgruppe zeigte sich in der Auswertung des Parameters Stride length (SL)
posttraumatisch an IT eine Zunahme der Schrittlange mit einer darauffolgenden Rickkehr auf
das Niveau von BT ab Tag 4. Es konnte an allen Messpunkten im Vergleich zu BT kein
signifikanter Unterschied gemessen werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten
Extremitdt mit der nicht traumatisierten  Extremitdt an den  einzelnen

Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten an IT ebenfalls beidseits ihr
Maximum, worauf ein Abfall an Tag 1 erfolgte. Ab Tag erreichte die SL wieder Werte
vergleichbar mit BT. Ferner wurden hier an allen Messpunkten im Vergleich zu BT keine
signifikanten Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat

mit der nicht traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.
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Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe
ergab an BT (p<0,05) eine signifikant hdhere SL in der Punktionsgruppe. Im restlichen

posttraumatischen Beobachtungszeitraum zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

10 10
=3 LH C3LH
[ RH /\ [ RH EB
8 8
& &
o k
S 61 € 6
X a
E ey
= i)
=4
3 4] & 4
3 e
7 &
21 2
0 0 T
BT IT ™ T4 T7 T14 BT IT T T4 T7 T14
Tage Tage
10
[ Kont.
[N Punkt. C
8
§ ] *
£
j=2}
f=
Q9
g 4
7]
24
0
BT IT T T4 T7 T14

Tage

Abb. 25 CatWalk, Stride length, (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs.

rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben.

4.7.4 Swing

In der Kontusionsgruppe zeigte sich in der Auswertung des Parameters Swing (s)
posttraumatisch beidseits an IT eine Zunahme des Swing mit einer darauffolgenden Abnahme
bis auf ein Minimum an Tag 4. An Tag 7 zeigte sich der Swing beidseits abermals verlangert.
Ab Tag 14 wurden Werte vergleichbar mit BT erreicht. Es konnte jedoch an allen Messpunkten
im Vergleich zu BT kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Ebenso beim Vergleich

der traumatisierten Extremitat mit der nicht traumatisierten Extremitat an den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte zeigten sich bis Tag 4 auf dem Niveau von
BT. An Tag 4 zeigte sich beidseits eine Verklrzung des Swing. Darauf stieg der Swing an Tag

7 beidseits tUber BT, worauf an Tag 14 eine Rickkehr zum Ausgangsniveau erfolgte. Ferner
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wurden hier an allen Messpunkten im Vergleich zu BT keine signifikanten Unterschiede
gemessen. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht traumatisierten

Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe
ergab an BT (p<0,05) eine signifikant héhere Swingzeit in der Punktionsgruppe. Im restlichen

posttraumatischen Beobachtungszeitraum zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Abb. 26 CatWalk, Swing (s), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs.
rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, #
p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

4.7.5 Step Cycle (SC)

Die Auswertung des Step cycle (s) zeigte Uber den posttraumatischen Beobachtungszeitpunkt

in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe keine signifikanten Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch bis zum Tag 1 eine Verlangerung des
Step cycle mit einer darauffolgenden beidseitigen Abnahme bis zu einem Minimum an Tag 7.
Es konnte jedoch an allen Messpunkten im Vergleich zu BT kein signifikanter Unterschied
gemessen werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht

traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.
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Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten An Tag 1 ebenfalls beidseits ihr
Maximum, worauf ein Abfall bis zum Tag 7 erfolgte. Weiter wurden hier an allen Messpunkten
im Vergleich zu BT keine signifikanten Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der
traumatisierten Extremitdt mit der nicht traumatisierten Extremitdt an den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 27 CatWalk, Step cycle (s), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker vs.
rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, #
p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.

4.7.6 Duty Cycle (DC)

Die Auswertung des Parameters Duty cycle (%) zeigte Uber den posttraumatischen
Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe keine signifikanten
Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch primar an IT eine Abnahme des DC. Im
Verlauf nahm der DC hingegen zu und erreichte am Tag 1 sein Maximum. Bis zum Tag 7

erfolgte beidseits eine Abnahme des DC und erreichte hier sein Minimum. Ab Tag 14 erreichte
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der DC dann wieder das Niveau von BT. Es konnte an allen Messpunkten im Vergleich zu BT
kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten
Extremitdt mit der nicht traumatisierten  Extremitdt an den  einzelnen
Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten An Tag 1 ebenfalls beidseits ihr
Maximum, worauf ein Abfall bis zum Tag 7 erfolgte. An Tag 14 wurden wieder Ausgangswerte
erreicht. Ferner wurden hier an allen Messpunkten im Vergleich zu BT keine signifikanten
Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht
traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 28 CatWalk, Duty cycle (%), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe linker

vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. Die Werte sind als Mittelwert +
Standardfehler angegeben.
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4.7.7 Print Area (PA)

Die Auswertung des Parameters Print area (cm?) zeigte Uber den posttraumatischen
Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe keine signifikanten

Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch bis zum Tag 1 eine Zunahme der Print
area mit einer darauffolgenden beidseitigen Abnahme bis zu einem Minimum an Tag 7. Es
konnte jedoch an allen Messpunkten im Vergleich zu BT kein signifikanter Unterschied
gemessen werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht

traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten an IT beidseits ihr Maximum,
worauf ein Abfall bis zum Tag 7 erfolgte. Ab Tag 14 wurden Werte auf dem Niveau von BT
erreicht. Ferner wurden hier an allen Messpunkten im Vergleich zu BT keine signifikanten
Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht

traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 29 CatWalk, Print area (PA) (cm?), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B) Punktionsgruppe

linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05 vs. BT, + p<0,05 vs.
Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.7.8 Max Contact Area (MCA)

Die Auswertung des Parameters Max Contact Area (MCA) zeigte Uber den posttraumatischen

Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe signifikante Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch an Tag 1 im Vergleich zu BT eine
Zunahme der MCA mit einer darauffolgenden beidseitigen Abnahme bis zu einem Minimum
an Tag 7. Es konnte jedoch an allen Messpunkten im Vergleich zu BT kein signifikanter
Unterschied gemessen werden. Ebenso beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der

nicht traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessene MCA erreichte im Vergleich zu BT an IT beidseits
signifikant erhohte Werte, worauf ein Abfall bis zum Tag 7 erfolgte. Beim Vergleich der
traumatisierten Extremitdt mit der nicht traumatisierten Extremitdt an den einzelnen

Beobachtungszeitpunkten wurden keine signifikanten Unterschiede gemessen.

