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Einleitung

1 Einleitung

Achilleus (lateinisch Achilles, deutsch Achill), Sohn des Peleus, Kénig von Thessa-
lien, und der Meeresnymphe Thetis, ist in der griechischen Mythologie ein legen-
darer und nahezu unverwundbarer Kampfer und Held [Shampo und Kyle, 1992,
Maffulli, 1999, Ddderlein et al., 2004]. Er ist der Hauptheld in Homers llias und
der Namensgeber der Achillessehne und des Achillessehnenreflexes [ebd.]. Durch
seinen menschlichen Vater war Achilleus sterblich, daher tauchte ihn seine Mutter
Thetis in den Fluss Styx, um ihn unverwundbar zu machen [ebd.]. Da sie ihn an
der Ferse hielt und diese nicht mit dem Wasser in Beruhrung kam, blieb die Ferse
die einzig verwundbare Stelle seines Koérpers [ebd.]. Uber Achilleus’ Tod be-
richtete Homer selbst nichts [ebd.]. Nach den Fabeln des Hygin und der Aeneis
kam Achilleus im Krieg um Troja durch einen von Apollon gelenkten Pfeil des
Paris zu Tode [Shampo und Kyle, 1992, Maffulli, 1999, Doderlein et al., 2004].

Die Achillessehne ist die dickste und starkste Sehne des menschlichen Koérpers
[O'Brien, 2005, Schuh et al., 2009]. Sehnen erflllen eine bedeutende Funktion:
Sie bilden den Ubergang zwischen Muskel und Knochen. Die in der Muskulatur
erzeugte Kraft wird durch Sehnen auf die Knochen Ubertragen und ermdoglicht

damit die Bewegung der Gelenke.

Viele extrinsische und intrinsische Faktoren machen die Achillessehne besonders
anfallig fir Verletzungen [Jarvinen et al., 2005]. Sie unterliegt bei alltaglichen
Beschaftigungen von morgens bis abends, besonders aber beim Sport standiger
Belastung [ebd.]. Eine steigende Inzidenz von Achillessehnenverletzungen in den
Industrielandern wird auf zunehmende sportliche Betatigung zurtckgefuhrt [ebd.].
Die Sehne ist durch ihre exponierte Lage unmittelbar unter der Haut besonders
anfallig fur mechanische Einwirkungen wie Druck, Biegungen und Schlage
[Wechselberger und Gruber, 2005]. Zudem Iasst die ohnehin sparliche Blutver-
sorgung der Sehne im Alter noch weiter nach [ebd.]. Daraus resultiert, dass die

Ruptur der Achillessehne die haufigste Sehnenruptur des Korpers ist [ebd.].

Sehnenverletzungen bedeuten daher fast immer wesentliche Einschrankungen im
Alltag. Der Erstbeschreiber der Achillessehnenruptur, Hippokrates von Kos, sah
als Folge einer Quetschung oder Verletzung dieser Sehne schlimmstes Fieber

sowie die Verwirrung der Sinne und auf lange Sicht den Tod [Carden et al., 1987,
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Thermann, 1996, Maffulli, 1999]. Derart dramatische Verlaufe sind in der Gegen-
wart sicher selten; die hohe epidemiologische Relevanz der Achillessehnenruptur
macht jedoch eine tiefgreifende Beschaftigung mit den Prozessen der Sehnen-
heilung unabdingbar. Die Ablaufe sind vielfach untersucht, aber noch nicht bis ins
Detail geklart. In der Literatur werden verschiedene vielversprechende Ansatze
diskutiert. Gegenstand aktueller wissenschaftlicher Fragestellungen sind Untersu-

chungen mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren.

Der Einfluss des Basic fibroblast growth factors (bFGF) auf die Sehnenheilung war
bereits Gegenstand einiger Arbeiten. Bisherige Untersuchungen beschaftigten
sich jedoch mit dem Einfluss von bFGF auf die frihen Stadien der Sehnenheilung.
Im Rahmen dieser Arbeit sollen nun in einem biomechanischen Langzeitversuch
die Einflisse von bFGF auf die spateren Stadien der Sehnenheilung untersucht

werden.
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2 Grundlagen

2.1 Anatomie und Biomechanik der Achillessehne

2.1.1 Anatomie der Achillessehne des Menschen

Die Achillessehne bildet die Ansatzsehne der oberflachlichen Beugemuskulatur
des Unterschenkels mit Ausnahme des Musculus (M.) plantaris [Maffulli, 1999].
Sie vereint die Sehnen ,der drei Anteile des M. triceps surae (M. soleus, M.

gastrocnemius medialis, M. gastrocnemius lateralis)“ [Petersen, 2007].

Der zweikopfige M. gastrocnemius ist ein klassisches Beispiel fur einen mehrge-
lenkigen Muskel. Er hat seine Urspringe oberhalb des Epikondylus medialis bzw.
lateralis des Femurs [Wurzinger, 2007]. Der Muskel hat keine direkte Beziehung
zum Unterschenkel, sondern Uberquert diesen lediglich [Doderlein et al., 2004].
Somit beeinflusst er drei Gelenke: das Kniegelenk sowie das obere (OSG) und
untere Sprunggelenk (USG). Der M. soleus hat seinen Ursprung an der Hinter-
flache der Tibia und der Fibula sowie am Caput fibulae [Weineck, 2008]. Diese
drei Anteile des M. triceps surae setzen mittels der Achillessehne am Tuber
calcanei an. Im OSG gilt der M. triceps surae als starkster Beugemuskel, im USG

als ,starkster Supinator® [Wurzinger, 2007].

Die Innervation des M. triceps surae und der Achillessehne erfolgt durch den N.
tibialis [Thermann, 1996, Weineck, 2008]. Der ,M. triceps surae gilt als Kenn-
muskel [fir das] Segment S1¢ [Wurzinger, 2007]. Die klinische Uberpriifung

erfolgt durch den Achillessehnenreflex [ebd.].

Medial der Achillessehne liegt die ,sehr dinne und nicht palpable Sehne des M.
plantaris® [Winkel et al., 2004]. Diese fehlt in 6-8% der Falle [O'Brien, 2005].
Selbst bei einer Totalruptur der Achillessehne bleibt die Plantarissehne meist
unversehrt [Winkel et al., 2004].

Sehnen sind zugfeste Strukturen und wirken als Ubertrager der in der Muskulatur
erzeugten Kraft auf das Erfolgsorgan, die Knochen [Weineck, 2008]. Das Resultat
ist eine Bewegung der Gelenke [ebd.]. Mikroskopisch bestehen Sehnen aus

Flagelzellen (Tenozyten), die in eine Extrazellularmatrix eingebettet sind [ebd.].
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Die Tenozyten ,sind flache Fibroblasten®, ,enthalten Aktin und Myosin® [Welsch,
2009] und synthetisieren eine Vielzahl von Substanzen. Wichtige Synthese-
produkte (siehe Tabelle 1) sind Kollagene, elastische Fasern, Proteoglykane,
Bindungsproteine und Wachstumsfaktoren [Zschabitz, 2005]. Die Synthese-

produkte werden in den Extrazellularraum abgegeben [ebd.].

Die Extrazellularmatrix besteht zu groRen Anteilen aus Kollagen sowie aus
elastischen Fasern, Proteoglykanen, Wasser und anderen Glykoproteinen [Kader
et al., 2002, Weineck, 2008]. Ursachlich fir den hohen Wassergehalt (55% bis
70%) der Sehnen ist die negative Ladung der Proteoglykane, die osmotisch
wirksam sind [Zschabitz, 2005, James et al., 2008, Hiigle et al., 2012].

Substanzgruppe Anteil in der Trockenmasse der
Extrazellularsubstanz

Kollagene (Typ |, II, 1) 80-90 %

Elastische Fasern 1-2 %

Proteoglykane 0,2-3,5 %

Bindungsproteine 1-4 %

Wachstumsfaktoren

Sonstiges (Prostaglandine, Stickstoff-

monoxid)

Tabelle 1: »Syntheseprodukte der Tenozyten* und deren Anteil an der Extrazellu-

larmatrix [Modifizierte Darstellung nach Zschabitz [2005]]

Kollagenfasern bilden den groten Anteil der Extrazellularmatrix [Zschabitz,
2005]. Die gesunde Achillessehne besteht nahezu vollstandig (95%) aus Kollagen
Typ | [Maffulli, 1999]. Typ | Kollagen wird fur die mechanische Stabilitadt der
Sehne verantwortlich gemacht [Okamoto et al., 2010]. Eine rupturierte Achilles-
sehne hingegen enthalt zu nicht unerheblichen Teilen Kollagen Typ lll, dem eine
wichtige Funktion bei der Sehnenheilung zugesprochen wird [Eriksen et al., 2002,
Okamoto et al., 2010].

Kollagenmolekule vom Typ | bestehen aus drei identischen Polypeptidketten
(Tropokollagen) [Welsch, 2009]. Durch Polymerisation entstehen daraus Kol-
lagenfibrillen [ebd.]. Kollagenfibrillen sind zu Kollagenfasern (Faszikeln) gebundelt
und von Endotenon umgeben [Maffulli, 1999, James et al., 2008, Omeroglu et
al., 2009]. Zwischen den parallel angeordneten Kollagenfibrillen liegen Fibroblas-
ten [ebd.]. In den Faszikeln verlaufen Nerven, Lymph- und Blutgefal’e [ebd.]. Die

Faszikel werden zu Sekundar- und Tertiarbundeln zusammengefasst [Zschabitz,
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2005]. Mehrere Tertiarbindel sind von einem kraftigen Kollagenfasernetz, dem

Epitenon, umgeben und bilden eine Sehne [ebd.]. Die Struktur und der Aufbau

einer Sehne ist schematisch in Abbildung 1 dargestelit.

Kollagenmolekule ]

bestehen aus drei
identischen Polypeptidketten
und werden durch
Polymerisation zur

Kollagenfibrille ]

gebundelt zu Kollagenfasern

Kollagenfasern ]

von Endotenon umgeben

Faszikel ]

enthalten Nerven, Blut- und
Lymphgefalie

Sekundar-/

Tertiarblindel

umgeben von Epitenon

[ sehne |

Struktur und Aufbau einer Sehne

Abbildung 1:

Struktur und Aufbau einer Sehne [eigene Darstellung nach Fenwick et
al. [2002] und James et al. [2008]]
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Die Achillessehne verlauft nicht in einer Sehnenscheide [Thermann, 1996, Kader
et al., 2002, Weineck, 2008]. Umgeben wird die Sehne vom sogenannten Para-
tenon, einer dinnen Membran, die aus der Fascia cruris hervorgeht [Kader et al.,
2002]. Zur Gewahrleistung einer guten Verschieblichkeit der Sehne liegt das
Paratenon dem Epitenon nicht direkt auf, sondern ist durch eine FlUssigkeits-

schicht von diesem getrennt [Maffulli, 1999].

Die in der Achillessehne vereinten Ansatzsehnen verlaufen nicht parallel, sondern
sind spiralformig um 90° gedreht [Kader et al., 2002, Petersen, 2007]. Medial
liegende Sehnenfasern im proximalen Anteil liegen posterior im distalen Anteil der
Achillessehne [Maffulli, 1999]. Dies verleiht der Sehne eine hdhere Elastizitat und
ermoglicht die Freisetzung von gespeicherter kinetischer Energie wahrend der
Fortbewegung [Maffulli, 1999, Kader et al., 2002, Déderlein et al., 2004]. Die
Speicherkapazitat der Sehne ,soll dabei um den Faktor 400-1800 hoher liegen als
bei Muskelgewebe* [Zschabitz, 2005].

Sehnen gelten allgemein als schlecht durchblutetes Gewebe und sind auf die
Erndhrung in Form von Diffusion durch die Gelenkflissigkeit angewiesen
[Fenwick et al., 2002]. Die Blutversorgung von Sehnen erfolgt am Muskel-
Sehnen-Ubergang, am Sehnen-Knochen-Ubergang und durch das umgebende
Gewebe [Maffulli, 1999, Fenwick et al., 2002, Sharma und Maffulli, 2005]. Die
Durchblutung der Achillessehne ist altersabhangig und in jungen Jahren starker
ausgepragt [ebd.]. Bei starker Muskelaktivitat kann die Durchblutung der Sehne
um das Siebenfache gesteigert werden [Zschabitz, 2005]. Das typische weil3e
Erscheinungsbild von Sehnen ist in der weitgehenden Avaskularitat begrindet
[O'Brien, 2005].

Etwa 3 bis 6 cm proximal des Calcaneus befindet sich die Sehnentaille, der
empfindlichste Punkt der Achillessehne [Thermann, 1998, Petersen et al., 2005].
Verschiedene Studien zeigten, dass die Blutversorgung in diesem Bereich deutlich
reduziert ist [Petersen et al., 2005, Petersen, 2007]. Uber die Auswirkungen der
verringerten Durchblutung ist man in der Literatur verschiedener Meinung. Nach
Thermann [1998] traten Spontanrupturen der Achillessehne Uberwiegend in
diesem Bereich auf. Die Durchblutungsverminderung fiihre pathophysiologisch zu

einer ,Verminderung der mechanischen Eigenschaften der Sehne“ [Thermann,
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1996]. Fenwick et al. [2002] hingegen stellten fest, dass es keine direkte Evidenz
fur die Minderdurchblutung als primare Ursache flr Sehnenrupturen gab.
Theobald et al. [2005] sahen als Folge der Minderdurchblutung in diesem Bereich

zumindest eine erhohte Anfalligkeit der Sehne fur Rupturen.

Der langsame Heilungsverlauf von Sehnenverletzungen wird auf den im Vergleich
zu anderen anatomischen Strukturen deutlich geringeren metabolischen Umsatz
und eine geringere Durchblutung von Sehnengewebe zurtckgefuhrt [Hugle et al.,
2012].

2.1.2 Anatomie der Achillessehne der Ratte und Unterschiede zum Mensch

Das Rattenmodell ist ein gangiges Modell zur histologischen und biomecha-
nischen Evaluation der Sehnenheilung (siehe Kapitel 2.4.1). Dennoch sind die in
den Tierversuchen gewonnenen Erkenntnisse nicht uneingeschrankt auf die
humane Sehnenheilung Ubertragbar. In der Literatur werden anatomische Unter-

schiede der Achillessehne zwischen Mensch und Ratte aufgezeigt.

Barfred [1973] beschaftigte sich mit der Achillessehnenruptur und schrieb aus-
fuhrlich Uber die Eignung der Ratte als Versuchstier. Wie beim Menschen auch
entspringt der M. triceps surae den Ruckseiten der Femurkondylen, der M. soleus
geht aus der Ruckseite der Tibia mit einer flachen Sehne hervor [ebd.]. Die
Sehnen der Muskeln vereinigen sich in der Achillessehne und inserieren etwa 60°
gedreht an der Ruckflache des Calcaneus [ebd.]. Im Unterschied zur mensch-
lichen Achillessehne sind die Sehnen des M. triceps surae selbst nah am Cal-
caneus aulerst gering verzahnt und lassen sich gut dem zugehdrigen Muskel
zuordnen [ebd.]. Ein weiterer deutlicher Unterschied besteht im — bei Menschen
eher sparlich ausgepragten — M. plantaris und dessen Sehne [ebd.]. Bei der Ratte
wird ein starker M. plantaris mit einer ausgepragten Sehne beschrieben [Barfred,
1973].

Die gut entwickelte Plantarissehne wirkt moglicherweise in Untersuchungen zur
Achillessehnenheilung am Rattenmodell wie eine interne Schienung [Murrell et
al., 1994]. Um einen derartigen Einfluss auszuschliel3en, wird die Sehne in vielen
Studien im Rahmen des operativen Eingriffes entfernt [Murrell et al., 1994,
Aspenberg und Forslund, 1999, Forslund et al., 2003, Zhang et al., 2003,
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Aspenberg und Virchenko, 2004, Rickert et al., 2005, Pietschmann et al.,
2013].

2.1.3 Mechanische Eigenschaften der Achillessehne des Menschen

Die Achillessehne bildet gemeinsam mit dem Calcaneus und der Wadenmusku-
latur eine funktionelle Einheit, die entscheidend fur das Stehen, Laufen und
Springen verantwortlich ist [Weineck, 2008]. Sie zeichnet sich durch ,grof3e
Reilfestigkeit, Elastizitat und Plastizitat bei geringer Dehnbarkeit aus“ [Thermann,
1999].

Thermann [1996] untersuchte die Reil}festigkeit der menschlichen Achillessehne
an Praparaten von 20 Verstorbenen aus zwei Alterskollektiven (24 bis 35 und 36
bis 59 Jahre). Bei der biomechanischen Testung der Sehnen wurden flr die
maximale Reilkraft Mittelwerte von etwa 5000 N mit Maximalwerten von 6900 N
gemessen [ebd.]. Signifikante Unterschiede zwischen den Altersgruppen wurden
jedoch nur fur die Steifigkeit festgestellt [ebd.]. In der Altersgruppe unter 35 Jahren
war die Steifigkeit signifikant héher (p=0,0233) [Thermann, 1996].

Franke [1986] beschrieb die Rissfestigkeit der Achillessehne unter statischer und
dynamischer Belastung. Diese lag unter statischer Belastung bei etwa 6700 N,
unter dynamischer Belastung bei etwa 9100 N [ebd.]. Kurzzeitiger, dynamischer
Krafteinwirkung widerstand die Achillessehne somit besser als einer langer

einwirkenden, statischen Krafteinwirkung [Franke, 1986].