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 30 CatWalk, Max Contact Area (MCA) (cm?), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)

Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05 vs.
BT, + p<0,05 vs. Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.7.9 Max Contact Max Intensity (MCMAXI)

Die Auswertung Max Contact Max Intensity (MCMAXI) zeigte Uber den posttraumatischen
Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe keine signifikanten

Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch an Tag 7 beidseitig eine Verringerung
der MCMAXI. Ab Tag 14 erreichte der DC dann wieder das Niveau von BT. Es konnte an allen
Messpunkten im Vergleich zu BT kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Ebenso
beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der nicht traumatisierten Extremitat an den

einzelnen Beobachtungszeitpunkten.

Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte erreichten An Tag 7 ebenfalls ihr Minimum.
An Tag 14 wurden wieder Ausgangswerte erreicht. Ferner wurden hier an allen Messpunkten
im Vergleich zu BT keine signifikanten Unterschiede gemessen. Ebenso beim Vergleich der
traumatisierten Extremitdt mit der nicht traumatisierten Extremitdt an den einzelnen
Beobachtungszeitpunkten. Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der
Kontusions- und Punktionsgruppe ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte

einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 31 CatWalk, Max Contact Max Intensity (MCMAXI) (pixel), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf,
(B) Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05
vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, # p<0,05 vs. RH.) Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.7.10 Max Contact Mean Intensity (MCMI)

Die Auswertung des Parameters Max Contact Mean Intensity (MCMI) zeigte Uber den
posttraumatischen Beobachtungszeitpunkt in der Kontusions- sowie Punktionsgruppe

signifikanten Unterschiede.

In der Kontusionsgruppe zeigte sich posttraumatisch an IT eine Zunahme der MCMI mit einer
darauffolgenden beidseitigen Abnahme bis zu einer im Vergleich zu BT signifikant verringerten
MCMI an Tag 7 (p<0,05). An Tag 14 (p<0,05) konnte eine im Vergleich zu BT eine signifikante
Zunahme der MCMI beobachtet werden. Beim Vergleich der traumatisierten Extremitat mit der
nicht traumatisierten Extremitat an den einzelnen Beobachtungszeitpunkten wurde kein
signifikanter Unterschied nachgewiesen. Die in der Punktionsgruppe gemessenen Werte
erreichten IT ebenfalls beidseits ihr Maximum. Rechtsseitig zeigte sich an IT (p<0,05) im
Vergleich zu BT eine signifikante Erhéhung der MCMI im Vergleich zu BT. Daraufhin erfolgte
ein Abfall der MCMI bis zum Tag 7. An Tag 14 zeigte sich in der Punktionsgruppe ebenfalls
eine im Vergleich BT Erhéhung der MCMI, rechtsseitig signifikant unterschiedlich (p<0,05).

Der Vergleich der traumatisierten linken Hinterlaufe der Kontusions- und Punktionsgruppe

ergab an keinem der jeweiligen Untersuchungszeitpunkte einen signifikanten Unterschied.
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Abb. 32 CatWalk, Max Contact Mean Intensity (MCMI) (pixel), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf,
(B) Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*p<0,05
vs. BT, + p<0,05 vs. Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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4.8 Histologie

4.8.1 HE Farbung

Die quantitative Auswertung der HE-Praparate ergab beim Vergleich der Zellzahlen der
traumatisierten mit der nicht traumatisierten Extremitat in der Kontusionsgruppe an Tag 1
(p<0,01), Tag 7 (p<0,05), und Tag 14 (p<0,05) eine signifikant erhdhte Zellzahl/ROI. Hierbei
wurde an Tag 7 der Maximalwert erreicht. In der Punktionsgruppe zeigte sich an Tag 1
(p<0,01) und Tag 14 (p<0,01) eine signifikant erhdhte Zellzahl/ROI. An Tag 4 und Tag 7 konnte
kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Beim Vergleich der beiden traumatisierten
Extremitaten der Kontusions- und Punktionsgruppe konnten in der Kontusionsgruppe an Tag
1 (p<0,05), Tag 4 (p<0,01), Tag 7 (p<0,05) signifikant erhdhte Zellzahlen und Tag 14 (p<0,05)

signifikant erniedrigte Zellzahl im Vergleich mit der Punktionsgruppe gezeigt werden.
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Abb. 33 Histologie, HE-Farbung (Zellzahl/ROI), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)

Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (*+ p<0,05 vs.
Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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Abb. 34 Histologie, HE Farbung Tag 7, (A) 10x VergrofRerung Kontusionsgruppe, (B) 10x VergroRerung
Punktionsgruppe, (C) 20x VergréRerung Kontusionsgruppe, (D) 20x VergrofRerung Punktionsgruppe, Schwarze
Pfeile: (A) Defektzone Kontusionstrauma, (B) Defektzone Punktionstrauma, 1: physiologische Skelettmuskelfasern,
2: zentronukleére Skelettmuskelfasern.
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4.8.2 CD-68 Farbung

Die quantitative Auswertung der CD-68-Praparate ergab beim Vergleich der Zellzahlen der
traumatisierten mit der nicht traumatisierten Extremitat in der Kontusionsgruppe an Tag 1
(p<0,01), Tag 4 (p<0,01), Tag 7 (p<0,01) und Tag 14 (p<0,01) signifikant erhdhte
Zellzahlen/ROl. In der Punktionsgruppe zeigte sich an Tag 1 (p<0,05), Tag 4 (p<0,05) und Tag
7 (p<0,01) eine signifikant erhohte Zellzahl/ROIl. An Tag 14 konnte kein signifikanter
Unterschied gemessen werden. Beim Vergleich der beiden traumatisierten Extremitaten der
Kontusions- und Punktionsgruppe konnten an Tag 1 (p<0,01), Tag 4 (p<0,01), Tag 7 (p<0,01)
und Tag 14 (p<0,01) in der Kontusionsgruppe signifikant hohere Zellzahlen/ROI als in der