Die Achillessehne ist im Sport fir Sekundenbruchteile erheblichen biomecha-
nischen Belastungen ausgesetzt: Fukashiro et al. [1995] untersuchten die
maximale Kraft, die bei Springen auf die menschliche Achillessehne wirkt. Beim
wiederholten Springen auf der Stelle (Sprunghdhe 7 cm) wurde eine maximale
Kraft von etwa 3800 N gemessen [Fukashiro et al., 1995]. Eine besondere
Beanspruchung der Achillessehne erfolgt zudem beim Gehen (2400 N), Laufen
(5900 N), Sprinten (8800 N), Weitsprung (15000 N) und Hochsprung (11800 N)
[Weineck, 2008].

Die in Ruhe leicht gewellten Kollagenfasern gleichen die mechanische Belastung
durch Dehnung aus [Kader et al., 2002]. Ab einer Dehnung von mehr als 2%

liegen die Kollagenfasern nicht mehr gewellt vor [ebd.]. Bleibt die Dehnung unter
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4% der Sehnenlange, so nehmen die Fasern bei Nachlassen der Belastung
wieder ihre ursprungliche Konfiguration ein [Maffulli, 1999]. Bei einer Dehnung
zwischen 4% und 8% kommt es bereits zum Versagen der Quervernetzungen und
die Kollagenfasern beginnen zu gleiten [ebd.]. Belastungen, die zu einer Dehnung
groRer 8% fuhren, haben ein Versagen der Fasern und damit eine Ruptur der

Sehne zur Folge [ebd.].

Die biomechanischen Versuche dienen der Gewinnung von Daten, um weitere
Aussagen Uber die Reildfestigkeit von Sehnen treffen zu kénnen. Die erhobenen
Messwerte kdonnen in einem Kraft-Weg-Diagramm dargestellt werden und veran-

schaulichen die biomechanischen Eigenschaften einer Sehne.

James et al. [2008] beschrieben schematisch das Kraft-Weg-Diagramm eines
Sehnenreillversuches und verknlpften die Beobachtungen mit der Anatomie der
Sehne. Das typische Kraft-Weg-Diagramm (Abbildung 2) Iasst sich in drei Berei-

che aufteilen: Sohle, linearer Anstieg und Versagen der Sehne [ebd.].

Sohle linearer Anstieg  Versagen

Kraft

Weg

Abbildung 2: Schema eines Kraft-Weg-Diagramms [eigene Darstellung nach James
et al. [2008]]

Zu Beginn des Zugversuches werden die im Ruhezustand leicht gewellten, in
Zugrichtung angeordneten Kollagenfasern gedehnt [James et al., 2008]. Die
Dehnung der Kollagenfasern gleicht anfangs die applizierte Kraft aus [ebd.]. Diese
physiologische Dehnbarkeit fuhrt zu einer ,weichen, gedampften Kraftibertragung
zwischen Sehne und Muskel” [Welsch, 2009]. Die Kraft steigt anschlie3end linear

an, wenn die Kollagenfasern nicht mehr gewellt sind [James et al., 2008]. Der
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Anstieg dieses Bereiches der Kurve entspricht der Steifigkeit der Sehne [ebd.].
(Zur Berechnung der Steifigkeit aus dem Kraft-Weg-Diagramm siehe Kapitel
4.4.2.) Wirkt weiterhin eine Kraft auf die Sehne, so kommt es im Anschluss an den
linearen Anstieg zu einem Versagen der Kollagenfasern [ebd.]. Einzelne Fasern

reilen, was schliellich eine Komplettruptur der Sehne zur Folge hat [ebd.].

10
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2.2 Ruptur der Achillessehne beim Menschen

2.2.1 Epidemiologie

War die Achillessehnenruptur am Anfang der 50er Jahre noch eine seltene
Pathologie, so wird seit dieser Zeit eine steigende Inzidenz beobachtet [Barfred,
1973]. Christensen [1953] fand zwischen 1936 und 1953 unter 70.000 behandel-
ten Patienten einer orthopadischen Abteilung nur 57 Achillessehnenrupturen.
Jozsa et al. [1989] beobachteten einen deutlichen Anstieg der Inzidenz. Zwischen
1972 und 1985 wurden 292 Achillessehnenrupturen behandelt. Thermann [1996]
fand zwischen 1987 und Mai 1992 insgesamt 202 Patienten mit einer Achilles-
sehnenruptur. Bei 15 Patienten lag die Ruptur zeitlich etwas zurick. Leppilahti et
al. [1996] berichteten von einem Anstieg der Inzidenz der Achillessehnenruptur
von 2 auf 12/100.000 in Oulu, Finnland zwischen 1979 und 1994. In Deutschland
werden pro Jahr etwa 16.000 Rupturen der Achillessehne beobachtet [Knobloch
et al., 2007].

Die Angaben zur Altersverteilung der Achillessehnenruptur variieren und beschrei-
ben einen Altersgipfel zwischen 30 und 50 Jahren. Frings [1969] beobachtete ein
gehauftes Auftreten bei Patienten zwischen 20 und 30 Jahren. Die Untersuchung
des selektionierten Patientengutes des Krankenhauses fiir Sportverletzte Heller-
sen-Ludenscheid lasst jedoch keine generelle Schlussfolgerung zu [ebd.]. Pillet
und Albaret [1972] beobachteten zwei Altersgipfel, einen zwischen 30 und 35
sowie einen zwischen 45 und 50 Jahren. Leppilahti et al. [1996] fanden in der
Altersverteilung einen Gipfel zwischen 30 und 39 Jahren, Thermann [1996]
zwischen 32 und 43 Jahren mit einem Durchschnitt von 38 Jahren. Nach Barfred
[1973] waren bisher nur einige wenige Patienten alter als 60 Jahre. Thermann
[1996] rechnet jedoch aufgrund zunehmender sportlicher Aktivitaten mit einer
steigenden Inzidenz der Achillessehnenruptur auch in der Altersgruppe ab 50

Jahren.

Manner sind 5,5 mal haufiger betroffen als Frauen [Leppilahti et al., 1996]. Von
292 Patienten mit einer Achillessehnenruptur waren 242 mannlich und nur 50
weiblich (5:1) [Jozsa et al., 1989]. Die Achillessehnenruptur gilt allgemein als

Verletzung des mannlichen Geschlechts [Thermann, 1996].
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Jozsa et al. [1989] beschrieben zudem einen signifikanten Zusammenhang
zwischen dem Auftreten von Sehnenverletzungen und der ABO-Blutgruppe. Bei
Patienten mit einer Sehnenruptur kam mit einer hohen Wahrscheinlichkeit Blut-
gruppe 0 vor, mit Blutgruppe A wurde eine negative Korrelation festgestellt [ebd.].
Von 292 Patienten mit einer Achillessehnenruptur wiesen 53,7% die Blutgruppe 0
auf [Jozsa et al., 1989].

Die in vielen Studien ermittelte Dominanz der linkseitigen Ruptur der Achilles-
sehne wurde mit einer hoheren Pravalenz von Rechtshandigkeit in Verbindung
gebracht [Thermann, 1996, Maffulli, 1999].

Jozsa et al. [1989] beschrieben auch einen Zusammenhang von Freizeitsport mit
dem Auftreten der Achillessehnenruptur. 59,2% der Rupturen waren auf sportliche
Aktivitaten zurickzufihren [Jozsa et al., 1989]. Leppilahti et al. [1996] konnten
sogar bei 81% der Achillessehnenrupturen Sport als Ursache ausmachen. Davon
wiederum lielden sich 88% dieser Sehnenrupturen beim Sport auf Ballsportarten

wie Volleyball, Badminton und Ful3ball zurickfihren [Leppilahti et al., 1996].

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der typische Patient mit einer Achilles-
sehnenruptur mannlich und zwischen 30 und 50 Jahre alt ist. Die dominierende
linksseitige Ruptur der Achillessehne trat im Rahmen von sportlichen Aktivitaten

(Ballsport) in der Freizeit auf.

2.2.2 Atiologie und Pathogenese

Eine Sehnenruptur wird definiert als eine ,komplette oder partielle Kontinuitatsun-
terbrechung einer Sehne am muskulotendindsen Ubergang, intratendinds oder am
knoéchernen Ansatz® [Biihren et al., 2011]. Ein chronischer Schaden an der Sehne
und somit eine Pradisposition fiir einen Uberlastungsschaden kann sich manifes-
tieren, wenn der ,Schadigungsreiz die Reparationskapazitat des Korpers® uber-
wiegt [Petersen, 2007]. Petersen [2007] hat den Prozess der Entstehung chroni-
scher Sehnenschaden beschrieben: Dieser sogenannte , ' Teufelskreis™ (Abbildung
3) nimmt seinen Ursprung in einem durch einen ,Schadigungsreiz“ generierten
.Mikroschaden®, der verschiedene Reparationsprozesse auslost [Petersen, 2007].
,Die einsetzende Heilungsreaktion selbst [kann] dazu fuhren, dass das Gewebe

vorubergehend geschwacht wird“ [ebd.]. Besteht der Schadigungsreiz weiterhin
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unverandert fort (hier wird das Beispiel eines Lauftrainings genannt), so ,kommt es
zu weiteren Schaden“ — es ,entsteht ein Teufelskreis” [ebd.]. Die Sehne beginnt,
sich degenerativ zu verandern, der Sehnenschaden chronifiziert und fuhrt letztlich

zu einer Ruptur der Sehne [ebd.].

Reparation

Verminderte Stabilitat
Mikroschaden durch Schwachung des

Gewebes

-

Schadigungsreiz

‘

[ Weitere Schaden ]

[ Chronifizierung ]

[ Sehnenruptur ]

Abbildung 3: ,’Teufelskreis’ [...] der Entstehung von Uberlastungsschiden* [modi-
fizierte Darstellung nach Petersen [2007]]

In der Literatur werden zur Pathogenese der Achillessehnenruptur zwei Theorien
gegenubergestellt: die mechanische Theorie und die degenerative Theorie
[Thermann, 1999]. McMaster [1933] postulierte, dass die Ruptur einer intakten
Sehne nicht moglich sei. Die Ruptur komme vielmehr durch ein Versagen des
Muskels, des myotendinealen Ubergangs oder durch einen kndchernen Ausriss

der Sehne zustande [McMaster, 1933]. Einer traumatischen Ruptur gingen somit
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immer degenerative Prozesse voraus [ebd.]. Barfred [1973] zeigte hingegen im
Tierversuch, dass eine intratendineale Ruptur der gesunden Achillessehne
durchaus mdglich ist und vermutete, dass diese auch in der menschlichen Achil-

lessehne erfolgen kann.

Kannus und Jozsa [1991] untersuchten in ihrer Arbeit die Achillessehnen von
Patienten mit Achillessehnenruptur und Patienten der Normalbevolkerung, die
durch Unfélle ums Leben kamen, auf histopathologische Veranderungen. Nur 69%
der Achillessehnen von Patienten ohne Ruptur (Normalbevdlkerung) waren ohne
pathologische Veranderungen [ebd.]. Anhand der Untersuchung von 397 Patien-
ten mit frischen Achillessehnenrupturen zwischen 1968 bis 1989 unterschieden
die Autoren vier Typen (allein oder in Kombination vorkommend) der degenera-
tiven Veranderung: die hypoxisch-degenerative Tendopathie, die mukoide Dege-
neration, die Tendolipomatosis und die kalzifizierende Tendopathie [Kannus und
Jozsa, 1991].

Die Zuordnung einer Ruptur zu einem traumatischen oder degenerativen Ereignis
ist folglich nicht ohne weiteres mdglich. Eine Sehne kann degenerativ vorge-
schadigt sein und reagiert dann anfalliger auf traumatische Einwirkungen — bereits
bei geringer Krafteinwirkung kann es dann zu einer traumatischen Ruptur kom-

men.

Verschiedene Medikamente stellen einen bedeutenden Faktor in der Pathogenese
der Achillessehnenruptur dar [Thermann, 1999, Petersen, 2007]. Kortison,
Fluorchinolone (wie Ciprofloxacin) und Anabolika zahlen zu den Medikamenten,
die eine Entstehung degenerativer Schaden an der Achillessehne beglnstigen
[ebd.]. Seit einer Haufung der spontanen Achillessehnenruptur nach Organtrans-
plantation stehen Kortison und andere Immunsuppressiva unter dem Verdacht,

eine Schlusselrolle in der Pathogenese zu spielen [ebd.].

Auch das Alter scheint ein wichtiger Faktor bei der Achillessehnenruptur zu sein.
Verschiedene Studien beobachteten einen Altersgipfel zwischen 30 und 50 Jahren
(siehe Kapitel 2.2.1). Thermann [1996] kam zu der Schlussfolgerung, ,dass sich
die Wahrscheinlichkeit einer Achillessehnenruptur bei steigendem Alter und
sinkendem korperlichen Aktivitatsniveau potenziert®. Die mit dem Alter haufig

einhergehende korperliche Inaktivitat habe einen bedeutend groReren Einfluss auf
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die biomechanischen Eigenschaften der Sehne als das Alter selbst [Thermann,
1996].

Zu einer traumatischen Ruptur einer Sehne kommt es dann, wenn eine ,in axialer
[...] Richtung einwirkende Kraft die elastische Widerstandskraft® der Sehne
ubersteigt [Blihren et al., 2011]. Thermann [1999] reduzierte die eigentlichen
Rupturmechanismen der Achillessehne auf drei verschiedene Typen: Die weitaus
meisten Rupturen geschehen durch ,AbstoRen mit plantarflektiertem Ful bei
gleichzeitiger Extension des Knies“ [Thermann, 1999]. Dieser Mechanismus sei
ursachlich fur 50-60% der Rupturen [ebd.]. Andere Rupturmechanismen sind eine
,plotzliche unerwartete Dorsalflexion im Sprunggelenk mit kraftiger Kontraktion der
Wadenmuskulatur® oder eine Landung nach einem Sprung (Fuly plantarflektiert,
Wadenmuskulatur angespannt) [ebd.]. Ein ,Schlag in querer Richtung auf die
gespannte Sehne durch einen kantigen Gegenstand® (z. B. Tritt in die Ferse beim
FuRlball) ist eine weitere mdgliche Ursache fir eine traumatische Ruptur der
Achillessehne [Biihren et al., 2011].

2.2.3 Therapie

In der Literatur werden fir die Achillessehnenruptur verschiedene Therapie-
konzepte beschrieben. In diesem Kapitel soll lediglich ein kurzer Uberblick
gegeben werden. Die Therapieverfahren lassen sich hierzu Ubersichtlich in drei

Kategorien einteilen:

- konservative Behandlung
- perkutane operative Versorgung

- offene operative Versorgung

Die konservative Behandlung kann mit Gipsimmobilisation nach Lea und Smith
oder mit einer funktionellen Nachbehandlung nach Thermann erfolgen [Bauer und
Eberhardt, 1999]. Fur die offene operative Versorgung werden eine Vielzahl an
Therapieverfahren beschrieben: verschiedene Nahttechniken, Sehnenplastiken,
der Einsatz von Fibrinkleber, die Verwendung eines Gastrocnemius-Lappens oder
ein M. peroneus brevis Transfer sind einige der zur Verfugung stehenden M&g-

lichkeiten [ebd.]. Auch fur die perkutane operative Versorgung werden verschie-
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dene Nahttechniken und Nachbehandlungsschemata beschrieben [Bauer und
Eberhardt, 1999].

Nistor [1981] sah klare Vorteile in der konservativen Behandlung der Achillesseh-
nenruptur: geringere Beschwerden, ein kurzer andauernder Krankheitszustand
und keine Notwendigkeit eines Krankenhausaufenthaltes. Die beobachtete
Komplikationsrate lag in beiden Gruppen (konservative vs. operative Versorgung)
in einer Auswertung von 105 Patienten mit einer Achillessehnenruptur auf etwa
gleichem Niveau [Nistor, 1981]. In einem Editorial in ,The Lancet” wurde es in
Anbetracht der exzellenten Ergebnisse bei konservativer Versorgung zwischen-
zeitlich sogar als zweifelhaft erachtet, wie eine operative Versorgung der ge-
schlossenen Achillessehnenruptur Uberhaupt noch gerechtfertigt werden koénne
[Editorial, 1973].

Carden et al. [1987] werteten in einer klinischen Studie die Ergebnisse von 106
Patienten nach Behandlung einer spontanen Achillessehnenruptur aus. Basierend
auf dieser Untersuchung wurde empfohlen, die akute Achillessehnenruptur
(Diagnose innerhalb von 48 Stunden) konservativ unter Ruhigstellung im Gips
(Spitzfulstellung) zu behandeln [ebd.]. Zu einer Operation wurde erst geraten,
wenn die Diagnose mehr als eine Woche verzdgert gestellt wurde [Carden et al.,
1987].

Die perkutane operative Versorgung der Achillessehnenruptur ist heute die
Therapiemethode der Wahl [Lynch, 2004]. Erneute Rupturen treten nach der
operativen Versorgung signifikant seltener auf (p<0,001) [Moller et al., 2001].
Allerdings hat die operative Versorgung gegenuber der konservativen Therapie
den Nachteil des signifikant hoheren Komplikationsrisikos (einschlieRlich Wundin-
fektionen; p=0,001) [Khan et al., 2004, Khan et al., 2005]. Durch die perkutane
operative Versorgung der Achillessehnenruptur kann jedoch ein deutlicher
Ruckgang der postoperativen Infektionen erreicht werden [Jones et al., 2012]. In
einem Vergleich der funktionellen und biomechanischen Ergebnisse liegt die
perkutane operative Versorgung mit der offenen operativen Versorgung auf
gleichem Niveau [Goren et al., 2005]. Die perkutane Naht der rupturierten
Achillessehne ist eine wenig aufwandige Operationsmethode mit geringem Risiko

und erzielt in Kombination mit einer frihen funktionellen Nachbehandlung ein
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gutes Ergebnis bei einer niedrigen Rerupturrate [Majewski et al., 2000, Riedl et
al., 2002, Movin et al., 2005].