Punktionsgruppe gezeigt werden.
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Abb. 35 Histologie, CD68-Farbung (Zellzahl/ROI), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)
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Abb. 36 Histologie, CD-68 Farbung Tag 7, (A) 10x VergroRerung Kontusionsgruppe, (B) 10x VergroRerung
Punktionsgruppe, (C) 20x VergréRerung Kontusionsgruppe, (D) 20x VergrofRerung Punktionsgruppe, Schwarze
Pfeile: CD-68 positive Zellen.
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4.8.3 Ki-67 Farbung

In der quantitativen Auswertung der Ki-67-Praparate ergaben sich beim Vergleich der
Zellzahlen der traumatisierten mit der nicht traumatisierten Extremitat in der Kontusionsgruppe
an Tag 1 (p<0,01), Tag 4 (p<0,01), Tag 7 (p<0,01) und Tag 14 (p<0,01) signifikant hdhere
Zellzahlen/ROl. In der Punktionsgruppe zeigte sich an Tag 1 (p<0,01), Tag 4 (p<0,01) und Tag
7 (p<0,01) eine signifikant hohere Zellzahl/ROI. An Tag 14 konnte kein signifikanter
Unterschied gemessen werden. Beim Vergleich der beiden traumatisierten Extremitaten der
Kontusions- und Punktionsgruppe konnten in der Kontusionsgruppe an Tag 1 (p<0,01) und
Tag 7 (p<0,01) signifikant hohere Zellzahlen/ROI gezeigt werden. An Tag 4 und Tag 14 wurde

kein signifikanter Unterschied gemessen.
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Abb. 37 Histologie, Ki-67-Farbung (Zellzahl/ROI), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)

Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (+ p<0,05 vs.
Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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Abb. 38 Histologie, Ki-67-Farbung Tag 7, (A) Kontusionsgruppe 10x VergroRerung, (B) Punktionsgruppe 10x
VergréRerung, (C) Kontusionsgruppe 20x VergroRerung, (D) Punktionsgruppe 20x VergroRerung, schwarze Pfeile:
Ki-67 positive Zellen.
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4.8.4 Caspase-3 Farbung

Die quantitative Auswertung der Caspase-3-Praparate ergab beim Vergleich der Zellzahlen
der traumatisierten mit der nicht traumatisierten Extremitat in der Kontusionsgruppe an Tag 1
(p>0,05), Tag 4 (p>0,05), Tag 7 (p>0,05) und Tag 14 (p>0,05) keine signifikanten Anstiege,
wobei an Tag 14 eine hdhere Zellzahl in der traumatisierten Extremitat gemessen wurde. In
der Punktionsgruppe zeigte sich an Tag 14 (p<0,05) eine signifikant erhéhte Zellzahl/ROI. An
Tag 1 (p>0,05), Tag 4 (p>0,05) und Tag 7 (p>0,05) konnte kein signifikanter Unterschied
gemessen werden. Beim Vergleich der beiden traumatisierten Extremitaten der Kontusions-
und Punktionsgruppe konnten an Tag 1 (p>0,05), Tag 4 (p>0,05), Tag 7 (p>0,05) und Tag 14

(p>0,05) keine Signifikanzen gezeigt werden.
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Abb. 39 Histologie, Caspase-3-Farbung (Zellzahl/ROI), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)

Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (+ p<0,05 vs.
Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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Abb. 40 Histologie, Caspase-3-Farbung Tag 14, (A) Kontusionsgruppe 10x Vergrofierung, (B) Punktionsgruppe

10x VergroRerung, (C) Kontusionsgruppe 20x Vergréfierung, (D) Punktionsgruppe 20x Vergréfierung, schwarze
Pfeile: C-3-positive Zellen.
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4.8.5 MPO Farbung

Die quantitative Auswertung der MPO-Praparate ergab beim Vergleich der Zellzahlen der
traumatisierten mit der nicht traumatisierten Extremitat in der Kontusionsgruppe an Tag 1
(p<0,01), jedoch nicht an Tag 4 (p>0,05), Tag 7 (p>0,05) und Tag 14 (p>0,05), eine signifikant
erhohte Zellzahl/ROI. In der Punktionsgruppe zeigte sich ebenfalls an Tag 1 (p<0,01) eine
signifikant erhéhte Zellzahl/ROI. An Tag 4 (p>0,05), Tag 7 (p>0,05) und Tag 14 (p>0,05)
konnte kein signifikanter Unterschied gemessen werden. Beim Vergleich der beiden
traumatisierten Extremitaten der Kontusions- und Punktionsgruppe konnte in der
Kontusionsgruppe an Tag 1 (p<0,01) eine signifikant erhdhte Zellzahl gemessen werden, an
Tag 4 (p>0,05), Tag 7 (p>0,05) und Tag 14(p>0,05) wurden keine signifikanten Unterschiede

gemessen.
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Abb. 41 Histologie, MPO-Farbung (Zellzahl/ROI), (A) Kontusionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (B)

Punktionsgruppe linker vs. rechter Hinterlauf, (C) Kontusions- vs. Punktionsgruppe linker Hinterlauf. (+ p<0,05 vs.
Punkt, # p<0,05 vs. RH.). Die Werte sind als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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Abb. 42 Histologie, MPO-Farbung Tag 1, (A) Kontusionsgruppe 10x VergroRerung, (B) Punktionsgruppe 10x
VergréRerung, (C) Kontusionsgruppe 20x VergroRerung, (D) Punktionsgruppe 20x VergroRerung. Schwarze Pfeile:
MPO-positive Zelle.
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Skelettmuskelverletzungen sind haufige Verletzungen, insbesondere im Breiten- und
Spitzensport. Trotz der Haufigkeit des Krankheitsbildes sind bisher neben symptomatischen
Akutmallnahmen nur wenige, grofdtenteils auf Expertenmeinung respektive klinischer
Erfahrung basierende TherapiemalRnahmen verfugbar. Weit verbreitete Therapien wie
intramuskulare Injektionen mit Traumeel, Actovegin oder Lokalanasthetika sind nicht
hinreichend evidenzbasiert belegt [128]. Weiterhin bedurfen neuartige Verfahren wie
Zelltherapien durch beispielsweise intramuskuldre Stammzellinfiltrationen einer genaueren
Untersuchung [27]. Daher sind tierexperimentelle Traumamodelle zur Analyse der

Regeneration von Skelettmuskeltraumata notwendig.

In Studien mit humanen Teilnehmern zur Untersuchung von Muskeltraumata wurden zumeist
gesunde Probanden durch repetitives Training isolierter Muskelgruppen hinsichtlich der
Trainingseffekte zur Verletzungspravention untersucht [122,124,190]. Aufgrund ethischer
Bedenken und der damit verbundenen limitierten Untersuchungsmdglichkeiten werden
Studien zu Muskeltraumata mit menschlichen Probanden, trotz der vermeintlich hohen
klinischen Relevanz, nur selten durchgeflihrt. Vielmehr eignen sich tierexperimentelle Studien,
vor allem an Kleintieren wie Mausen oder Ratten aufgrund der kostengunstigen Haltung,
einfachen Handhabung, vergleichbaren Physiologie und Anatomie sowie genetischen Nahe
(80-90%) zum Menschen, deutlich besser [165,180].

Hier stehen aktuell in-vitro sowie in-vivo Modelle fir tierexperimentelle Untersuchungen zur

Verfugung.

Die verfugbaren in-vitro Modelle werden zur Untersuchung zelluldrer Mechanismen der
Muskelphysiologie und Pathologie herangezogen. Daflir werden die benétigten Muskelfasern
oder Blndel beispielsweise extrahiert und in einer Nahrlésung gelagert, die eine adaquate,
extrazelluldare Umgebung simuliert. Das Muskeltrauma wird daraufhin durch eine exzentrische
Uberdehnung wahrend der Muskelkontraktion herbeigefiihrt [100,108]. Nachteil der in-vitro
Modelle ist der hohe technische Aufwand der Experimente bei jedoch in Relation oftmals
begrenztem klinischen Nutzen [6]. Dadurch besteht die Gefahr, dass Aspekte des Tierwohls
vernachlassigt werden [146] [148]. Andererseits lassen sich durch in-vitro Modelle sehr
genaue Ergebnisse im Hinblick auf isolierte Parameter wie Muskelkraft, Reil3festigkeit oder
Dehnbarkeit erzielen. Weiter eignen sich in-vitro Modelle gut fir Studien mit Fragestellungen

hinsichtlich zellularer Vorgange.
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In-vivo Modelle unterscheiden mechanische Traumata wie zum Beispiel durch Kontusion,
Uberdehnung, Lazeration, Punktion oder Applikation von Kéalte. Zudem sind in der Literatur
chemische oder myotoxisch induzierte Muskeltrauma beschrieben [62,166]. Die
mechanischen Traumamodelle, insbesondere das Kontusionstrauma findet die haufigste

Anwendung in der Muskeltraumaforschung [166].

Man unterscheidet bei den Kontusionstraumata wiederum zwei verschiedene Hauptarten, das
Quetschtrauma und das stumpfe, nicht penetrierende Kontusionstrauma. Ein Quetschtrauma
wird dem Versuchstier meist nach vorheriger chirurgischer Freilegung des ausgewahlten
Muskels zugefiigt. Das Trauma wird dabei durch Quetschung mittels Klemme oder Zange oder
durch eine mechanische Vorrichtung wie zum Beispiel einen Hammer oder hydraulischen
Bolzen verursacht [58,73,140,171]. Das so erzeugte Quetschtrauma ist jedoch schwierig mit
der typischen Skelettmuskelverletzung des Menschen zu vergleichen. Zum einen wird durch
die Quetschung typischerweise ein sehr schwerwiegender Muskelschaden mit einer massiven
Verletzung der Muskelfasern erzeugt, wie es beim Menschen nur bei starksten Traumata der
Fall ist [1,171].

Zum anderen wird vermutet, dass die chirurgische Intervention zur Praparation des Muskels,
welche vielfach durchgeflihrt wird, entziindliche Prozesse triggert und somit gemessene
Immunreaktionen nicht allein auf das Skelettmuskeltrauma zurtickzufiihren sind [161]. Insofern
eignen sich Quetschmodelle nicht zur Untersuchung der typischen sportmedizinisch
relevanten Skelettmuskelverletzung. Ferner kdénnen so schwerste Verletzungen an der

Muskulatur und deren Folgen auf den Organismus erforscht werden [1,118].

Das nicht penetrierende, stumpfe Kontusionstrauma ist die am weitesten verbreitete Methode
zur Induktion einer Skelettmuskelverletzung [166]. Hierbei wird typischerweise ein
Metallgegenstand durch ein auf den betreffenden Muskel aufgesetztes Gleitrohr
fallengelassen [3,4,26,28,80,82]. Analog zum Mensch wird die untere Extremitat dafiir genutzt,
da der Grofdteil der Muskeltraumata die untere Extremitat betrifft [41]. Die einzelnen
Kontusionsmodelle wiederum unterscheiden sich in MalRe und Form des Fallgewichtes sowie
der Fallhéhe. Das eingesetzte Fallgewicht kann von 16g [96,125] bis Uber 200g reichen
[99,158]. Einige Studien bevorzugen eine Kugelform [28,93], andere wiederum benutzen eine
Zylinderform [81]. Die hier vorliegende Studie benutzt ebenfalls eine Zylinderform, da sich die
auftreffende Kraft auf den Muskel flachiger verteilt als bei einer Kugelform, welche eher einen
punktférmigen Aufprall verursacht. Die Fallhhe des Gewichtes variiert zwischen Hohen von
15-20cm [4,11,159] und HOhen von ca. 100cm [96,158]. Die in der vorliegenden Arbeit
genutzten Parameter von Fallhéhe und Gewicht lokalisieren sich eher am unteren Spektrum
der bisher genutzten Werte. Die oben beschriebenen Parametergrenzen beziehen Studien an
Mausen, ebenso wie an Ratten ein, flir welche deutlich hdhere Krafte zur adaquaten