Die konservative Behandlung ist eine gute Alternative zur operativen Versorgung
und kann eine Therapieoption fir Patienten sein, die eine Operation ablehnen
oder die nicht operationsfahig sind [Cetti et al., 1993, Lynch, 2004]. Eine konser-
vative Behandlung kann erfolgen, wenn ,75% der Sehnenstiumpfe bei 20° Plant-
arflexion® im OSG aneinanderliegen [Knobloch et al., 2007]. Die ,Entscheidung
fur eine frihfunktionell konservative Therapie [birgt] jedoch auch hohe Anforde-
rungen an die Mitarbeit des Patienten® [ebd.]. Die Therapieentscheidung ,sollte
[zudem] am vierten Tag [durch] eine erneute dynamische Sonografie“ kontrolliert
werden [Knobloch et al., 2007].

Ingvar et al. [2005] aulRerten sich kontrovers zu den Behauptungen vieler aktu-
eller Studien, welche die operative Behandlung als Methode der Wahl empfehlen.
In einer eigenen Untersuchung an 196 konservativ versorgten Patienten beobach-
teten sie eine geringe Rerupturrate und empfahlen in Anbetracht der Risiken einer
Operation die konservative Versorgung als gute Alternative in Betracht zu ziehen
[Ingvar et al., 2005].

Eine Besonderheit stellen chronische Rupturen der Achillessehne dar. Diese
sollten immer operativ versorgt werden [Maffulli und Ajis, 2008]. Im Vergleich mit
der operativen Versorgung der akuten Achillessehnenruptur zeigten sich haufigere

postoperative Infektionen und eine langere Rehabilitationszeit [ebd.].

Entscheidend fur das Ergebnis ist die Nachbehandlung [Lynch, 2004]. Eine frihe
funktionelle Nachbehandlung scheint bessere funktionale Ergebnisse zu erzielen
und sollte der Gipsimmobilisation vorgezogen werden [ebd.]. Die frihe funktionelle
Nachbehandlung sollte unbedingt und unabhangig vom angewandten Therapie-
verfahren (konservativ/operativ) erfolgen [Bauer und Eberhardt, 1999]. Eine
Gipsruhigstellung tber sechs Wochen wird lediglich bei mangelnder Compliance
empfohlen [ebd.]. Die besten Ergebnisse werden bei einer Behandlung innerhalb

von sechs Monaten nach Auftreten der Ruptur erzielt [Kader et al., 2002].
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2.3 Physiologie der Sehnenheilung

Die Sehnenheilung ist ein vielfach untersuchter, aulerst komplexer und aufwandig
regulierter Prozess im menschlichen Organismus. Unter Regeneration versteht
man Prozesse, die zu ,Erneuerung und Ersatz von Zellen und Geweben fuhren®
[Zatloukal et al., 2008]. Sehnen werden zu den bradytrophen Geweben des
menschlichen Korpers gezahlt, da die Durchblutung gering ist und Umbau-
prozesse langsam stattfinden [Hefti und Stoll, 1995]. Die Heilung von Sehnen
und Bandern ist ein verhaltnismalig langsamer Prozess, ohne dul3ere Unterstut-
zung bleibt der Heilungsprozess auch haufig unvollstandig [ebd.]. Ziel der Seh-
nenheilung ist die Wiederherstellung der physiologischen Funktion der Sehne
[James et al., 2008]. Dies meint nicht nur die mechanische Belastbarkeit, sondern
auch die Gleitfahigkeit der Sehne gegenuber dem umgebenden Weichteilmantel
[ebd.].

FUr das Verstandnis der Sehnenheilung ist eine Unterteilung in Sehnen mit
Sehnenscheide und Sehnen ohne Sehnenscheide erforderlich [Hefti und Stoll,
1995]. Sehnen des menschlichen Koérpers sind zumeist von Weichteilgewebe
umgeben [ebd.]. Den umgebenden Weichteilen wird eine bedeutende Rolle bei
der Sehnenheilung zugesprochen [ebd.]. Die Heilung der Achillessehne als

Beispiel fur eine Sehne ohne Sehnenscheide gilt als sehr gut untersucht [ebd.].

Bereits Lundborg und Rank [1978] beschaftigten sich mit der Regenerations-
fahigkeit von Sehnen. Unterschieden wurde zwischen der intrinsischen Regenera-
tion und der extrinsischen Regeneration [ebd.]. Die intrisische Regeneration geht
von den Tenozyten des Endotenons und Epitenons aus [Sharma und Maffulli,
2005, James et al., 2008]. Die Tenozyten selbst sind in der Lage, sich zu ver-
mehren und Kollagen zu produzieren [Lundborg und Rank, 1978]. Eine entschei-
dende Rolle in der Versorgung der Tenozyten scheint die Gelenkflissigkeit zu
spielen [ebd.]. Die extrinsische Regeneration geht von Zellen, hauptsachlich
Fibroblasten, der umgebenden Sehnenscheide und der Synovia aus [Sharma und
Maffulli, 2005]. Die Blutversorgung ist zudem ein entscheidender Faktor bei der
extrinsischen Sehnenheilung [Zhang et al., 2003]. Durch Gefal3neubildung
erreichen Entzindungszellen und Blutplasma, aber auch Sauerstoff, Wachstums-

faktoren und Ausgangsstoffe fur die Kollagensynthese den Regenerationsort
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[ebd.]. Die Regenerationsmechanismen laufen nicht getrennt voneinander ab
[Sharma und Maffulli, 2005, James et al., 2008]. Zumeist sind beide Mechanis-
men in Abhangigkeit von der Lokalisation der Sehne und der GrolRe der Verlet-

zung an der Heilung beteiligt [ebd.].

Die Sehnenheilung verlauft in drei sich zeitlich Uberschneidenden Phasen [Chan
et al., 2000, Sharma und Maffulli, 2005]. Bei einer Sehnenverletzung kommt es
zunachst ,zu einer lokalen Blutung“ [Hugle et al., 2012]. Durch den Gewebskon-
takt der sich anlagernden Thrombozyten ,werden die Gerinnungskaskade ausge-
|I6st und das Komplementsystem aktiviert” [ebd.]. Nun beginnt die Entzindungs-
phase (inflammatorische Phase) mit der ,Einwanderung von Entziindungszellen®
[ebd.]. Die Entzindungsreaktion fuhrt zur Freisetzung von Wachstumsfaktoren wie
platelet derived growth factor (PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF),
transforming growth factor beta (TGF-B), bFGF und insulin-like growth factor 1
(IGF-1) durch Blutplattchen, Leukozyten und Makrophagen sowie andere Entzin-
dungszellen [Chang et al., 1998, Zhang et al., 2003, Sharma und Maffulli, 2005,
Okamoto et al., 2010]. Nekrotisches Gewebe wird abgebaut [James et al., 2008].
Die freigesetzten Wachstumsfaktoren stimulieren Fibroblasten und die Synthese
von Typ lll Kollagen; es kommt zur Gefal3neubildung [ebd.]. Hefti und Stoll [1995]

bezeichneten Fibroblasten als die ,Stammzellen der Bindegeweberegeneration®.

In der darauf folgenden Proliferationsphase kommt es zu einer schnellen Vermeh-
rung von Fibroblasten [James et al., 2008]. Diese produzieren Kollagen, Proteo-
glykane und andere Bestandteile der Extrazellularmatrix, die Typ Ill Kollagen-
Synthese erreicht den Hohepunkt [ebd.]. Nach sechs bis acht Wochen schlief3t
sich die Remodellierungsphase an [Sharma und Maffulli, 2005, James et al.,
2008]. Es wird weniger Kollagen Typ lll und vermehrt Kollagen Typ | gebildet,
Tenozyten und Kollagenfibrillen richten sich in der Belastungsrichtung aus [James
et al., 2008]. Erst in der Remodellierungsphase gewinnt die Sehne wieder an
mechanischer Stabilitat [Chan et al., 2000]. Eng verknUpft mit der mechanischen
Belastbarkeit sind die maximale Kraft, die Konzentration der Kollagenfibrillen und
der Pyridinolingehalt der Kollagenquervernetzungen [Frank et al., 1992, Frank et
al., 1995, Chan et al., 1998].

19



Grundlagen

Eine fruhe Belastung des sich noch im Heilungsprozess befindlichen Sehnen-
regenerates scheint sich positiv auf das Ergebnis auszuwirken [Hefti und Stoll,
1995]. Die funktionelle Belastung sehen Hefti und Stoll [1995] als entscheidend
fur die Sehnenheilung an. Ohne Beanspruchung des neu gebildeten Gewebes
entsteht lediglich eine unstrukturierte Narbe [ebd.]. Eine kontrollierte Belastung in
der Proliferationsphase und der Remodellierungsphase scheint sich positiv auf die
Organisation der Kollagenfasern und somit auf die mechanische Stabilitat der
Sehne auszuwirken [Sharma und Maffulli, 2005]. Die Belastung ist zudem
notwendig, um der Bildung von Adhasionen vorzubeugen [James et al., 2008,
Hugle et al., 2012]. Zugleich aber steigt das Risiko fur eine erneute Ruptur der
Sehne [James et al., 2008].

Eine entscheidende Rolle in der Sehnenheilung wird dem Kollagen zuge-
schrieben. Die Achillessehne besteht zu grof3en Teilen aus Kollagen Typ | und zu
geringen Teilen aus anderen Kollagenfasern, zum Beispiel Kollagen Typ Il
[Okamoto et al., 2010, Buchmann et al., 2013]. Fir die mechanische Stabilitat
der Sehne ist hauptsachlich Kollagen Typ | verantwortlich [Okamoto et al., 2010].
Kollagenfibrillen vom Typ Ill hingegen sind makroskopisch dinner und dehnbarer
als Kollagenfibrillen vom Typ | [ebd.]. Dennoch nimmt Kollagen Typ Il durch die
Fahigkeit, schnell Quervernetzungen zu bilden und somit das empfindliche
Sehnenregenerat zu stabilisieren, eine bedeutende Rolle in frihen Stadien der
Sehnenheilung ein [Chan et al., 1998, Eriksen et al., 2002, Okamoto et al.,
2010].
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2.4 Stand der Wissenschaft

Die Prozesse der Sehnenheilung sind vielfach und gut untersucht. Dieses Kapitel
soll eine Ubersicht zum aktuellen Stand der Wissenschaft geben. Zunéchst wird
auf die Notwendigkeit eines Tiermodells eingegangen. Im Anschluss wird ein
Uberblick tber bisherige biomechanische Untersuchungen der Achillessehnen-
heilung gegeben. In Kapitel 2.4.3 werden Studien zur Anwendung von Stamm-
zellen und Wachstumsfaktoren in der Sehnenheilung vorgestellt. Zuletzt soll die
existente Literatur zum Wachstumsfaktor bFGF aufgearbeitet werden, dessen

Auswirkungen auf die Sehnenheilung in dieser Arbeit genauer untersucht werden.

2.4.1 Tiermodell

Stammzellen und Wachstumsfaktoren sind seit vielen Jahren Gegenstand der
Forschung. Neue Erkenntnisse auf diesem Gebiet und bei der Entwicklung von
biologischen Implantaten werden zunachst durch in vitro Versuche uberpruft.
Bevor diese neuen Techniken in klinischen Studien zur Anwendung kommen
kénnen, ist die in vivo Uberpriifung an einem geeigneten Tiermodell erforderlich
[James et al., 2008].

In der Literatur finden sich zahlreiche biomechanische und histologische Unter-
suchungen an verschiedenen Versuchstieren. Manske und Lesker [1984]
untersuchten das intrinsische Heilungsvermdgen von (Beuge-) Sehnen an vier
verschiedenen Versuchstiergruppen. Dabei wurde festgestellt, dass alle Beuge-
sehnen der vier Gruppen (Hund, Kaninchen, Huhn und Affe) Gber ein intrinsisches
Heilungsvermdgen verfligen, ein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen
bestand jedoch nicht [Manske und Lesker, 1984].

Es stellt sich nun die Frage, welche Anforderungen ein geeignetes Tiermodell
erfullen sollte. Im Hinblick auf die einfache technische Umsetzung der Versuche
stellt die GroRRe der Praparate einen wichtigen Aspekt dar. Die Untersuchungen
sollen zudem technisch reproduzierbar sein. Ein wichtiges Kriterium ist die
Tierhaltung. Hier scheinen Kleintiere wie Mause oder Ratten gut geeignet. Eine
vergleichbare Anatomie ist von Vorteil, wenn das Tiermodell Rickschlisse auf die

menschliche Sehnenheilung ermdglichen soll. Nicht zuletzt stellt die Vergleichbar-

21



Grundlagen

keit der Ergebnisse mit der Literatur einen wichtigen Punkt bei der Wahl des

Tiermodells dar.

Die anatomische Ubereinstimmung des zu untersuchenden Merkmals mit der
menschlichen Anatomie ist ein wichtiges Kriterium fir die Auswahl eines geeigne-
ten Versuchstieres. In diesem Kontext wird eine Eignung des Hundes als Ver-
suchstier kontrovers diskutiert. Hernandez-Martinez et al. [2012] flihrten eine Stu-
die zur Anwendung von thrombozytenreichem Blutplasma (platelet rich plasma,
PRP) in Kombination mit der Naht einer akuten Achillessehnenruptur bei Hunden
durch. James et al. [2008] hingegen sahen Hunde wie auch Huhner aufgrund zu
geringer Ubereinstimmung mit der menschlichen Anatomie als ungeeignete

Versuchstiere an.

Geeignete Tiermodelle fiur die Untersuchung der Achillessehnenheilung sind
Mause [Chhabra et al., 2003] und Kaninchen [Thermann, 1996, Ouyang et al.,
2003, Chong et al., 2007, Hou et al., 2009a]. Besonders das Rattenmodell ist zur
Untersuchung der Achillessehnenheilung in der orthopadischen Literatur sehr
etabliert [Aspenberg und Forslund, 1999, Zhang et al., 2003, Aspenberg und
Virchenko, 2004, Rickert et al., 2005, Omeroglu et al., 2009, Okamoto et al.,
2010, Cummings et al., 2012].

2.4.2 Biomechanische Untersuchungen der Achillessehnenheilung

Die Heilung der Achillessehne wurde in den vergangenen Jahrzehnten bereits
durch zahlreiche Studien untersucht. Dem voraus gingen Untersuchungen zur
Beschaffenheit der Achillessehne und zur Achillessehnenruptur. Erste Untersu-
chungen zu den Ursachen und der Lokalisation von Sehnenrupturen stammen von
McMaster [1933].

Barfred [1973] setze sich mit der tierexperimentellen, biomechanischen Untersu-
chung der Achillessehnenruptur auseinander. Unter der Annahme, das Alter und
die Bedingungen wahrend des Wachstums seien ausschlaggebende Faktoren in
der Entwicklung von Sehnen, Knochen und Muskeln, flihrte Barfred biomecha-
nische Versuche am Rattenmodell durch [ebd.]. Wilde Ratten unterschiedlichen
Gewichts wurden mit zahmen Ratten verschiedener Aktivitatslevel im Hinblick auf

die Lokalisation der Ruptur verglichen [ebd.]. Barfred zeigte, dass eine intra-
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tendineale Ruptur der Achillessehne moglich ist [ebd.]. Er stellte die Vermutung
an, dass diese intratendineale Ruptur auch in der menschlichen Achillessehne
erfolgen kann [Barfred, 1973].

Thermann et al. [1995a] untersuchten die Reilfestigkeit der menschlichen
Achillessehne am Leichenpraparat. Zur Verfugung standen die Achillessehnen
von 20 Verstorbenen aus zwei Alterskollektiven (24 bis 35 und 36 bis 59 Jahre)
[ebd.]. Bei sonographischer und makroskopischer Beurteilung wurden keine
Pathologien festgestellt [ebd.]. Die biomechanische Testung der Sehnen ergab
eine signifikant hohere Steifigkeit der Achillessehne in der Altersgruppe unter 35
Jahren im Vergleich mit ,der Gruppe Uber 35 [36-59] Jahren“ (p=0,0233) [ebd.].
Erstmals wurde die Durchfuhrung der Messung und die Erfassung der Daten
mittels einer ,computergesteuerten Materialprifmaschine [...] beschrieben® [ebd.].
Zudem konnte dank einer optimierten Einspanntechnik eine ,intratendineale

Ruptur® erreicht werden [Thermann et al., 1995a].

In der Literatur finden sich neben Untersuchungen zur Ruptur der Achillessehne
auch zahlreiche Studien zur Achillessehnenheilung. Murrell et al. [1994] unter-
suchten den Einfluss der Immobilisation auf die Achillessehnenheilung am
Rattenmodell. 32 Versuchstieren wurde ein definierter Sehnendefekt gesetzt und
anschlieBend mit einer Naht versorgt [ebd.]. Die Immobilisation wirkte sich im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Immobilisation signifikant negativ auf die
funktionale und mechanische Regeneration der Achillessehne aus (p<0,001)
[Murrell et al., 1994].