Traumainduktion notwendig sind. Durch die relativ niedrig induzierte Energie am unteren Ende
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des Spektrums ist ein mildes bis moderates Muskeltrauma zu erwarten [101], was zum einen
der menschlichen Realitat entspricht (70% der Muskeltraumata nach MRT Klassifikation
<Grad 2) [116] und zum anderen dem Tierwohl bei doch verwertbaren Ergebnissen

entgegenkommt.

Des Weiteren existieren Muskeltraumamodelle, bei denen der Defekt durch eine Uberdehnung
der Muskulatur im Sinne einer klassischen ,Zerrung“ beziehungsweise eines funktionellen
Muskeltraumas verursacht wird [74]. Hierbei wird der betroffene Muskel entweder elektrisch
stimuliert und gleichzeitig im Sinne einer exzentrischen Kontraktion bis zum Riss der
Muskelfasern gedehnt [19,136] oder durch mechanische Traktion an der dem Muskel
zugeordneten Sehne geschadigt [25,34]. Vorteilhaft ist hier die gute Reproduzierbarkeit des
Traumas und die geringe Invasivitat. Problematisch ist jedoch, dass die erzeugten Traumata
bezogen auf den Menschen wenig klinische Relevanz haben, da die Atiologie von funktionellen
Muskeltraumata sich deutlich von den durch Tetanie und exzentrischer Kontraktion erzeugten
Muskeltraumata unterscheidet [167,172].

Die Lazerationsmodelle nutzen die chirurgische Durchtrennung des Muskels zur
Traumainduktion [77,110,121]. Diese Art des Traumas bietet aufgrund der gesicherten
Durchtrennung der Muskelfasern eine hervorragende Moglichkeit fur Experimente hinsichtlich
der bindegewebigen Narbenbildung bei der Muskelheilung [129,157]. Nichtsdestotrotz werden
durch Lazerationsmodelle ebenfalls kaum auf den Menschen im sportmedizinischen Sinne
Ubertragbare Traumata erzeugt, da die komplette Ruptur eines Muskels im klinischen Alltag
eher die Ausnahme als die Regel darstellt. Diese Art von Verletzungen tritt eher bei schweren

Verkehrsunfallen oder Naturkatastrophen auf [166].

In der hier vorliegenden Arbeit wird neben dem etablierten Kontusionsmodell ein
Punktionsmodell, von Contreras et al. 2016, genutzt. Das hierbei erzeugte Muskeltrauma
durch Punktion des entsprechenden Muskels soll, wie die Lazerationsmodelle, ein Trauma mit
einer Durchtrennung von Muskelfasern erzeugen. Der Vorteil besteht hier in der geringeren
Anzahl von durchtrennten Muskelfasern, welche einer strukturellen Muskelldsion beim
Menschen (Typ 3 & 4) deutlich ndherkommt. So kann die Muskelheilung, auch im Hinblick auf
die bindegewebige Narbenbildung, mit einem erheblich klinisch relevanteren Modell

untersucht werden [28].

Zur Beobachtung des Verlaufs der Muskelheilung nach stattgehabtem Trauma gibt es bisher
keine  allgemeinglltigen  Protokolle. Die  meisten  Autor/-innen  fuhren eine
histologisch/zellbiologische Analyse durch [27,37,54,58,62,71,85,125,145,152,187] andere
wiederum nutzen zusatzlich oder ausschlieRlich biomechanische Verfahren [29-
31,77,83,96,100]. An bildgebenden Verfahren wird zumeist eine MRT-Untersuchung der
traumatisierten Muskel durchgefiihrt [28,101,107,187]. Funktionelle Analysen durch eine
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Ganganalyse oder die Nutzung von hoch-auflésendem Ultraschall in Kombination mit
photoakustischen Messungen sind bisher zur Untersuchung der Skelettmuskelheilung nicht

beschrieben.

Die hier vorliegende Arbeit nutzte zum Vergleich der ausgeldsten Muskelheilung der beiden

Muskelmodelle eine funktionelle, bildmorphologische und histologische Analyse.

Die funktionellen Messungen wurden per Ganganalyse mit dem CatWalk XT10 (Noldus,
Wageningen, Niederlande) erhoben. In den letzten Jahren hat sich dieses Verfahren
durchgesetzt, da es gegenilber anderen Methoden, eine automatisierte und reproduzierbare
sowie zwangfreie Analyse von statischen und dynamischen Parametern gewahrleistet
[15,46,48,70,113,130]. Das CatWalk System wird in einer Vielzahl von Versuchen mit
unterschiedlichen Fragestellungen eingesetzt, ein Einsatz im Hinblick auf Veranderungen des

Gangbildes nach einem Muskeltrauma in der Literatur nur vereinzelt beschrieben [141,149].

In der umfassenden Ganganalyse wurde eine Vielzahl von statischen und dynamischen
Parametern erfasst und ausgewertet, welche haufig zueinander in Beziehung stehen. Erst in
der Zusammenschau dieser Parameter lassen sich die komplexen biomechanischen Ablaufe
und Muster, die zur Ganganalyse nétig sind, verstehen. Daher sollte bei der Ganganalyse nie
eine Schlussfolgerung aus der Anderung eines einzelnen biomechanischen Parameters

gezogen werden [91].

Da bisher nur vereinzelte Studien [141,149] zur Ganganalyse mittels CatWalk hinsichtlich des
Gangverhaltens nach Muskeltrauma verfiigbar sind, wurde sich in dieser Studie auch an
Vorstudien mit anderen Fragestellungen orientiert. Hierbei wurden durch die oben genannten
Studien etablierte statische Parameter wie die Schrittlange (Stride length), Standzeit (Stand),
Schwungzeit (Swing), dynamische Parameter wie den Schrittzyklus (Stand + Swing) und den
Belastungszyklus (Duty cycle) sowie druckabhdngige Parameter wie die Flache des

Maximalen Kontaktes (Max contact area) genutzt.

Die bildmorphologische Analyse erfolgte zum einen durch magnetresonanztomographische
Untersuchungen (MRT) und zum anderen durch hoch-auflésenden Ultraschall (hrUS) und
Photoakustik (PA).

MRT-Untersuchungen stellen eine etablierte, nicht-invasive und strahlungsarme Methode zur
morphologischen Untersuchung von unterschiedlichen Geweben in-vivo dar. Kleintier MRT-
Untersuchungen wurden bisher bei einer Vielzahl von Studien mit Fragestellungen hinsichtlich
beispielsweise Tumorerkrankungen oder Schlaganfallen zur Darstellung der Morphologie von
Geweben eingesetzt [114,131,182,193]. Es wurden ebenfalls Studien zur Erforschung von
Muskeltraumata und Muskelheilung unter Zuhilfenahme von MRT-Scans publiziert
[28,107,187]. So kénnen in der MRT-Bildgebung analog zum Menschen typische Merkmale

eines Skelettmuskelschadens wie ein posttraumatisches Odem und dessen Resorption im
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Verlauf oder typische ,gefiederte® Hyperintensitaten im Muskel nachgewiesen werden [28].
Somit ist die MRT-Bildgebung ein wertvolles Werkzeug zum Nachweis der posttraumatischen

Muskelschaden im Mausmodell.

Ein Nachteil der MRT-Bildgebung ist die lange Dauer der einzelnen Untersuchung (ca. 20-30
min). Daher wurden bereits mehrere Studien publiziert, welche den parallelen Scan von

mehreren Kleintieren diskutieren [17,94,186].

Weiter wurden hochaufldésende Hochfrequenz-Ultraschalluntersuchungen durchgefihrt.
Untersuchungen unter Zuhilfenahme von Ultraschall in Kleintiermodellen sind etablierte
Methoden zur Akquisition von nicht-invasiven, strahlungsarmen in-vivo Messungen der
Gewebemorphologie in Echtzeit und wurden bereits verschiedenfach in Studien veréffentlicht
[47,142,143,162,185]. Bis zu diesem Zeitpunkt sind jedoch keine Publikationen im Hinblick auf

Skelettmuskeltraumata verflgbar.

Es wurden konventionelle B-Mode Ultraschalluntersuchungen mit einer Schichtdicke von
100um, wie auch Messungen der Sauerstoffsattigung und des Hamoglobingehaltes im
Gewebe unter Zuhilfenahme von photoakustisch induziertem Ultraschall durchgefuhrt, wie in
anderen Studien beschrieben [104,120,143]. Daraufhin erfolgte die Auswertung des
posttraumatischen Verlaufes nach Muskeltrauma wie oben beschrieben. So lassen sich
schnell, nicht-invasiv. und hochauflésend Stadien der Muskelheilung nach
Skelettmuskeltrauma nachweisen. Zusatzlich kénnen durch die photoakustische Technik
biochemische Prozesse in-vivo und in Echtzeit beobachtet werden. In Zusammenschau mit
der deutlich kirzeren Untersuchungszeit im Gegensatz zu anderen bildgebenden Verfahren
wie MRT bietet die Ultraschalluntersuchung daher ein grof3es Portfolio an wissenschaftlichem
Nutzen in der Muskeltraumaforschung. Nachteile der Ultraschalluntersuchung sind die immer

noch limitierte Eindringtiefe und die hohe Untersucherabhangigkeit [10].
Zur histologischen und immunhistochemischen Analyse war eine Tétung der Tiere notwendig.

Die histologische und immunhistochemische Auswertung des Skelettmuskels ermdglicht die
zellulare Analyse nach Skelettmuskeltrauma im Vergleich zum gesunden Skelettmuskel und

stellt eine Standardmethode in der Kleintierforschung dar.

Zur allgemeinen Darstellung der Zellmorphologie des Skelettmuskels werden
Standardfarbungen wie die Hamatoxylin-Eosin-Farbung genutzt. Bezogen auf die
Skelettmuskelheilung konnten hier Entziindungsreaktionen und Muskelfaserschaden analog
zu bisher publizierten Studien beobachtet werden [28,36,57,59,80,93,121,140,152,179].
Zusatzlich wurden immunhistochemische Farbungen zum Nachweis von Makrophagen und
neutrophilen Granulozyten mit Antikérpern gegen CD 68 und MPO, der Zellproliferation mit
Antikérpern gegen Ki-67 und zum Nachweis von Apoptose mit Antikbpern gegen Caspase-3

wie oben beschrieben durchgefiihrt. Dabei zeigten sich die aus vorherigen Studien
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nachgewiesenen Zellinfiltrationen durch Makrophagen und neutrophile Granulozyten [37,62]
und die im Verlauf hochregulierte Zellproliferation [62,184]. Zur histologischen Analyse der
Caspase-3 nach Skelettmuskeltrauma ist bislang keine Studie verfiigbar. Durch das
verwendete Protokoll I4sst sich ein guter Uberblick tiber die Ablaufe der zelluldren Prozesse
wahrend der Skelettmuskelheilung nach Trauma gewinnen. Weiterfuhrend koénnten noch
Marker zum spezifischeren Nachweis der Morphologie der Basallamina wie bereits durch
Hardy et al. 2015 oder zum Nachweis von Kollagen [58,157] zur besseren Darstellung der

Bindegewebsnarbe verwendet werden.