Thermann et al. [1995b] beschéaftigten sich in einer experimentellen biomecha-
nischen Untersuchung mit dem Einfluss verschiedener Behandlungsregimes
(operativ-funktionell mit Naht, operativ-funktionell mit Fibrinkleber, konservativ) auf
die Heilung der Achillessehne am Kaninchenmodell. Sehnenpraparate von 84
Versuchstieren wurden nach 14, 28, 56 und 84 Tagen biomechanisch getestet
[ebd.]. Es zeigte sich ein Vorteil der funktionellen Nachbehandlung im Vergleich

mit Literaturergebnissen zur Gipsimmobilisation [Thermann et al., 1995b].

Palmes et al. [2002] zeigten in einer biomechanischen Untersuchung der Achilles-
sehnenheilung am Mausmodell die Folgen einer postoperativen Immobilisierung

auf. Bei 114 Versuchstieren wurde ein definierter Sehnendefekt gesetzt und mit
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einer Naht versorgt [ebd.]. Nach 4, 8, 12, 16, 35 und 112 Tagen wurden die
Sehnenpraparate beider Gruppen gewonnen und biomechanisch sowie histo-
logisch getestet [ebd.]. Die sofortige postoperative Aufbelastung fuhrte im Ver-
gleich zur Immobilisationsgruppe zu einem kontinuierlichen und signifikant

schnelleren Anstieg der maximalen Kraft bis zum Versagen [Palmes et al., 2002].

Weitere experimentelle biomechanische Untersuchungen zeigten, dass die
Heilung durch die lokale Schockwellentherapie [Orhan et al., 2004], die Anwen-
dung von Ultraschall [Ng et al., 2003], die systemische Gabe entzlindungs-
hemmender Medikamente [Forslund et al., 2003] oder eine hochdosierte Vitamin-
C Gabe [Omeroglu et al., 2009] positiv beeinflusst werden kann. Der Einfluss von
Anabolika hingegen wirkte sich im Rattenmodell negativ auf die biomechanischen
Eigenschaften von Achillessehnen aus [Miles et al., 1992]. So anderte sich durch
eine Anabolikagabe zwar nicht die maximale Kraft bis zum Versagen der Sehne,
die Steifigkeit der Sehne nahm jedoch zu; die Dehnbarkeit der Sehne und damit

die Fahigkeit, Energie aufzunehmen und zu speichern, nahm ab [ebd.].

2.4.3 Therapieansatze mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren

Stammzellen stehen durch ihre besonderen Eigenschaften in grollem Interesse
der medizinischen Forschung. lhre Anwendung und die Kombination mit Wachs-
tumsfaktoren zur Behandlung von Sehnenverletzungen lieferten erste vielverspre-
chende Resultate und sind aktuell Gegenstand vieler Untersuchungen. Stammzel-
len sind nicht spezialisierte Zellen mit der Fahigkeit, sich funktional in verschiede-
ne adulte Zelltypen zu differenzieren [Welsch, 2009]. Grundsatzlich muss unter-
schieden werden zwischen den multipotenten, mesenchymalen Stammzellen
(MSC), die in diesem Versuch verwendet wurden, und pluripotenten, embryonalen

Stammzellen [ebd.].

Die embryonale Stammzelle ist eine pluripotente Vorlauferzelle, die noch in alle
Gewebezelltypen differenzieren kann [Welsch, 2009]. MSC hingegen sind
Vorlauferzellen des Bindegewebes und werden zu den adulten Stammzellen
gezahlt [ebd.]. Sie gelten als multipotent, kdnnen also nur in bestimmte Gewebe-

zelltypen differenzieren [ebd.].
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Schmitt et al. [2012] stellen in ihrer Arbeit die Rolle von Stammzellen in der
regenerativen Medizin Ubersichtlich dar. Stammzellen haben auf verschiedene Art
und Weise einen bedeutenden Einfluss auf die Sehnenheilung [ebd.]. Einerseits
ersetzen sie geschadigte oder zerstorte Zellen durch direkte Differenzierung in
Zellen des betroffenen Bindegewebes [ebd.]. Andererseits beeinflussen MSC die
Sehnenheilung indirekt durch die parakrine Freisetzung von Zytokinen und
Wachstumsfaktoren wie beispielsweise IGF-1, VEGF, IGF-2 und bFGF [ebd.].
Stammzellen beeinflussen zudem Immunreaktionen und modulieren so Entzin-

dungsprozesse [Schmitt et al., 2012].

Ein entscheidender Faktor bei der Anwendung von Stammzellen — auch mit Blick
auf spatere Anwendungsgebiete am Menschen — ist das Immunsystem [Schmitt
et al., 2012]. Es gibt zunehmend Anhaltspunkte dafiir, dass Stammzellen nicht
immunogen sind, und zwischen Individuen transplantiert werden koénnen, ohne
eine Immunreaktion auszulésen [ebd.]. Ouyang et al. [2003] zeigten in ihrer
Arbeit, dass allogene MSC keine sichtbare Immunreaktion, z.B. eine Infiltration mit
Lymphozyten, hervorrufen. Eine immunmodulatorische Funktion von MSC wurde
auch von Bartholomew et al. [2002] beschrieben. In einer in vitro Studie wurde
gezeigt, dass MSC die Vermehrung von Lymphozyten und somit die Reaktion
gegenuber allogenen Zellen und Geweben unterdricken kénnen [Bartholomew
et al., 2002].

Im Rahmen der Sehnenheilung Uben Stammzellen auch einen Einfluss auf die
Bildung und Organisation von Kollagen aus [Ouyang et al., 2003]. MSC haben die
Fahigkeit, die Organisation der Kollagenmatrix sowie die Wiederherstellung der

physiologischen Struktur und Funktion des Kollagens zu beeinflussen [ebd.].

Chong et al. [2007] zeigten in einer Studie den Effekt von Stammzellen auf die
Achillessehnenheilung. Ein zuvor gesetzter Sehnendefekt der Achillessehne von
Kaninchen wurde nach der Injektion von Stammzellen mit einer Naht versorgt
[ebd.]. Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Achillessehnennaht ohne Injektion von
Stammzellen) wurde eine signifikante Verbesserung histologischer (p<0,05) und
biomechanischer (p<0,05) Eigenschaften in den frGhen Stadien der Sehnen-

heilung festgestellt [ebd.]. Der genaue Wirkmechanismus der implantierten
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Stammzellen auf die Sehnenheilung war jedoch noch nicht bekannt [Chong et al.,
2007].

Okamoto et al. [2010] verglichen in ihrer Studie den Einfluss von Stammzellen
aus dem Knochenmark (bone marrow cells, BMC) mit dem von kultivierten MSC
auf die Achillessehnenheilung. Die Therapie mit Stammzellen aus dem Knochen-
mark war den MSC nach 7 und 14 Tagen im Hinblick auf die maximale Kraft in der
biomechanischen Testung Uberlegen [ebd.]. Stammzellen aus dem Knochenmark
stehen zudem schneller zur Verfigung, da diese nicht aufwandig kultiviert werden
mussen [ebd.]. Die Expression der Wachstumsfaktoren TGF-B und VEGF war in
der BMC-Gruppe signifikant erhéht (TGF-B: p<0,01; VEGF: p<0,01) [Okamoto et
al., 2010].

Wachstumsfaktoren sind kleine Proteine, die biochemische Prozesse in Empfan-
gerzellen beeinflussen und steuern kdnnen [Zhang et al., 2003]. Wachstums-
faktoren zahlen zu den wichtigsten Molekdlen, die an den Prozessen der Sehnen-
heilung beteiligt sind [Molloy et al., 2003]. lhre Wirkung ist oft dosisabhangig, an
bestimmte Rezeptoren gebunden und entfaltet sich in der Regel in Synergie mit
anderen Signalmolekillen [ebd.]. Der vielfaltige Einfluss von Wachstumsfaktoren
wurde bereits durch zahlreiche Studien untersucht und soll in den folgenden

Absatzen genauer dargelegt werden.

Molloy et al. [2003] stellten in ihrer Arbeit Gbersichtlich die wichtigsten Wachs-
tumsfaktoren vor, die Einfluss auf die Prozesse der Sehnenheilung austben. Viele
bisherige Studien konzentrierten sich auf funf wichtige Wachstumsfaktoren: IGF-1,
TGF-B, VEGF, PDGF und bFGF [ebd.]. Diese funf werden in Folge einer Sehnen-
verletzung alle vermehrt produziert sowie sezerniert und beeinflussen verschiede-

ne Stadien des Heilungsprozesses [Molloy et al., 2003].

Kurtz et al. [1999] beobachteten eine beschleunigte Achillessehnenheilung unter
dem Einfluss von IGF-1 am Rattenmodell. Die Gabe von IGF-1 reduzierte das
funktionale Defizit signifikant, ohne sich negativ auf die biomechanischen Eigen-
schaften auszuwirken [ebd.]. Eine mogliche Hemmung der Entziindungsreaktion
durch IGF-1 wurde dafur verantwortlich gemacht [Kurtz et al., 1999].

Zhang et al. [2003] zeigten einen positiven Effekt von VEGF auf die Heilung der

Achillessehne an der Ratte. Unter dem Einfluss von VEGF wurden eine signifi-
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kante Verbesserung der mechanischen Belastbarkeit der Sehne nach 7 und 14
Tagen beobachtet und eine gesteigerte Expression von TGF-B in der frihen
Phase der Sehnenheilung festgestellt [ebd.]. Ein signifikanter Einfluss auf die
Expression von IGF-1, PDGF und bFGF wurde nicht beobachtet [Zhang et al.,
2003].

Ein positiver Effekt von TGF-$ auf die Achillessehnenheilung wurde von Hou et al.
[2009b] in einer Untersuchung am Kaninchenmodell beobachtet. Unter dem
Einfluss von TGF-$ erreichte die Synthese von Kollagen Typ Ill bereits nach 2
Wochen ihren Hohepunkt [ebd.]. In der Kontrollgruppe wurde dieser erst nach 4
Wochen erreicht; auch nach 8 Wochen konnte immer noch Kollagen Typ Il in
erhohter Menge nachgewiesen werden [ebd.]. Kollagen Typ | akkumulierte unter
dem Einfluss von TGF-B zu jeder Zeit schneller [ebd.]. Der Einfluss von TGF- auf
die Kollagensynthese, die Bildung von Quervernetzungen und die Organisation
der Extrazellularmatrix fuhrte zu einer Verbesserung der mechanischen Belastbar-
keit [Hou et al., 2009b].

Die Expression von TGF-B1 steht unter anderem unter dem Einfluss von PRP
[Lyras et al., 2010]. Lyras et al. [2010] untersuchten den Einfluss von PRP auf
die TGF-B1-Expression am Kaninchenmodell. Von 48 Versuchstieren wurden 24
nach Durchtrennung der Achillessehne mit einer Injektion von PRP behandelt
[ebd.]. Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich nach zwei Wochen eine
signifikante Steigerung, nach drei und vier Wochen eine signifikante Reduktion der
TGF-B1-Expression [Lyras et al., 2010].

Aspenberg und Virchenko [2004] untersuchten den Einfluss von Thrombozyten-
konzentrat (platelet concentrate, PC) auf die Achillessehnenheilung am Ratten-
modell. PDGF ist einer der Wachstumsfaktoren, der von aktivierten Thrombozyten
sezerniert wird [ebd.]. Eine Einzelinjektion von PC schien sich positiv auf die
mechanischen Eigenschaften des Sehnenregenerates auszuwirken [Aspenberg
und Virchenko, 2004].

2.4.4 Basic fibroblast growth factor (bFGF)

Der Basic fibroblast growth factor (bFGF) gehort zu den ersten beschriebenen

Wachstumsfaktoren. BFGF ist ein saures Polypeptid mit einer Lange von 146
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Aminosauren und zahlt zur Gruppe der Heparin-bindenden Faktoren [Folkman
und Klagsbrun, 1987b, Folkman und Klagsbrun, 1987a]. Der Wachstumsfaktor
gilt als potenter Stimulator der Zellproliferation und —migration sowie der Angio-

genese [Folkman und Klagsbrun, 1987a].

Eine Stimulation der Zellproliferation und —migration durch bFGF wurde auch
durch Chan et al. [1997] gezeigt. Fur das Modell einer in vitro Wunde wurden
Fibroblasten aus Patellarsehnen von Ratten kultiviert [ebd.]. Die Wunde wurde
mechanisch in Form einer gleichmaRigen zellfreien Flache auf dem Medium
geschaffen [ebd.]. Anschlie3end wurde gruppenabhangig bFGF in einer Dosis von
0, 2, 10 oder 50 pg/L hinzugegeben [ebd.]. Uber einen Zeitraum von 24 Stunden
wurde regelmallig die GroRe der zellfreien Flache gemessen [ebd.]. Bereits bei
einer Dosis von 2 ug/L wurde eine signifikant erhéhte Zellproliferation beobachtet
[ebd.]. Bei einer Dosis von 10 ug/L kam es nach 24 Stunden zu einem nahezu
kompletten Wundverschluss [ebd.]. Durch eine Erhéhung der Konzentration auf 50

Mg/L konnte keine weitere Verbesserung erreicht werden [Chan et al., 1997].

Chang et al. [1998] beschaftigten sich in einer spateren Studie mit der Lokali-
sation und der Quantifizierung von bFGF-mRNA an einem Kaninchenmodell.
Mittels in situ Hybridisierung wurde gezeigt, dass sowohl normale Tenozyten als
auch Zellen der umgebenden Sehnenscheide in der Lage sind, bFGF zu produ-
zieren [ebd.]. In Zellen der unmittelbaren Wundumgebung, Tenozyten, Fibroblas-
ten und Entzindungszellen, war die Expression von bFGF-mRNA gesteigert
[ebd.]. Als Quelle fir Wachstumsfaktoren spielen also sowohl extrinsische als
auch intrinsische Zellen eine bedeutende Rolle bei der Sehnenheilung [Molloy et
al., 2003].

In einer weiteren Studie zeigten Chan et al. [2000] den Einfluss von bFGF auf die
frGhen Stadien der Sehnenheilung in vivo an einem Rattenmodell. Drei Tage nach
der Setzung eines Defektes in der Patellarsehne wurde gruppenabhangig eine
Dosis von 0, 1, 10 oder 100 ug/L bFGF injiziert [ebd.]. Die Sehnenpraparate
wurden nach 7 bzw. 14 Tagen Heilungsdauer gewonnen [ebd.]. Nach 7 Tagen
wurde eine dosisabhangige Zunahme der Zellproliferation und der Kollagen Typ I
Expression beobachtet [ebd.]. Die Ergebnisse zeigen einen moglichen Einfluss
von bFGF auf die frihen Stadien der Sehnenheilung [ebd.]. Ein Effekt auf den
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Pyridinolingehalt der Sehnen und die maximale Kraft in der biomechanischen
Testung wurde nicht beobachtet [Chan et al., 2000].

Eine weitere in vivo Studie zum Einfluss von bFGF auf die Sehnenheilung fuhrten
Fukui et al. [1998] durch. Ein Defekt von 4 mm wurde am medialen Kollateralband
von Kaninchen gesetzt [ebd.]. Fibringel, das humanen bFGF in einer gruppenab-
hangigen Dosierung von 0, 0,1, 1 oder 10 yg enthielt, wurde in die Defektzone
eingebracht [ebd.]. Die Sehnenpraparate wurden nach 7, 14, 21 bzw. 42 Tagen
Heilungsdauer gewonnen und untersucht [ebd.]. Unter dem Einfluss von bFGF
wurde eine verbesserte Bildung und Reifung von Sehnengewebe beobachtet
[ebd.]. Auch hier wurde eine Abhangigkeit von der Dosis gezeigt, wobei hdhere
Dosierungen in dieser Studie negative Effekte zur Folge hatten [ebd.]. Vor allem
niedrige Dosen von bFGF scheinen sich also positiv auf die Sehnenheilung

auszuwirken [Fukui et al., 1998].

Kraus et al. [2014] untersuchten den Einfluss von Stammzellen und bFGF auf die
Achillessehnenheilung in vivo an einem Rattenmodell. An insgesamt 84 Versuchs-
tieren wurde in der linken Achillessehne ein Defekt von 2,4 mm gesetzt und
entweder unbehandelt (Injektion von phosphate buffered saline (PBS)) belassen
oder Stammzellen, die lentiviral enhanced green fluorescent protein (eGFP)
exprimieren bzw. Stammzellen, die lentiviral bFGF exprimieren, injiziert [ebd.]. Die
gegenseitige Achillessehne wurde zur vergleichenden Kontrolle mit der operierten
Seite unbehandelt belassen [ebd.]. Nach 14 bzw. 28 Tagen wurden die Sehnen-
praparate gewonnen und biomechanisch sowie histologisch und immunhisto-
chemisch untersucht [ebd.]. Histologisch zeigten sich in den beiden Stammzell-
gruppen keine signifikant besseren Ergebnisse als in der Kontrollgruppe [ebd.].
Biomechanisch konnte nur in der PBS-Gruppe eine signifikante Verbesserung
nach 14 versus 28 Tagen gezeigt werden [ebd.]. Stammzellen scheinen zwar in
frihen Stadien der Sehnenheilung teilweise positive Effekte zu haben, sich aber
nach 28 Tagen tendenziell negativ auf die biomechanischen Ergebnisse auszuwir-
ken [ebd.]. Die Expression von bFGF in Stammzellen hatte keine wesentlichen
Effekte auf die Sehnenheilung [Kraus et al., 2014].
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3 Fragestellung und Studienziel

Die Tendinopathie der Achillessehne ist ein Beispiel fur eine klassische Verletzung
durch Uberbeanspruchung [Kader et al., 2002]. Viele biologische und klinische
Aspekte der Achillessehnenruptur sind noch nicht erforscht. Neue Erkenntnisse im
Bereich der Molekularbiologie sind wichtige Schritte auf dem Weg zum Verstand-
nis der physiologischen Prozesse der Sehnenheilung. Der Einsatz von Stamm-
zellen und die Gabe von Wachstumsfaktoren scheinen die Heilung von Sehnen-
verletzungen positiv zu beeinflussen und stellen somit eine interessante Option flr
die Therapie der Achillessehnenruptur dar [Sharma und Maffulli, 2005]. Der
Einfluss von Stammzellen und Wachstumsfaktoren auf die Sehnenheilung ist im
Detail jedoch noch nicht ausreichend geklart [ebd.]. Zahlreiche Studien befinden
sich allesamt noch in frihen Stadien, was weitere Untersuchungen nétig macht
[ebd.]. Dennoch gibt es bereits Evidenz dafir, dass die Gabe von bFGF die
Sehnenheilung durch eine Steigerung der Zellproliferation und der Synthese von

Bestandteilen der Extrazellularmatrix positiv beeinflusst [Chan et al., 1997].

Die Untersuchungen von Kraus et al. [2014] zeigten jedoch, dass Stammzellen an
sich in frihen Stadien der Sehnenheilung zwar teilweise positive Effekte zu haben
schienen, sich aber im Verlauf nach einer Heilungsdauer von 28 Tagen eher
negativ auf die biomechanischen Eigenschaften der Sehnenregenerate auswirk-
ten. Die zusatzliche Expression von bFGF durch MSC hatte keinen wesentlichen
Effekt auf die Sehnenheilung [ebd.].

Ziel der vorliegenden Arbeit soll es daher sein, den Einfluss von Stammzellen und
dem Wachstumsfaktor bFGF auf die Sehnenheilung im Hinblick auf die maximale
mechanische Belastbarkeit und die Steifigkeit der Sehnenregenerate analog zu
der vorangegangenen Untersuchung von Kraus et al. [2014] in einem Langzeit-

versuch uUber 84 Tage zu untersuchen.

Zur Beantwortung der Fragestellung soll zunachst untersucht werden, ob es im
Langzeitversuch zur Ausheilung der Sehne kommt. Zu diesem Zweck erfolgt auch
der Vergleich mit der unbehandelten Gegenseite und die Evaluation der Frage, ob
nach 84 Tagen Heilungsdauer ein signifikanter Unterschied zur nicht operierten

Gegenseite nachweisbar ist.
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AnschlieRend wird gepruft, ob nach der Heilungsdauer von 84 Tagen ein statis-
tisch signifikanter Unterschied zwischen den drei Behandlungsgruppen im Hinblick
auf die maximale mechanische Belastbarkeit und die Steifigkeit der Sehnen-
regenerate besteht und ob sich ein signifikanter Vorteil in der Behandlung mit
Stammzellen und bFGF im Vergleich zur Kontrollgruppe im Hinblick auf die
maximale mechanische Belastbarkeit und die Steifigkeit der Sehnenregenerate

zeigt.

AbschlieRend erfolgt eine Einordnung der Ergebnisse im Vergleich mit der

vorhergegangenen Untersuchung von Kraus et al. [2014].
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4 Material und Methodik

4.1 Studienaufbau

Die Thematik der vorliegenden Arbeit ist Teil einer Ubergeordneten Studie, die den
Effekt von bFGF-transduzierten Stammzellen auf die Sehnenheilung in vivo an
einem Rattenmodell untersucht. Der Aufbau der Studie entspricht im Hinblick auf
die Zellkulturen und die Gewinnung der Praparate fur die biomechanische Unter-
suchung exakt dem Vorgehen von Kraus et al. [2014]. Es handelt sich bei der

vorliegenden Arbeit um einen Folgeversuch in der gleichen Arbeitsgruppe.

Fiar den Versuch wurden insgesamt 60 mannliche Lewis Ratten (Alter: 14 Wo-
chen) zufallig auf drei Gruppen verteilt: die PBS-Gruppe (eine gepufferte Phos-
phatlésung; Kontrollgruppe), die eGFP-MSC-Gruppe (MSC, die eGFP expremie-
ren) und die bFGF-MSC-Gruppe (MSC, die bFGF expremieren).

Die Methoden zur Gewinnung der Stammzellen und deren Vorbereitung fur die
Verwendung im Versuch waren in der Arbeitsgruppe bereits etabliert und wurden

von Kraus et al. [2014] beschrieben.

Kapitel 4.2 befasst sich mit den operativen Eingriffen an den Versuchstieren, die
fur die Gewinnung der Sehnenpraparate notwendig waren. In einer ersten Opera-
tion wurde mit Hilfe eines standardisierten Verfahrens ein Defekt von definierter
Grolde in der linken Achillessehne der Versuchstiere gesetzt. Es erfolgte gemaf
einer randomisierten Zuteilung die Injektion von PBS, eGFP-MSC oder bFGF-
MSC proximal und distal vom Defekt in die Sehne. Die rechte Achillessehne blieb
unbehandelt. Nach einer Heilungsdauer von 84 Tagen (zwdlf Wochen) fand die

Entnahme der 60 rechten und 60 linken Achillessehnen fur die Analysen statt.

Fur die biomechanische Analyse standen jeweils 30 rechte und 30 linke Achilles-
sehnenpraparate zur Verfugung. Die verbliebenen 60 Sehnenpraparate wurden fur
die histologischen und immunhistochemischen Analysen der Studie bendtigt. Der

Ablauf des biomechanischen Versuchs wird in Kapitel 4.3 beschrieben.
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4.2 Gewinnung der Praparate

Zur Gewinnung der Praparate fur die geplanten Analysen waren zwei zeitversetzte
Operationen notwendig. In einer ersten Operation wurde der Sehnendefekt
gesetzt. Der zweite Eingriff nach Totung des Versuchstieres diente der Gewinnung
des Analysepraparates. Zwischen den Operationen lag der definierte Heilungs-
zeitraum von 84 Tagen. Beide Eingriffe wurden unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt.

Vor dem ersten Eingriff wurde das Gewicht des Versuchstieres festgestellt. In
einem randomisierten Verfahren wurde jedes Versuchstier einer Gruppe zuge-
ordnet. Im Anschluss an eine tierarztlich durchgefuhrte Narkose erfolgte die Rasur
des Operationsgebietes. Der Atemluft wurde 100%iger Sauerstoff beigemischt.
Einem Auskihlen der Tiere wurde durch Heizmatten (37°C) vorgebeugt. Die
Korpertemperatur wurde mit einer rektal platzierten Temperatursonde und die

Vitalparameter mit einem Pulsoxymeter Uberwacht.

Nach erfolgter Desinfektion wurde mit einem medialen Schnitt von etwa 15 mm
Lange die linke Achillessehne freigelegt. Es erfolgte die Darstellung des Tuber
calcanei und die Praparation der Achillessehne sowie der Sehne des M. plantaris.
Gruppenabhangig wurde proximal und distal der Stelle des geplanten Defektes
eGFP-MSC, bFGF-MSC oder PBS (Kontrollgruppe) in die Sehne injiziert. Mit
einem 2,4 mm breiten Arthroskopie-Punch erfolgte die Durchtrennung der Sehne.
Distal verblieb ein Sehnenstumpf von etwa 2 mm Lange am Calcaneus. Der
proximale Sehnenstumpf ging in den Muskel Uber. Eine Adaptation der Sehnen-
enden wurde nicht vorgenommen. Die Wunde wurde mit einer Hautnaht (Intrakut-
annaht) verschlossen. Der postoperative Heilungsverlauf wurde tierarztlich
uberwacht und eine postoperative Schmerzprophylaxe wurde verabreicht. Fur die
gesamte Dauer der Heilung Uber 84 Tage erfolgte keine Immobilisierung. Es kam

kein Teilbelastungsschema zur Anwendung.

Nach 84 Tagen erfolgte die Toétung der Versuchstiere mit einer Uberdosis an
Pentobarbital. Vor der Entnahme der Praparate erfolgte die makroskopische
Beurteilung der Sehne. Fur die Analysen wurden sowohl die linke, operierte
Achillessehne, als auch die rechte, unbehandelte Achillessehne, zur Kontrolle

entnommen. Nach Rasur des Operationsgebietes erfolgte die Freilegung der
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Sehne und die Praparation der Muskelbdauche des ansetzenden M. triceps surae
nach proximal. Distal wurde der Tuber calcanei freigelegt. Nach Resektion der
Haut erfolgte die Absetzung des M. triceps surae so proximal wie mdglich. Die im
Versuch angewandte Einspanntechnik (siehe Kapitel 4.3.3) lasst sich umso besser

anwenden, je grofRer der verbliebene Muskelanteil an der Sehne ist.

Die auf diese Weise gewonnenen Praparate wurden beschriftet, verpackt und bis
zum Zeitpunkt der Durchfihrung des Zugversuches bei -17°C gelagert. Der
gesamte Prozess zur Gewinnung der Sehnenpraparate ist in Abbildung 4 schema-

tisch dargestelit.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Vorbereitungen zur Gewinnung der
Sehnenpraparate [eigene Darstellung]

Alle Versuche wurden unter Beachtung nationaler und internationaler Richtlinien
zum Schutz von Versuchstieren (Richtlinie 86/609/EEC des Rates der Euro-
paischen Gemeinschaften; TierSchG; FELASA Richtlinien) durchgefuhrt.
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4.3 Biomechanische Testung der Sehnenpraparate im Zug-

versuch

Fur die biomechanische Untersuchung standen insgesamt 60 Praparate, gewon-
nen aus 30 Versuchstieren, zur Verfigung (siehe Kapitel 4.1). Es handelte sich
um 30 entsprechend der Randomisierung behandelte Achillessehnenpraparate
der Untersuchungsseite (links) und 30 unbehandelte Achillessehnenpraparate der
Kontrollseite (rechts). An drei Versuchstagen wurden 60 verwertbare Messungen
durchgefuhrt. Die Reihenfolge der Testung war zufallig. Zum Zeitpunkt der
Durchfuhrung des Versuchs war lediglich bekannt, ob es sich um die operierte
Seite (Probe) oder die unbehandelte Kontrollseite handelte. Die Behandlungs-
modalitat und damit die Gruppenzugehdrigkeit zu den drei Versuchsgruppen
konnte erst nach Abschluss der biomechanischen Testung in Erfahrung gebracht
werden. Einer Einflussnahme des Versuchsleiters auf die Messergebnisse wurde

auf diese Weise entgegengewirkt.

4.3.1 MessgroBen und berechnete Parameter

Bei der biomechanischen Testung der Sehnenpraparate wurden folgende Para-

meter erfasst bzw. berechnet und anschliel3end gepruft:

Maximale Kraft F(max) [N] der Achillessehne: die maximale Kraft wurde am Punkt
des ersten Maximums im Kraft-Weg-Diagramm abgelesen. In diesem Moment

reift ein Grof3teil der Sehnenfasern.

Strecke s [mm] der maximalen Dehnung der Achillessehne: Dehnbarkeit der
Sehne zwischen Beginn des Zugversuches und dem Erreichen der maximalen
Kraft.

Steifigkeit [N/mm] der Achillessehne: errechnete Grolie, die dem Anstieg der

Kurve im linearen Bereich des Kraft-Weg-Diagramms entspricht.

4.3.2 Versuchsaufbau

Der biomechanische Zugversuch erfolgte in einem, aus friheren Versuchen
bereits vorhandenem, eigens zu diesem Zweck konzipiertem Prifstand. Die
verwendete Zugprifmaschine Z 1120 (Firma Zwick, Ulm) ermadglichte eine

Zugbelastung der sich im Prifstand befindlichen Sehne (Abbildung 5). Der Einsatz
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einer computergesteuerten Materialprifmaschine fur die biomechanische Testung
der Achillessehne am Rattenmodell wurde erstmals von Thermann et al. [1995a]

beschrieben.

Abbildung 5: Zugpriifmaschine Z 1120 (Firma Zwick, Ulm) und Einspannvorrichtung
[eigene Abbildung]

Die im Zugversuch durch die Zugprifmaschine applizierte Kraft wurde durch eine
Kraftmessdose erfasst und von einem Computer und der Software testXpert®
(siehe Kapitel 4.3.4) aufgezeichnet.

Abbildung 6 zeigt schematisch den Aufbau des Messplatzes zur Durchfihrung des
biomechanischen Versuchs. Dargestellt sind der Computer mit Software (1) und
die Zugprufmaschine (2) mit Kraftmessdose (3) und Einspannvorrichtung fur das
Sehnenpraparat (4).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Messplatzes zur Durchfiihrung des Bio-
mechanischen Versuchs [eigene Darstellung]

4.3.3 Einspanntechnik

Eine grole Herausforderung bei der biomechanischen Testung von Achilles-
sehnen war die adaquate Fixierung des Praparates im Prufstand. Die Ruptur der
Achillessehne im Zugversuch sollte intratendineal erfolgen. Ein knocherner
Ausriss aus dem Calcaneus oder eine Ruptur im Bereich der proximalen Fixierung
am muskulotendinealen Ubergang durften nicht erfolgen [Thermann, 1996]. Die
vorhandenen Vorrichtungen zur Einspannung des Sehnenpraparats kamen bereits
in der Untersuchung von Kraus et al. [2014] zum Einsatz. Diese konnten fur den
biomechanischen Zugversuch erneut verwendet werden und sollen im Folgenden

beschrieben werden.

Die distale Fixierung des Sehnenpraparates erfolgte am Calcaneus. Dazu wurde
dieser in eine daflr gefertigte Schlitzplatte eingelegt (Abbildung 7). Die Kanten des
Schlitzes sollten mdglichst stumpf sein, um keine Sollbruchstelle am Calcaneo-

tendinealen Ubergang zu schaffen oder einen knéchernen Ausriss zu provozieren.
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Abbildung 7: Einspanntechnik: distale Fixierung mittels Schlitzplatte [eigene Ab-
bildung]

Eine weitere Herausforderung war die proximale Fixierung des Sehnenspiegels.
Eine Kompression des Gewebes allein wirde womdglich in veranderten bio-
mechanischen Eigenschaften resultieren [Wieloch et al., 2004]. Die Verwendung
einer Kryoklemme flr biomechanische Untersuchungen wurde erstmals von
Riemersa und Schamhardt [1982] beschrieben. In einer Untersuchung an 14
Beugesehnen von Pferden konnte eine mittlere maximale Kraft von 10200 N
gemessen werden, ohne dass es zum Ausriss des Sehnenpraparats aus der
Befestigung kam [ebd.]. Die Kryoklemme ermdglichte eine exzellente Befestigung
ohne grobe Beschadigung der Sehne [ebd.]. Thermann et al. [1995b] fUhrten
biomechanische Versuche zur Achillessehnenheilung am Kaninchenmodell durch.
Die Fixation mittels einer Kryoklemme gewahrleistete ,eine [sichere] intra-
tendineale Ruptur® der Sehne [Thermann et al., 1995b]. Rickert et al. [1998]
untersuchten 25 humane Supraspinatussehnen in einem biomechanischen
Zugversuch in physiologischer Richtung bis zum Versagen. Auch hier erfolgte die
Fixation mit Hilfe einer Kryoklemme [ebd.]. Der Mittelwert der maximalen Zug-
belastung betrug 984 N [Rickert et al., 1998]. Wieloch et al. [2004] beschrieben
die Verwendung einer Kryoklemme bei Versuchen zur Achillessehnenheilung am
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Rattenmodell als eine einfache, sehr sichere und zuverlassige Technik zur

proximalen Fixierung der Sehnenpraparate.

Dem Einspannen der Sehne ging eine saubere Praparation voraus. Zunachst
wurde Uberschissiges Muskelgewebe der verbliebenen Gastrocnemius-Anteile
durch stumpfe Praparation entfernt. Im Anschluss wurde der Sehnenspiegel
zwischen den beiden Platten der Kryoklemme (Abbildung 8) eingebracht und
ausgerichtet. Es wurde darauf geachtet, nur den praparierten Sehnenspiegel und
nicht die Sehne selbst zwischen den Platten zu fixieren, um keine Sollbruchstelle
zu generieren. Nach dem Verschrauben der Platten wurde die Klemme in die
Zugprufmaschine eingespannt. Die endgultige Fixierung des Muskel-Sehnen-
ubergangs in der Kryoklemme erfolgte durch Schockgefrieren. Dazu wurde eine
definierte Menge an flissigem Stickstoff in die vorgesehen Behaltnisse der
Kryoklemme gegeben. Durch das Schockgefrieren wurde eine stabile Verbindung
zwischen dem Gewebe und der Kryoklemme hergestellt und somit eine vermin-
derte Kompression des Gewebes ermoglicht [Wieloch et al., 2004]. Auf diese
Weise konnte das Risiko flir Gewebsschaden durch das Einspannen vermindert
werden. Der flissige Stickstoff verdampfte bis zum Beginn des Zugversuches
vollstandig. Die Gewichtskraft des Stickstoffes hatte demnach keinen Einfluss auf

den Versuch.

40



Material und Methodik

Abbildung 8: Einspanntechnik: proximale Fixierung mittels Kryoklemme [eigene
Abbildung]

Die Ausrichtung der Kryoklemme in der Zugprifmaschine erfolgte mit einer
Zentrierhilfe. Diese ermdglichte eine Freigabe der Freiheitsgrade, die Klemme
wurde so spannungsfrei im Priufstand zentriert. Die generierte Kraft wirkte nur in

eine Richtung.