Zur Beobachtung des posttraumatischen Verlaufs wurden in Anlehnung an die physiologische
Muskelheilung [75] ein Beobachtungszeitpunkt vor (BT) und direkt nach Trauma (IT) sowie an
den posttraumatischen Tagen 1,4,7 und 14 gewahlt. Hierdurch konnten die direkten und kurz
bis mittelfristigen Auswirkungen auf den Muskel studiert werden. Contreras et al. wahlten
zusatzlich weiterfiihrende Zeitpunkte an Tag 21,26,35 und 46. Im hier genutzten Rattenmodell
zeigten sich jedoch ab Tag 26 nur noch marginale Befunde. Aufgrund der schnelleren
Muskelheilung der Maus und der nicht auf Langzeitveranderungen ausgelegten Studie, wurde
ein posttraumatischer Beobachtungszeitraum bis Tag 14 gewahlt. Einige Autoren geben den
Tag 21 als Endpunkt der Muskelheilung der Maus an [56,62,170], weswegen auch im Hinblick
auf die Wirkung verschiedener Agens der Zeitpunkt Tag 21 flr weiterfUhrende Studien zu

bedenken ist.
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

In dieser Studie wurden ein standardisiertes Kontusionsmodell mit einem Punktionsmodell und
die induzierte Skelettmuskelheilung funktionell, bildmorphologisch und histologisch analysiert

und verglichen.

Das Gewicht der Versuchstiere beider Gruppen zeigte sich posttraumatisch ohne signifikante
Zu- oder Abnahme. Daher kann von keiner veranderten Nahrungsaufnahme und somit von
einer guten Vertraglichkeit des Versuches fir die Tiere ausgegangen werden. Weiterhin wurde
bei keinem der Versuchstiere eine Infektion im Applikationsgebiet beobachtet, sodass die

Versuchsergebnisse einzig auf die Traumainduktion zurlickzuflihren sind.

Die funktionelle Analyse erfolgte durch die Untersuchung des Gangbildes per CatWalkXT 10
(Noldus, Wageningen, Niederlande). Hier zeigten sich vor Allem die Parameter zur Messung
der Abdruckkraft (Max Contact Max Intensity, Max Contact Mean Intensity) um den Tag 7
signifikant erniedrigt. Die Kontaktdauer (Stand), im Sinne einer vermehrten Belastung der
traumatisierten Pfote, hingegen blieb in beiden Versuchsgruppen unverandert. Die
dynamischen Parameter (Step cycle, Duty cycle, Stand) zeigten sich ebenfalls in beiden
Versuchsgruppen und beim Vergleich der beiden Versuchsgruppen ohne signifikante

Unterschiede.

Daher kann in Zusammenschau der statischen und funktionellen Parameter davon
ausgegangen werden, dass das jeweilig applizierte Muskeltrauma trotz einer Veranderung der
Abdruckkraft keine Anderungen des Gangbildes hervorruft. Eine magliche Erklarung kénnte
das milde Trauma sein oder aber die durch die Verabreichung von Schmerzmitteln induzierte
Analgesie. Ubertragen auf den Menschen werden ebenfalls sowohl im Amateur- als auch
Leistungssport erhebliche Mengen an Analgetika eingesetzt, wodurch der im Muskel
vorhandene Schaden oft merklich unterschatzt wird und die Sportler den Nebenwirkungen der
Ubereinnahme von Schmerzmitteln aussetzt [63,144,151,173]. Da bisher nur vereinzelte
Studien zur murinen Gangbildveranderung unter Nutzung von Gaitwaysystemen nach
Muskeltraumata verfiigbar sind [141,149], sind hier weitere Studien zur Validierung der

Ergebnisse notwendig.

Bildmorphologisch wurden Analysen per MRT sowie hochauflésendem Ultraschall in

Kombination mit Photoakustik durchgefihrt.

Im hier vorliegenden Versuch konnten in der MRT-Diagnostik sowohl beim Kontusions- wie
auch Punktionsmodell Traumafolgen nachgewiesen werden. Vor Allem im Kontusionsmodell
zeigte sich das zum Menschen analoge und fir eine strukturelle Muskellasion typische
Muskelhamatom/-6dem mit federartiger Hyperintensitat (vgl. Abb.17) [49,101,107,136,187]. In
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der Punktionsgruppe lie sich ein Stichkanal mit einem leichten Umgebungshamatom/Odem

nachweisen (vgl. Abb. 17).

Weiterhin wurde durch die volumetrische Bestimmung des Hamatoms/Odems an allen
Untersuchungszeitpunkten ein signifikant groferes Volumen der Kontusionsgruppe im
Vergleich zur Punktionsgruppe nachgewiesen (vgl. Abb. 13). Das maximale Volumen des
Hamatoms/Odems (IT) an der traumatisierten Extremitat war hierbei in der Kontusionsgruppe

fast dreimal so grol3 wie das Maximalvolumen der Punktionsgruppe.

Die longitudinale Auswertung zeigte in beiden Versuchsgruppen an allen Messpunkten eine
Volumenabnahme im Vergleich mit dem Maximalwert direkt nach Trauma. Hier war das
Muskelhdmatom in der Punktionsgruppe bis zum letzten Messpunkt (Tag 7) nur noch marginal
nachweisbar, wohingegen das intramuskuldre Hamatom in der Kontusionsgruppe weiterhin
gemessen werden konnte. Weiter zeigte sich nicht nur am Volumen des Hamatoms/Odems,
sondern auch am Gesamtvolumen des Unterschenkelmuskels im Vergleich zur Gegenseite
ein groReres Volumen, wobei in der Kontusionsgruppe im Vergleich mit der Punktionsgruppe
grolkere Volumina gemessen wurden (vgl. Abb. 12). Dies kénnte durch das in der
Kontusionsgruppe starker ausgepragte Trauma mit daraufhin erhdhter, konsekutiver

inflammatorischer Reaktion und Odembildung zuriickzufiihren sein.