Abbildung 9 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus. Dar-
gestellt sind die Kraftmessdose (1), die Zentrierhilfe (2), die Schraubklemme (3)
zur Aufnahme der Kryoklemme (4) und die auf dem Pruftisch fixierte Schlitzplatte
(5). Im vergroRerten Ausschnitt ist die Einspanntechnik dargestellt. Das einge-

spannte Sehnenpraparat wurde rot hervorgehoben.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus mit Einspann-
vorrichtung [eigene Darstellung]
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4.3.4 Erfassung der Messparameter

Fir die Durchfuhrung der Versuche gemall dem Prufprotokoll und die Erfassung
der Messdaten kam die Software Zwick testXpert® Version 12 fiir Windows XP
(testXpert® V12.0, Zwick GmbH & Co. KG, Ulm) zur Anwendung. Die Software
ermoglicht die Darstellung des Vorschubes und der gemessenen Kraft in einem

Kraft-Weg-Diagramm.

4.3.5 Versuchsablauf

Der biomechanische Zugversuch begann mit der Vorbereitung der gewonnenen
Praparate. Die bei -17 °C gelagerten Achillessehnen wurden im handwarmen
Wasserbad Uber zwei Stunden aufgetaut. Anschlie3end erfolgte die Praparation
der Sehnenpraparate fur die spatere Fixierung in der Kryoklemme (siehe Kapitel

4.3.3 Einspanntechnik). Im Anschluss erfolgte die makroskopische Beurteilung der

Sehnenpraparate. Alle operierten Achillessehnen (linke Seite) wurden flr eine
standardisierte Bilddokumentation fotografiert (Abbildung 10).

Abbildung 10: Standardisierte Bilddokumentation vor und nach dem Zugversuch
[eigene Abbildung]

Zur proximalen Fixierung wurde der praparierte Sehnenspiegel zwischen den
beiden Platten der Kryoklemme eingelegt und durch leichtes Verschrauben
gesichert. Die Kryoklemme mit dem Praparat wurde im Anschluss mittels einer
Schraubklemme in die Zugprifmaschine eingespannt. Die distale Fixierung des
Sehnenpraparates erfolgte durch Einlegen in die Schlitzplatte (siehe Kapitel 4.3.3).
Die Schlitzplatte war auf dem Pruftisch fixiert und diente als Widerlager fur den
Calcaneus. Es wurde darauf geachtet, dass der Calcaneus nach dem Einlegen
der Schlitzplatte direkt von unten anlag. Dies sollte ein spateres Nachrutschen und

somit die Entstehung von Artefakten im Kraft-Weg-Diagramm vermeiden.
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Gemal} der in Kapitel 4.3.3 beschriebenen Methode wurde nun eine definierte
Menge an flussigem Stickstoff in die Kryoklemme gegeben. Vor dem Start der
Messung wurde gewartet, bis der Stickstoff verdampft und der Ansatz der Sehne
sichtbar etwa 2 mm unterhalb der Kryoklemme gefroren war. Um ein komplettes
Einfrieren der Sehne zu vermeiden, wurde der Zugversuch nach hoéchstens einer
Minute Wartezeit begonnen und gemafl dem Prufprotokoll durchgeflhrt. Das
Sehnenpraparat wurde mit einer Geschwindigkeit von 1 mm/min und einer Kraft
von 2 N vorgespannt. Die Prufgeschwindigkeit nach dem Erreichen der Vorspan-
nung war konstant und betrug 10 mm/min. Der Versuch wurde bei erfolgter
Komplettruptur des Sehnenpraparates als beendet angesehen. Nach Abschluss

der Messung erfolgte die erneute Bilddokumentation der gerissenen Sehne.

Der gesamte Versuchsablauf ist in Abbildung 11 schematisch dargestellt. Nach
dem Auftauen des Praparates wurden der Versuch und die Bilddokumentation

innerhalb von 20 Minuten abgeschlossen. Die Raumtemperatur war konstant.

[ Sehnenpraparat ]

Auftauen in handwarmem Wasser

stumpfe Praparation

makroskopische Beurteilung, standardisierte Bilddokumentation
|

i ¥ e

v

Einspannen N, flussig in Kryoklemme
J

v
Zugversuch

standardisierte Bilddokumentation

Biomechanischer Zugversuch

[ Praparatentsorgung ]

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs [eigene Darstellung]
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4.4 Statistische Auswertung der Messdaten

Die statistische Auswertung erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurden die im
Versuch gewonnenen Daten mittels einer deskriptiven Statistik dargestellt und
ausgewertet. Fur die ermittelten Messwerte der Variable maximale Kraft und fur
die berechneten Werte der Variable Steifigkeit wurden Wertetabellen erstellt
(Anhang 1 und Anhang 2). Dargestellt wurden zudem der Mittelwert und eine SD
fur jede Versuchsgruppe. Fur alle Berechnungen musste die Einzigartigkeit des
Versuchstieres als Individuum berucksichtigt werden. Zur besseren Vergleich-
barkeit der Messwerte wurden die erfassten Parameter mit denen der gesunden
Gegenseite verglichen (matched pairs, siehe Kapitel 4.4.1). Die Steifigkeit wurde
mittels der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Methode berechnet. In einem zweiten
Schritt wurden die gewonnenen Messwerte dann gemal der in Kapitel 4.4.3

beschriebenen Methode statistisch ausgewertet.

4.41 Vergleich mit der Gegenseite — Bildung von Wertepaaren

Die bei dem biomechanischen Versuch erhobenen Parameter (in den Tabellen
bezeichnet als ,Probe“) wurden mit der unbehandelten Gegenseite (bezeichnet als
.Kontrolle®) verglichen (matched pairs). Aus dem Parameter maximale Krafft,
ermittelt flr die Probe und die Kontrolle, ergab sich so die Variable maximale Kraft
im Vergleich zur Gegenseite. Diese wurde in den Tabellen vereinfacht als maxi-
male Kraft im Vergleich bezeichnet. Flr die berechnete Steifigkeit kam das gleiche
Prinzip zur Anwendung. Es ergab sich die Variable Steifigkeit im Vergleich zur
Gegenseite, vereinfacht Steifigkeit im Vergleich. So konnten ob der geringen
Fallzahl pro Gruppe (n=10) und der naturlicherweise vorhandenen anatomischen
Variationen der Versuchstiere objektive Vergleiche angestellt werden. Die Ergeb-
nisse der Auswertung wurden in Prozent angegeben. Der Kontrolle wurde der
Wert 1 bzw. 100% zugewiesen. Dargestellt wurden Mittelwerte und eine SD der
Variablen maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich

zur Gegenseite fur die Versuchsgruppen.

4.4.2 Berechnung der Steifigkeit

Mit der Software testXperf® wurden die Messdaten der Versuche im Kraft-Weg-
Diagramm (Abbildung 12) aufgezeichnet (Kapitel 4.3.4).
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iProbe #2

Standardkratt in N

Standardweq in mm

Abbildung 12: Beispiel fiir ein Kraft-Weg-Diagramm [Grafik erstellt durch die Software
testXpert®]

Abbildung 12 zeigt ein Beispiel fur ein Kraft-Weg-Diagramm der Software
testXperf®.

Die Steifigkeit der Achillessehne [N/mm] wurde aus den ermittelten Messwerten

berechnet. Sie ist ein Mal fir die Elastizitdt der Sehne und entspricht dem Anstieg
der Kurve im Kraft-Weg-Diagramm (Abbildung 13).

® O\

Kraft

-/

v

Weg

Abbildung 13: Ablesen der Punkte am Kraft-Weg-Diagramm [modifizierte Darstellung
nach James et al. [2008]]
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Abbildung 13 zeigt ein schematisches Beispiel fur ein Kraft-Weg-Diagramm. Fur
die Berechnung der Steifigkeit wurde die Kraft F(1) [N] und der Weg s(1) [mm] am
Punkt 1 sowie die Kraft F(2) [N] und der Weg s(2) [mm] am Punkt 2 bendtigt.

Die Ablesepunkte wurden dabei im Bereich des linearen Anstiegs der Kurve
gewahlt. Punkt 2 wurde bereits abgelesen, bevor eine erste Teilruptur der Sehne
und damit ein kurzer Kraftabfall zu beobachten war. Eine Verfalschung der
berechneten Steifigkeit durch ein erstes Nachgeben einzelner Sehnenfasern
wurde auf diese Weise vermieden. Die Steifigkeit wurde dann mit Hilfe der Formel
1 berechnet.

F(2) -F()

s(2) —s(1)

Formel 1: Berechnung der Steifigkeit

Steifigkeit =

4.4.3 Statistik

Dieser Abschnitt beschreibt die fur die biometrische Analyse der Ergebnisse der
biomechanischen Untersuchung angewandten statistischen Testverfahren. Die

Ergebnisse der statistischen Auswertung sind in Kapitel 5.3 dargestellt.

Fur die Auswahl der statistischen Tests wurden die Variablen mittels des Shapiro-

Wilk-Tests auf Inre Normalverteilung Uberpruft.

Zunachst wurde ein Vergleich der Ergebnisse der behandelten Seite mit denen
der unbehandelten Gegenseite angestellt. Betrachtet wurden die Mittelwerte der
Versuchsgruppen. Die Variablen maximale Kraft und Steifigkeit wurden auf
signifikante Unterschiede zwischen der behandelten Seite und der unbehandelten
Gegenseite untersucht. Zur Beantwortung der Fragestellung wurde der t-Test fiir

verbundene Stichproben durchgefuhrt.

In einem zweiten Schritt wurden die Versuchsgruppen gegenubergestellt. Die
Variablen maximale Kraft im Vergleich und Steifigkeit im Vergleich wurden mit
einer einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA) auf signifikante Unterschiede
zwischen den drei Versuchsgruppen gepruft. Der Faktor Behandlung mit den
Auspragungen PBS, eGFP und bFGF definierte die miteinander zu vergleichen-

den Fallgruppen. Anschlielend wurden in einem Post-hoc-Test (Tukey) je zwei
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Versuchsgruppen gegenubergestellt und auf statistisch signifikante Unterschiede

untersucht.

Zur Beschreibung der Beziehung der Variablen maximale Kraft im Vergleich zur
Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite wurde eine Korrelations-
analyse durchgefuhrt. Die Darstellung der Messwerte in einem Streudiagramm
ermoglichte eine Abschatzung der Korrelation. Der Korrelationskoeffizient nach
Pearson wurde berechnet. Ein zweiseitiger t-Test wurde zur Ermittlung der
statistischen Signifikanz der Korrelation durchgefihrt. Die Kenntnis der Korrelation
lasst jedoch keinen Ruckschluss auf einen kausalen Zusammenhang der Variab-

len zu. Lediglich ein statistischer Zusammenhang kann so gezeigt werden.

AbschlieRend wurden die Ergebnisse des Langzeitversuches Uber 84 Tage mit
denen vorangegangener Untersuchungen verglichen. Fur den Vergleich lagen die
Rohdaten der Untersuchung von Kraus et al. [2014] vor. Die Daten dieser Arbeit
mit einer ahnlichen Fragestellung, jedoch einer mit 14 und 28 Tagen verschiede-
nen Heilungsdauer, wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit erneut statistisch
ausgewertet und die Ergebnisse zum Vergleich herangezogen. Fur die Variablen
maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich zur
Gegenseite wurde untersucht, ob innerhalb der Versuchsgruppen signifikante
Unterschiede Uber verschiedene Heilungszeitraume bestanden. Fur die Analyse

wurde der t-Test fiir unverbundene Stichproben durchgefuhrt.

Das Konfidenzintervall wurde auf 95% festgelegt, eine statistische Signifikanz
wurde bei p<0,05 angenommen. Ergab sich kein statistisch signifikanter Zusam-
menhang, so wurde von der Unabhangigkeit der getesteten Variablen ausgegan-

gen - RuckschlUsse kausaler Art konnten jedoch nicht gezogen werden.

Die statistische Auswertung wurde mit der Software IBM® SPSS® Statistics
Version 22 fiir Mac OS (SPSS® 22.0.0.0.0, SPSS® Inc., an IBM® Company)

vorgenommen.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse der makroskopischen Beurteilung

Alle untersuchten Sehnenpraparate waren nach dem Heilungszeitraum von 84
Tagen makroskopisch durchgangig. Vereinzelte Verhartungen im Bereich des im

ersten Eingriff gesetzten Sehnendefektes wurden beobachtet.

5.2 Ergebnisse der biomechanischen Testung

Die bei der biomechanischen Testung im Langzeitversuch Uber 84 Tage ermittel-
ten Messwerte fUr den Parameter maximale Kraft sind im Anhang 1 beigefugt.
Mithilfe der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Methode wurde aus dem Kraft-Weg-
Diagramm die Steifigkeit der Sehnen ermittelt (siehe Anhang 2). Die statistische
Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der in Kapitel 4.4.3 beschriebenen
Methoden. Es wurde eine quantitative Auswertung der Variablen maximale Kraft

und Steifigkeit der Achillessehne vorgenommen.

5.2.1 Maximale Kraft

MW [N] [SD[N] [ Min[N] [ Max [N] [ Median [N] [ n
PBS |88,033 | 11,734 |68,900 | 104,616 | 92,929 10

Probe eGFP | 87,632 | 13,465 |68,722 | 105,360 | 87,224 10
bFGF | 78,135 | 18,165 |52,159 | 108,518 | 75,167 10
PBS |79,497 |8,312 65,709 | 91,533 | 79,488 10

Kontrolle | eGFP | 85,864 | 9,888 68,333 | 98,510 | 86,962 10
bFGF | 83,304 | 13,127 |60,398 | 104,279 | 86,464 10

Tabelle 2: Mittelwerte der maximalen Kraft [N] je Gruppe fiir Probe- und Kontroll-
seite

Tabelle 2 zeigt die Mittelwerte mit SD der im Zugversuch ermittelten maximalen
Kraft der behandelten Sehnen (Probe) und der Kontrollsehnen (Kontrolle) in den
drei Versuchsgruppen. Die operierten Sehnen der PBS-Gruppe versagten im
Mittel bei 88,033 N (£ 11,734 N), der Median lag bei 92,929 N (68,900 N bis
104,616 N). In der eGFP-MSC-Gruppe wurde ein Mittelwert von 87,632 N (z
13,465 N) beobachtet, der Median lag bei 87,224 N (68,722 N bis 105,360 N). Bei
den behandelten Sehnen der bFGF-MSC-Gruppe wurde ein Versagen im Mittel
bei 78,135 N (£ 18,165 N) beobachtet, der Median lag bei 75,167 N (52,159 N bis
108,518 N). Die Sehnen der Kontrollseite in der mit PBS behandelten Gruppe
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versagten im Mittel bei 79,497 N (£ 8,312 N), der Median lag bei 79,488 N und die
Spannweite reichte von 65,709 N bis 91,533 N. In der eGFP-MSC-Gruppe wurde
auf der Kontrollseite im Mittel eine maximale Kraft von 85,864 N (x 9,888 N)
beobachtet, der Median lag bei 86,962 N (68,333 N bis 98,510 N). Der Mittelwert
der Kontrollseite in der bFGF-MSC-Gruppe lag bei 83,304 N (x 13,127 N), der
Median bei 86,464 N und die Spannweite reichte von 60,398 N bis 104,279 N.

MW [%] | SD [%] | Min [%] | Max [%] | Median [%] | n
maximale | PBS | 1,123 0,206 0,753 1,398 1,169 10
Kraft im eGFP | 1,031 0,185 0,754 1,294 1,044 10
Vergleich | bFGF | 0,968 0,286 0,500 1,321 1,015 10
Tabelle 3: Mittelwerte der maximalen Kraft [%] im Vergleich zur gesunden Seite je

Gruppe

In Tabelle 3 werden die behandelten Sehnen einer Gruppe der unbehandelten
Kontrollseite gegenlbergestellt. Die behandelten Sehnen der PBS-Gruppe
ubertrafen die Sehnen der Gegenseite mit einer Kraft von 112,3% (x 20,6%). In
der eGFP-MSC-Gruppe wurden die Werte der Kontrollseite leicht Ubertroffen
(103,1% = 18,5%). Die mittlere Kraft in der bFGF-MSC-Gruppe verfehlte die

maximale Kraft der unbehandelten Kontrollseite knapp (96,8% + 28,6%).

In Abbildung 14 sind die Ergebnisse der maximalen Kraft im Vergleich zur Gegen-
seite fur die drei Versuchsgruppen in Form von Mittelwert und Fehlerbalken (eine

SD) grafisch dargestellt.
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Abbildung 14: Mittelwerte der maximalen Kraft [%] im Vergleich zur gesunden Seite je
Gruppe [eigene Darstellung]

5.2.2 Steifigkeit

MW SD Min Max Median n
[N/mm] | [N/'mm] | [N/mm] | [N/mm] | [N/mm)]
PBS | 33,9748 |9,1525 | 16,9322 | 43,1823 | 34,7514 10
Probe eGFP | 33,9814 | 7,2700 | 24,6125 | 47,2491 | 31,3093 10
bFGF | 30,1199 | 9,7157 | 21,4663 | 49,2455 | 26,5131 10
PBS | 46,8115 | 17,0435 | 18,1920 | 64,0091 | 50,9981 10
Kontrolle | eGFP | 54,2456 | 12,2968 | 38,9605 | 76,8304 | 51,6189 10
bFGF | 51,7383 | 14,4472 | 25,1608 | 68,8687 | 52,5205 10
Tabelle 4: Mittelwert der Steifigkeit [N/mm] je Gruppe fiir Probe- und Kontrollseite

Tabelle 4 zeigt die mithilfe der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Methode ermittelten

Werte fur die Steifigkeit der Sehnen in den drei Versuchsgruppen. In der PBS-

Gruppe erreichten die operierten Sehnen im Mittel 33,97 N/mm (£ 9,15 N/mm), die
Sehnen der Kontrollseite hingegen 46,81 N/mm (x 17,04 N/mm). In der mit eGFP
behandelten Gruppe erreichten die Sehnen im Mittel eine Steifigkeit von 33,98
N/mm (x 7,27 N/mm) auf der operierten Seite und 54,25 N/mm (x 12,30 N/mm)
auf der unbehandelten Seite. Bei den behandelten Sehnen der bFGF-MSC-
Gruppe wurde eine mittlere Steifigkeit von 30,12 N/mm (x 9,72 N/mm) ermittelt,

die unbehandelte Kontrollseite erreichte eine mittlere Steifigkeit von 51,74 N/mm
(x 14,45 N/mm).
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MW [%] | SD [%] | Min [%] | Max [%] | Median [%] | n
Steifigkeit | PBS | 0,871 0,542 0,302 2,148 0,754 10
im eGFP | 0,648 0,171 0,379 0,927 0,625 10
Vergleich | bFGF | 0,694 0,517 0,321 1,957 0,498 10
Tabelle 5: Mittelwerte der Steifigkeit [%] im Vergleich zur gesunden Seite je

Gruppe

In Tabelle 5 werden die Mittelwerte der Steifigkeit der behandelten Sehnen einer

Gruppe der unbehandelten Kontrollseite gegenlbergestellt (siehe Abbildung 15).

Die PBS-Gruppe erreichte eine Steifigkeit von 87,1% (+ 54,2%) im Vergleich zur
Kontrollseite. In der eGFP-MSC-Gruppe wurden 64,8% (x 17,1%), in der bFGF-
MSC-Gruppe 69,4% (£ 51,7%) im Vergleich zur gesunden Seite erreicht. Hervor-

zuheben ist, dass auf der behandelten Seite in keiner der drei Versuchsgruppen

die Steifigkeit der Gegenseite erreicht wurde.

Abbildung 15 zeigt die Ergebnisse der Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite fur

die drei Versuchsgruppen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Fehlerbalken (eine

SD).
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Abbildung 15: Mittelwerte der Steifigkeit [%] im Vergleich zur gesunden Seite je
Gruppe [eigene Darstellung]
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5.3 Ergebnisse der statistischen Auswertung

5.3.1 Vergleich von behandelter Seite und Gegenseite

Die Variablen maximale Kraft und Steifigkeit wurden mit der Fragestellung unter-
sucht, ob ungeachtet der Gruppenzugehorigkeit und auch innerhalb der Versuchs-
gruppen ein Unterschied zwischen der behandelten, operierten Seite und der
unbehandelten Gegenseite besteht. Zu diesem Zweck wurde der t-Test fiir

verbundene Stichproben durchgefuhrt.

Gruppe maximale Kraft MW [N] SD [N] n Signifikanz
Alle behandellte Seite 84,600 14,934 30 0.643
Gegenseite 82,888 10,599 30
behandelte Seite 88,032 11,733 10
PBS Gegenseite 79,496 8,311 10 0,138
behandelte Seite 87,632 13,464 10
eGFP Gegenseite 85863 | 9,888 10 0,739
behandelte Seite 78,135 8,164 10

FGF 7
bFG Gegenseite 83,303 13,126 10 0,53
Tabelle 6: Mittelwerte der maximalen Kraft [N] je Gruppe fiir Probe- und Kontroll-

seite (mit Angabe der statistischen Signifikanz)

In Tabelle 6 werden die Mittelwerte der maximalen Kraft je Gruppe fur die behan-
delte Seite denen der unbehandelten Gegenseite gegenlbergestellt. Zudem ist die

statistische Signifikanz der Ergebnisse dargestellt.

Uber alle Gruppen hinweg wurde eine mittlere Kraft von 84,600 N (+ 14,934 N) bei
der behandelten Seite und 82,888 N (£ 10,599 N) bei der Gegenseite ermittelt. In
der PBS-Gruppe Ubertraf die mittlere maximale Kraft auf der behandelten Seite mit
88,032 N (+ 11,733 N) die der unbehandelten Seite mit 79,496 N (+ 8,311 N)
deutlich. In der eGFP-MSC-Gruppe wurde nur ein geringer Unterschied zwischen
behandelter Seite (87,632 N £ 13,464 N) und Gegenseite (85,863 N + 9,888 N)
festgestellt. Die mittlere maximale Kraft der behandelten Seite in der bFGF-MSC-
Gruppe (78,135 N = 8,164 N) erreichte die der Gegenseite (83,303 N + 13,126 N)
nicht. In keiner Gruppe wurden statistisch signifikante Unterschiede fir die

maximale Kraft nachgewiesen.
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Gruppe Steifigkeit MW SD n Signifikanz
[N/mm] [N/mm)]
Alle behandellte Seite 32,6920 | 8,6670 30 0,000
Gegenseite 50,9318 | 14,5505 | 30
behandelte Seite 33,9748 | 9,1525 10
PBS Gegenseite 46,8115 | 17,0435 |10 0,070
behandelte Seite 33,9814 | 7,2700 10
FP : : ,001
eG Gegenseite 54,2456 | 12,2968 | 10 0,00
behandelte Seite 30,1199 | 9,7157 10
FGF ’ ’ 14
bFG Gegenseite 51,7383 | 14,4472 |10 0.0
Tabelle 7: Mittelwerte der Steifigkeit [N/mm] je Gruppe fiir Probe- und Kontroll-

seite (mit Angabe der statistischen Signifikanz)

Tabelle 7 zeigt die Mittelwerte der Steifigkeit der Sehnenpraparate auf der behan-
delten Seite und der Gegenseite sowie die statistische Signifikanz der aufgezeig-

ten Differenzen.

Zunachst wurde die Gruppenzugehdrigkeit vernachlassigt. Alle behandelten
Sehnen der drei Versuchsgruppen (n=30) erreichten eine mittlere Steifigkeit von
32,69 N/mm (x 8,67 N/mm). Fur die Sehnen der unbehandelten Seite wurde eine
mittlere Steifigkeit von 50,93 N/mm (x 14,55 N/mm) ermittelt. Die behandelten
Sehnen wiesen eine statistisch signifikant geringere Steifigkeit als die Sehnen der
unbehandelten Gegenseite auf (p=0,000). Diese Unterschiede zeigten sich auch
unter Beachtung der Gruppenzugehdrigkeit. In der PBS-Gruppe war die mittlere
Steifigkeit auf der behandelten Seite (33,97 N/mm = 9,15 N/mm) deutlich geringer
als auf der Gegenseite (46,81 N/mm = 17,04 N/mm); die Differenz war jedoch
statistisch nicht signifikant. Die mittlere Steifigkeit der behandelten Seite in der
eGFP-MSC-Gruppe (33,98 N/mm + 7,27 N/mm) war signifikant geringer (p=0,001)
als die Steifigkeit der Gegenseite (54,25 N/mm £ 12,30 N/mm). Auch in der bFGF-
MSC-Gruppe zeigte sich eine signifikant geringere (p=0,014) Steifigkeit der
Sehnen der behandelten Seite (30,12 N/mm £ 9,72 N/mm) im Vergleich zur
Gegenseite (51,74 N/mm + 14,45 N/mm).

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite
nach 84 Tagen. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Fehlerbalken (eine SD) fur die
drei Versuchsgruppen unter Angabe der statistischen Signifikanz, sofern diese

vorlag. Die Steifigkeit der unbehandelten Gegenseite entsprach 100%.
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Abbildung 16: Mittelwerte der Steifigkeit [%] im Vergleich zur gesunden Seite (mit
Angabe der statistischen Signifikanz) je Gruppe [eigene Darstellung]

5.3.2 Vergleich der Versuchsgruppen

Die Variablen maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im
Vergleich zur Gegenseite wurden zunachst mit einer einfaktoriellen Varianzanaly-
se (ANOVA, siehe Kapitel 4.4.3) auf signifikante Unterschiede zwischen den drei
Versuchsgruppen PBS, eGFP-MSC und bFGF-MSC gepruft.

Signifikanz
Maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite 0,335
Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite 0,505

Tabelle 8: Einfaktorielle Varianzanalyse ANOVA

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der einfaktoriellen Varianzanalyse (ANOVA)
dargestellt. Es konnte weder fur die maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite
(p=0,335) noch fur die Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite (p=0,505) ein

signifikanter Unterschied zwischen den drei Versuchsgruppen festgestellt werden.

AnschlieRend wurden in einem Post-hoc-Test (Tukey) je zwei Versuchsgruppen
gegenubergestellt und die Mittelwerte der Variablen maximale Kraft im Vergleich
zur Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite auf statistisch signifi-

kante Unterschiede untersucht.
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Kraft im Vergleich MW SD n Signifikanz
PBS 11225 02060 |10

PBS vs. eGFP eGFP 10312 01845 |10 0,652

DB ve. bEGE PBS 11225 102060 |10 0,306

bFGF 0,9684 |0,2857 |10

cGFP 10312 101845 |10
eGFPvs. bFGF HEGF 09684 02857 |10 0.815

Tabelle 9: Vergleich der Versuchsgruppen — Kraft im Vergleich zur gesunden
Seite (mit Angabe der statistischen Signifikanz)

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse in den Versuchsgruppen im Hinblick auf die
erreichte maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite dargestellt. Die in den
Versuchsgruppen ermittelten Werte wurden anschlielend auf statistische Signifi-
kanz untersucht. Im Vergleich der PBS-Gruppe (112,3% + 20,6%) mit der eGFP-
MSC-Gruppe (103,1% = 18,5%) konnte keine statistische Signifikanz ermittelt
werden. Die Differenz zwischen der PBS-Gruppe (112,3% % 20,6%) und der
bFGF-MSC-Gruppe (96,8% + 28,6%) war wie auch die Differenz zwischen der
eGFP-MSC-Gruppe (103,1% + 18,5%) und der bFGF-MSC-Gruppe (96,8% =*
28,6%) statistisch nicht signifikant.

Wie in Kapitel 5.2.2 festgestellt wurde, auf der behandelten Seite in keiner der drei
Versuchsgruppen die Steifigkeit der Gegenseite erreicht. In Kapitel 5.3.1 wurde
gezeigt, dass dieser Unterschied in der eGFP-MSC-Gruppe (p=0,001) und der
bFGF-MSC-Gruppe (p=0,014) statistisch signifikant ist. Verglichen wurden nun die
Versuchsgruppen untereinander auf die erreichte Steifigkeit im Vergleich zur
Gegenseite. Auf diese Weise konnte ermittelt werden, ob die Gruppenzugehorig-
keit einen signifikanten Einfluss auf die Steifigkeit hatte oder die Differenzen
allgemein auftraten und die Ursache in der Methode oder im Heilungsverlauf zu

suchen war.
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Steifigkeit im Vergleich MW SD n Signifikanz
PBS 0,8705 0,5417 10

PBS vs. eGFP eGFP | 06483 | 01706 |10 0,510

PBS vs. bEGE PBS 0,8705 0,5417 10 0.650

bFGF 0,6936 |0,5174 |10

eGFP 106483 |0.1706 |10
eGFPvs. bFGF HEGF 06936 05174 |10 0,972

Tabelle 10: Vergleich der Versuchsgruppen — Steifigkeit im Vergleich zur gesun-
den Seite (mit Angabe der statistischen Signifikanz)

Tabelle 10 zeigt die ermittelte Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite und die
Ergebnisse der Prifung der Differenz zwischen den Versuchsgruppen auf statisti-
sche Signifikanz. Die in der PBS-Gruppe (87,1% * 54,2%) ermittelte Steifigkeit im
Vergleich zur Gegenseite Ubertraf die der eGFP-MSC-Gruppe (64,8% + 17,1%)
und die der bFGF-MSC-Gruppe (69,4% + 51,2%). Der Vergleich der eGFP-MSC-
Gruppe (64,8% = 17,1%) mit der bFGF-MSC-Gruppe (69,4% * 51,2%) zeigte eine
ahnliche Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite. Eine statistische Signifikanz lag

in keinem der drei Vergleiche vor.

5.3.3 Korrelation von maximaler Kraft und Steifigkeit

Zur Untersuchung der Fragestellung, ob ein Zusammenhang zwischen den beiden
Variablen maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich
zur Gegenseite besteht, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefuhrt. Zunachst
wurden alle Wertepaare in einem zweidimensionalen Koordinatensystem als

Streudiagramm dargestellt (Abbildung 17).

57



Ergebnisse

250 Gruppe

Orss
o eGFP

200 P @bLrFGF

150

Steifigkeit [%] im Vergleich zur Gegenseite

(o)
o
100 o
(o)
(o) o X
| o (o)
50 ® o0 ® o©C e
®* »
0 l 1 |
0 50 100 150

Maximale Kraft [%] im Vergleich zur Gegenseite

Abbildung 17: Korrelation von maximaler Kraft und Steifigkeit — Darstellung der
Wertepaare in einem zweidimensionalen Koordinatensystem [eigene
Darstellung]

Bereits im Streudiagramm konnte eine Tendenz zur positiven Korrelation beo-
bachtet werden. AnschlieRend wurde der Korrelationskoeffizient nach Pearson
(siehe Kapitel 4.4.3) berechnet. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz der

Korrelation wurde ein zweiseitiger t-Test durchgefthrt (Tabelle 11).

Korrelation nach Pearson | Signifikanz

maximale Kraft im Vergleich 0,395 0,031

Steifigkeit im Vergleich

Tabelle 11: Korrelation von maximaler Kraft und Steifigkeit (mit Angabe der statis-
tischen Signifikanz)

Tabelle 11 zeigt, dass eine positive lineare Korrelation fur die Variablen maximale
Kraft im Vergleich und Steifigkeit im Vergleich vorlag (r=0,395). Die auf diese
Weise ermittelte Korrelation war statistisch signifikant. Die Hypothese, die beiden
Variablen hatten einen Korrelationskoeffizienten von r=0, konnte abgelehnt
werden (p=0,031).
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5.3.4 Vergleich mit vorangegangenen Untersuchungen

Fur den Vergleich der Daten aus dem vorliegenden Versuch mit einer Heilungs-
dauer von 84 Tagen mit den Ergebnissen der vorausgegangenen Versuche
(Heilungsdauer 14 bzw. 28 Tage) lagen die Daten von Kraus et al. [2014] zur

statistischen Auswertung vor.

Fir die Variablen maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im
Vergleich zur Gegenseite wurde untersucht, ob innerhalb der drei Versuchs-
gruppen statistisch signifikante Unterschiede bei verschieden langen Heilungszeit-
raumen vorlagen. Zu diesem Zweck wurde der t-Test fiir unverbundene Stich-

proben durchgefihrt.

In Tabelle 12 sind die Ergebnisse fur die maximale Kraft im Vergleich zur Gegen-
seite dargestellt. Die Daten von Kraus et al. [2014] (Heilungsdauer 14 bzw. 28

Tage) wurden mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

maximale Kraft im Vergleich | MW SD n | Signifikanz
PBS 14 d* 0,5418 |0,0917 |5 0.012

28 d* 0,8805 |0,2158 |5 ’

14 d* 0,5418 |0,0917 |5

84 d 1,1225 |0,2060 |10 0,000

28 d* 0,8805 |0,2158 |5

84d 1,1225 |0,2060 |10 0,055
eGFP 14 d* 0,7272 |0,1690 |7 0.971

28 d* 0,7311 | 0,1709 |4 ’

14 d* 0,7272 10,1690 |7

84 d 1,0312 |0,1845 |10 0.004

28 d* 0,7311 | 0,1709 |4

84 d 1,0312 |0,1845 |10 0.016
bFGF 14 d* 0,6987 |0,1416 |6 0.678

28 d* 0,7418 |0,2089 |7 ’

14 d* 0,6987 |0,1416 |6

’ : 0,051

84 d 0,9684 |0,2857 |10

28 d* 0,7418 |0,2089 |7

84 d 0,9684 |0,2857 |10 0,095

Tabelle 12: Vergleich mit den Ergebnissen nach 14 und 28 Tagen — maximale Kraft
[%] im Vergleich zur gesunden Seite (mit Angabe der statistischen Sig-
nifikanz; Kennzeichnung mit Stern (*): Daten von Kraus et al. [2014])
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Die Untersuchung von Kraus et al. [2014] zeigte bereits, dass fur die maximale
Kraft im Vergleich in der PBS-Gruppe ein signifikanter Unterschied zwischen den
Messungen nach 14 und 28 Tagen bestand (p=0,012). Im Vergleich der Messun-
gen nach 14 und 84 Tagen konnten signifikant bessere Resultate beobachtet
werden (p=0,000). Auch der Vergleich der Messwerte nach 28 und 84 Tagen
zeigte bessere, jedoch statistisch nicht signifikante Ergebnisse. In der eGFP-MSC-
Gruppe konnte die Untersuchung von Kraus et al. [2014] noch keine signifikanten
Verbesserungen feststellen. Beim Vergleich der Messung nach 14 und 84 Tagen
(p=0,004) und nach 28 und 84 Tagen (p=0,016) wurden signifikant bessere
Resultate beobachtet. In der bFGF-MSC-Gruppe wurden mit zunehmender
Heilungsdauer bessere Ergebnisse beobachtet; eine statistische Signifikanz wurde

jedoch nicht festgestellt.