Sonographisch wurden ebenfalls signifikante Volumenveranderungen der traumatisierten
Extremitaten im Vergleich zum pratraumatischen Zustand (BT) in beiden Versuchsgruppen
gemessen. Hier zeigte sich korrelierend zu den MRT-Befunden ebenfalls das Maximalvolumen
an IT mit einer darauffolgenden kontinuierlichen Abnahme in den folgenden Messpunkten.
Abermals zeigte sich hier das Kontusionstrauma im Vergleich mit dem Punktionstrauma mit
deutlich groReren Volumina. Zusatzlich zeigte sich ein eindeutiges Korrelat zum im MRT
nachgewiesenen intramuskuldaren Hdmatom/Odem. Im klinischen Alltag kann jedoch haufig
ein intramuskuldres Hamatom/Odem erst in der MRT-Diagnostik nachgewiesen werden bei

initial oftmals unauffalligem sonographischem Befund [116].

Durch die photoakustische Analyse konnten die Hamoglobinkonzentration sowie die
Sauerstoffsattigung im verletzten Muskel in-vivo gemessen werden. Hier zeigte sich in der
Kontusionsgruppe an Tag 1, Tag 4 und Tag 14 ein nicht signifikanter Abfall der
Sauerstoffsattigung im Vergleich zum pratraumatischen Zustand und an Tag 1, 4 & 14 ein
signifikanter Abfall des Hdmoglobins. Dies kann durch einen hochregulierten Sauerstoffbedarf
aufgrund einer Einwanderung von Immunzellen und durch die posttraumatische

Minderdurchblutung im Muskel wahrend der Muskelheilung verursacht werden [152].

Die Ergebnisse der Messung des Muskeldurchmessers per Schieblehre zeigten ebenfalls in

der Kontusionsgruppe signifikant groRere Werte im Vergleich mit der Punktionsgruppe.
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In Zusammenschau der bildmorphologischen Analysen fihrte das Kontusionsmodell zu einem

Trauma mit bildmorphologisch deutlich gréReren Verletzungszonen und -reaktionen.

Histologisch wurde eine Standard HE-Farbung sowie immunhistochemische Farbungen mit
Antikérpern gegen CD68, MPO, Caspase-3 und Ki-67 durchgeflhrt.

Makroskopisch zeigten sich analog zum applizierten Trauma in der Kontusionsgruppe im
Verlauf flachige Defektzonen und in der Punktionsgruppe lineare Defektzonen nachfolgend
des Stichkanals (vgl. Abb. 34).

In der Frihphase nach Trauma (Tag 1) wurden in beiden Gruppen signifikant erhdhte
Zellzahlen im Vergleich zur Gegenseite in der HE-Farbung nachgewiesen. Weiterhin konnten
in Anlehnung an Dobek et. al. 2013, in der HE-Farbung &dembedingte
Auseinanderweichungen der Muskelfasern sowie in den immunhistochemischen Farbungen
ein starker Anstieg der neutrophilen Granulozyten (MPO, vgl. Abb. 32) sowie der Makrophagen
(CD68, vgl. Abb. 30) beobachtet werden. Der rapide und frihe Anstieg der Leukozyten sowie
die Odembildung bilden wichtige Bausteine der physiologischen Muskelheilung [75].

Im weiteren Verlauf sind in der HE-Farbung Regenerationszonen mit zentronuklearen Zellen
nachweisbar (vgl. Abb. 34), was in der Zusammenschau mit der an Tag 7 deutlich erhdhten
Konzentration an Ki-67 positiven Zellen auf eine hochregulierte Zellproliferation und
Regeneration hindeutet. Guitart et al. konnten die erhdhte Expression von Ki-67 positiven
Zellen am traumatisierten Muskel der Maus nach 7 Tagen ebenfalls nachweisen. Bis zum Tag
14 normalisierte sich die Zellzahl sowie die Zahl der Leukozyten wieder bei nun erhdhter
Caspase-3 und somit erhéhter Apoptoseaktivitdt, was sich im Rahmen der Bildung der

Bindegewebsnarbe im Rahmen der Muskelheilung erklaren Iasst.

Beim Vergleich der Ergebnisse der Kontusions- mit der Punktionsgruppe zeigte sich, dass bis
auf die Zellzahl der Caspase-3 positiven Zellen in der Kontusionsgruppe in jeder Messung

signifikant héhere Zellzahlen vorhanden waren.
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5.3 Fazit

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Traumamodelle zur Analyse der murinen
Muskelheilung untersucht. Das neuartige Punktionsmodell sollte eine indirekte strukturelle

Muskelverletzung erzeugen, das Kontusionsmodell eine direkte Kontusionsverletzung.

Aufgrund der beim Menschen sehr hohen Pravalenz des Kontusionstraumas ist das
Kontusionsmodell in der Literatur bereits vielfach etabliert und zeigte erwartbar reliable

Ergebnisse.

Das neuartige Punktionsmodell konnte auf zweierlei Weise nicht Gberzeugen. Zum einen
konnte nur ein minimaler Strukturschaden am Muskel nachgewiesen werden. Zum anderen
konnte dieser, inshesondere im Vergleich mit dem Kontusionsmodell, bereits nach wenigen

Tagen nicht mehr detektiert werden.

Daher konnten sich die hohen Erwartungen an das Punktionstraumamodell nicht bestatigen,
weswegen das Punktionstraumamodell keine Alternative zum Kontusionstraumamodell fiir

zukunftige murine Muskeltraumaforschung darstellt.

In der Analyse der verschiedenen Traumamodelle konnten keine nennenswerten oder

unterschiedlichen Auswirkungen auf das Gangbild beobachtet werden.

Die wiederholten Analysen bestehend aus einer Kombination von Ganganalyse, MRT,
hochauflésendem Ultraschall, Photoakustik, Schieblehre und Histologie konnten trotz einer
relativ kleinen StudiengroRe den physiologischen Heilungsverlauf nach Muskeltrauma
adaquat und reproduzierbar nachweisen. Die in-vivo Messungen bestehend aus einer
funktionellen und bildmorphologischen Analyse lieferten Aussagen Uber den Heilungsverlauf

nach Muskeltrauma, partiell aquivalent zu sonst notwendigen in-vitro Messungen.
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