In Abbildung 18 sind die Ergebnisse der maximalen Kraft im Vergleich zur Gegen-
seite fur die drei Versuchsgruppen nach 14, 28 und 84 Tagen in Form von Mittel-
wert und Fehlerbalken (eine SD) dargestellt. Sofern eine statistische Signifikanz

vorlag, ist diese in Form des p-Wertes angegeben.
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Abbildung 18: Vergleich mit den Ergebnissen nach 14 und 28 Tagen — maximale Kraft
[%] im Vergleich zur gesunden Seite (mit Angabe der statistischen Sig-
nifikanz) [eigene Darstellung]
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Die Ergebnisse des Vergleichs der Messwerte nach 14, 28 und 84 Tagen fur die
Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite zeigt Tabelle 13. Die mit einem Stern (*)
gekennzeichneten Daten entstammen den Versuchen von Kraus et al. [2014]

(Heilungsdauer 14 bzw. 28 Tage).

Steifigkeit im Vergleich MW SD n | Signifikanz
PBS 14 d 0,2371 10,1149 |5 0,006
28 d* 0,5077 |0,1170 |5
14 d* 0,2371 |0,1149 |5
84 d 0,8705 |0,5417 |10 0,025
28 d 0,5077 |0,4170 |5 0.169
84 d 0,8705 |0,5417 |10
eGFP 14 d* 0,2927 |0,1038 |7 0.592
28 d* 0,2526 |0,1350 |4 ’
14 d* 0,2927 10,1038 |7
84 d 0,6483 |0,1706 |10 0,000
28 d 0,2526 |0,1350 |4 0,001
84 d 0,6483 |0,1706 |10
bFGF 14 d* 0,3267 |0,0815 |6 0.523
28 d* 0,4076 |0,2889 |7 ’
14 d* 0,3267 |0,0815 |6 0.111
84 d 0,6936 |0,5174 |10 ’
28 d* 0,4076 |0,2889 |7
84 d 0,6936 |0,5174 |10 0.207

Tabelle 13: Vergleich mit den Ergebnissen nach 14 und 28 Tagen — Steifigkeit [%]
im Vergleich zur gesunden Seite (mit Angabe der statistischen Signifi-
kanz; Kennzeichnung mit Stern (*): Daten von Kraus et al. [2014])

In der PBS-Gruppe zeigte schon die Untersuchung von Kraus et al. [2014]
signifikant héhere Werte im Vergleich der Messungen nach 14 und 28 Tagen
(p=0,006). Auch im Vergleich der Ergebnisse nach 14 und 84 Tagen konnten
signifikant hohere Messwerte beobachtet werden (p=0,025). Der Vergleich nach
28 und 84 Tagen zeigte eine deutliche, statistisch jedoch nicht signifikante
Zunahme der Steifigkeit im Vergleich. Beim Vergleich der Messwerte in der eGFP-
MSC-Gruppe wurden nach 14 und 84 Tagen (p=0,000) und nach 28 und 84 Tagen
(p=0,001) signifikant hohere Resultate beobachtet. In der bFGF-MSC-Gruppe
konnte bei zunehmender Heilungsdauer keine statistisch signifikante Erhdhung

der Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite festgestellt werden.
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Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse fur die Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite
nach 14, 28 und 84 Tagen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte mit Fehler-
balken (eine SD) fur die drei Versuchsgruppen. Sofern eine statistische Signifikanz

vorlag, ist diese in Form des p-Wertes angegeben.
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Abbildung 19: Vergleich mit den Ergebnissen nach 14 und 28 Tagen — Steifigkeit [%]
im Vergleich zur gesunden Seite (mit Angabe der statistischen Signifi-
kanz) [eigene Darstellung]

Zusammenfassend konnte bei der Steifigkeit eine positive Tendenz beobachtet

werden. Jedoch wurde auch nach 84 Tagen in keiner der drei Versuchsgruppen

die Steifigkeit der Gegenseite erreicht.
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5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Alle Sehnenpraparate des Langzeitversuchs uber 84 Tage waren makroskopisch
durchgangig. Vereinzelt wurden im Bereich des vorangegangenen Sehnendefek-

tes Verhartungen beobachtet.

In der biomechanischen Untersuchung Ubertrafen die Mittelwerte der maximalen
Kraft (Tabelle 3; Abbildung 14) der behandelten Sehnen der PBS-Gruppe die
Sehnen der Gegenseite (112,3% + 20,6%). In der eGFP-MSC-Gruppe wurden die
Werte der Kontrollseite leicht Ubertroffen (103,1% + 18,5%). Die maximale Kraft in
der bFGF-MSC-Gruppe erreichte die Kraft der unbehandelten Kontrollseite nicht
(96,8% + 28,6%). In der statistischen Auswertung wurden fur die maximale Kraft
im Vergleich der Mittelwerte der behandelten Seite mit der unbehandelten Gegen-

seite (Kapitel 5.3.1) in keiner Gruppe signifikante Unterschiede nachgewiesen.

Die PBS-Gruppe erreichte in der biomechanischen Untersuchung eine Steifigkeit
von 87,1% (+ 54,2%) im Vergleich zur Kontrollseite (Tabelle 5; Abbildung 15). In
der eGFP-MSC-Gruppe wurden 64,8% (x 17,1%), in der bFGF-MSC-Gruppe
69,4% (£ 51,7%) im Vergleich zur gesunden Seite erreicht. Hervorzuheben ist,
dass auf der behandelten Seite in keiner der drei Versuchsgruppen die Steifigkeit
der Gegenseite erreicht wurde. Bestatigt wurde dies in der statistischen Auswer-
tung (zunachst ohne Beachtung der Gruppenzugehorigkeit (n=30)): Es zeigte sich
eine signifikant geringere Steifigkeit der behandelten Sehnen im Vergleich mit der
unbehandelten Gegenseite (p=0,000). Diese Unterschiede zeigten sich auch unter
Beachtung der Gruppenzugehorigkeit. Die mittlere Steifigkeit der behandelten
Seite war sowohl in der eGFP-MSC-Gruppe (p=0,001) als auch in der bFGF-MSC-
Gruppe (p=0,014) signifikant geringer als die Steifigkeit der Gegenseite. Eine
Tendenz zeigte sich auch in der PBS-Gruppe, die Differenz war jedoch statistisch

nicht signifikant.

Im Vergleich der Versuchsgruppen (Kapitel 5.3.2) ergab die statistische Prufung
sowohl fur die maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite (Tabelle 9) als auch flr
die Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite (Tabelle 10) im Vergleich der PBS-
Gruppe mit der eGFP-MSC-Gruppe, der PBS-Gruppe mit der bFGF-MSC-Gruppe
und auch der eGFP-MSC-Gruppe mit der bFGF-MSC-Gruppe keine signifikanten

Differenzen. Festzustellen war jedoch, dass die Mittelwerte der bFGF-MSC-
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Gruppe weder fur die maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite noch fur die

Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite die Mittelwerte der PBS-Gruppe erreichten.

Die Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach Pearson (siehe Kapitel 4.4.3)
nach einer Darstellung der beiden Variablen maximale Kraft im Vergleich zur
Gegenseite und Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite in einem zwei-dimensio-
nalen Koordinatensystem als Streudiagramm (Abbildung 17) zeigte eine positive
lineare Korrelation fur die beiden Variablen (Tabelle 11; r=0,395; p=0,031).

AbschlieRend wurden die Daten aus dem vorliegenden Versuch (Heilungsdauer
84 Tage) mit den Daten der vorausgegangenen Versuche (Heilungsdauer 14 bzw.
28 Tage) von Kraus et al. [2014] vergleichend ausgewertet. Fiur die Variable
maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite (Abbildung 18) zeigte die Untersu-
chung von Kraus et al. [2014] in der PBS-Gruppe bereits einen signifikanten
Unterschied zwischen den Ergebnissen nach 14 und 28 Tagen (p=0,012). Auch
der Vergleich der Messungen nach 14 und 84 Tagen zeigte signifikant bessere
Resultate (p=0,000; Tabelle 12). In der eGFP-MSC-Gruppe zeigte die Untersu-
chung von Kraus et al. [2014] noch keine signifikanten Verbesserungen. Beim
Vergleich der Messung nach 14 und 84 Tagen (p=0,004) und nach 28 und 84
Tagen (p=0,016) wurden signifikant bessere Resultate beobachtet. In der bFGF-
MSC-Gruppe wurde mit zunehmender Heilungsdauer eine positive Tendenz,

jedoch keine statistische Signifikanz festgestellt.

Die Daten von Kraus et al. [2014] zeigten schon in der Untersuchung der Steifig-
keit im Vergleich zur Gegenseite (Abbildung 19) in der PBS-Gruppe nach 14 und
28 Tagen (p=0,006) signifikant hohere Messwerte. Auch im Vergleich der Ergeb-
nisse nach 14 und 84 Tagen wurden signifikant hohere Werte beobachtet
(p=0,025). Beim Vergleich der Ergebnisse in der eGFP-MSC-Gruppe wurden nach
14 und 84 Tagen (p=0,000) und nach 28 und 84 Tagen (p=0,001) signifikant
hdéhere Werte beobachtet. In der bFGF-MSC-Gruppe konnte mit zunehmender
Heilungsdauer keine statistisch signifikante Erhdhung der Steifigkeit im Vergleich

zur Gegenseite festgestellt werden.
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6 Diskussion

6.1 Diskussion der Methodik

In diesem Kapitel soll zuerst eine kritische Betrachtung der Methodik dieser Arbeit
erfolgen. Nach der Interpretation der Ergebnisse und einem Vergleich mit der
Literatur in Kapitel 6.2 sollen in Kapitel 6.3 schlie3lich Limitationen dieser Arbeit
aufgezeigt werden, um in Kapitel 6.4 ein Fazit zu ziehen und die klinische Rele-

vanz der Ergebnisse zu bewerten.

Ein relevanter Punkt in der Methodik war die Darstellung und Auswertung der
Messwerte. Die naturlicherweise vorhandenen anatomischen Variationen bei den
Versuchstieren wurden unter normalen Umstanden eine sehr grofe Fallzahl pro
Gruppe noétig machen, um die Versuchsgruppen valide vergleichen zu konnen.
Aus Okonomischen, vor allem aber ethischen Grinden war es jedoch notig, die
Anzahl der Versuchstiere und somit die Fallzahl pro Gruppe mdglichst gering zu
halten. Aus diesem Grund kam das bereits durch Thermann [1996] beschriebene
Prinzip der vergleichenden Auswertung der Messergebnisse mit der gesunden

Gegenseite zur Anwendung (,matched pairs®, siehe Kapitel 4.4.1).

Die bei dem biomechanischen Versuch erhobenen Parameter fur die operierte
Seite wurden mit denen der unbehandelten Gegenseite verglichen. Aus dem
Parameter maximale Kraft, ermittelt fur die Probe und die Kontrolle, ergab sich so
die Variable maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite. Das gleiche Prinzip kam
zur Berechnung der Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite zur Anwendung. So
wurde ob der anatomischen Variationen der Versuchstiere und der geringen
Fallzahl pro Gruppe (n=10) eine objektive Vergleichbarkeit erzielt. Die Ergebnisse
der Auswertung wurden in Prozent angegeben. Der Kontrolle wurde der Wert 1
bzw. 100% zugewiesen. Dieses Vorgehen bot einen entscheidenden Vorteil in der
Vergleichbarkeit der Daten gegentber anders angelegten Studien, denen die

gesunde Kontrollseite fehlte.

Zhang et al. [2003] untersuchten den Einfluss von VEGF auf die Heilung der
Achillessehne an der Ratte. Dabei wurden 50 Versuchstiere in zwei Gruppen
aufgeteilt [ebd.]. Die linke Achillessehne wurde durchtrennt und genaht, die M.

plantaris Sehne blieb intakt [ebd.]. Auf der rechten Seite hingegen wurde nach
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Durchtrennung und Naht der Achillessehne auch die Sehne des M. plantaris
reseziert [ebd.]. In beiden Fallen wurde eine modifizierte Kessler-Naht durchge-
fuhrt. Gruppenabhangig wurde VEGF oder eine Pufferlosung injiziert [Zhang et
al., 2003]. Zwar konnte hier ein mdglicher Effekt von VEGF evaluiert werden,
aufgrund der fehlenden Kontrollseite war aber kein Urteil dariber mdglich, ob die
urspruingliche Belastbarkeit der Sehne wieder erreicht wurde. Diese Vergleichbar-

keit ist eine Starke der Untersuchung der vorliegenden Arbeit.

Bei der Betrachtung der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung war die
fragliche Ubertragbarkeit des Tiermodells auf den menschlichen Kérper vielleicht
sogar einer der wichtigsten Punkte. Die Unterschiede in der Anatomie wurden
bereits in Kapitel 2.1.2 beleuchtet. Einen der wesentlichen Unterschiede beschrieb
Barfred [1973] mit dem bei der Ratte im Vergleich zum Menschen sehr stark
ausgepragten M. plantaris und dessen Sehne. Aspenberg und Virchenko [2004]
beschrieben ebenfalls eine bei der Ratte stark ausgepragte Plantarissehne, die
moglicherweise wahrend der Heilung wie eine interne Schienung wirkte. Um einen
derartigen Einfluss auszuschlieen, wurde die Sehne in vielen Studien im Rahmen
des ersten operativen Eingriffes durchtrennt [Murrell et al., 1994, Aspenberg und
Forslund, 1999, Forslund et al., 2003, Zhang et al., 2003, Aspenberg und
Virchenko, 2004, Rickert et al., 2005, Pietschmann et al., 2013]. Die eigene
Untersuchung der vorliegenden Arbeit ergab jedoch keine Notwendigkeit einer
Schienung zur Erzielung guter Heilungsergebnisse im Langzeitversuch. Alle
Sehnen waren nach 84 Tagen ohnehin makroskopisch durchgangig, verheilt und

funktionell voll belastbar.

Im Vorfeld des Versuches war es das Ziel, mogliche Ansatzpunkte fur eine
Einflussnahme durch den Versuchsleiter als Schwachpunkte der Methode zu

identifizieren und Losungen zu finden.

Im Versuchsablauf zeigte sich eine erste Fehlerquelle bereits bei der Vorbereitung
der Praparate. Bedingt durch die naturliche anatomische Variation fiel der Sehnen-
spiegel der Sehnen unterschiedlich grol3 aus. Auch die Praparation (siehe Kapitel
4.3.3) hatte einen Einfluss auf die GrélRe des zurlckbleibenden Sehnenspiegels,
dessen Flache letztlich entscheidend flr eine erfolgreiche Fixierung des Prapara-

tes in der Kryoklemme war. In Konsequenz wurde hier auf eine besonders
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sorgfaltige Praparation geachtet, auf anatomische Varianten konnte jedoch kein

Einfluss genommen werden.

Ein weiterer Punkt im Versuchsablauf, der anfallig fur Abweichungen sein konnte,
war die Menge des in die Kryoklemme eingefullten Stickstoffes. Der Grad der
Einflussnahme durfte hier gering sein, da zum einen eine Dosierhilfe zum Einflllen
verwendet wurde und zum anderen die Gewichtskraft des Stickstoffes durch
dessen Verdampfen keinen Einfluss auf den Zugversuch hatte. Andernfalls waren
jedoch durch unterschiedliche Mengen geringe Temperaturunterschiede und somit
andere Hartegrade der zu untersuchenden Sehnen moglich gewesen. Eine
Temperaturmessung unmittelbar vor Beginn des Zugversuches war jedoch nicht

umsetzbar, da es hier zu einer zusatzlichen Zeitverzégerung gekommen ware.

Das Ablesen der Werte aus dem Kraft-Weg-Diagramm (beschrieben in Kapitel
4.4.2) stellte eine weitere mdgliche Fehlerquelle dar. Die Ablesepunkte fur die
Berechnung der Steigung und damit der Steifigkeit der Sehne nach Formel 1
wurden im Bereich des linearen Anstiegs der Kurve im Kraft-Weg-Diagramm von
Hand ausgewahlt (siehe Abbildung 13). Die Vergleichbarkeit der Werte war hier
nur durch eine gewissenhafte Arbeit des Versuchsleiters gewahrleistet. Bei der
Auswahl der Punkte wurde immer nach dem gleichen Schema vorgegangen. In
einigen Kraft-Weg-Diagrammen zeigte sich jedoch zu Beginn des Versuches (bei
einer Kraft von etwa 10 N) ein kleines Plateau in der Kurve. An diesem Punkt kam
es vermutlich zu einer Nachjustierung des Calcaneus in der Schlitzplatte. Dem
konnte nur durch ein noch sorgfaltigeres Einspannen durch den Versuchsleiter
entgegengewirkt werden. Auf die Auswertung der Messung hatte die Plateau-
bildung jedoch keinen Einfluss, da die Strecke fur die Berechnung der Steigung
stets aullerhalb dieses Bereiches gewahlt wurde. Neben der beschriebenen
Plateaubildung war festzustellen, dass die Sehnen in einigen Fallen im Bereich

der distalen Fixierung in der Schlitzplatte rissen.

Eine weitere Herausforderung und gleichzeitige Limitation bei der Untersuchung
der Achillessehnen war die adaquate Fixierung der Praparate im Prifstand.
Zudem war der Ort der Ruptur der Sehne von entscheidender Bedeutung fur die
Aussagekraft der Messwerte. Das Problem einer durch die Art der Fixierung

generierten Sollbruchstelle beschrieb bereits Thermann [1996]. Ein ,Einspannen
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des Kalkaneus [!] mittels Klemmbacke fuhrte zu einem Zusammenpressen des
spongidsen Knochen[s], wodurch eine Sollbruchstelle entsteht, die in ca. 30% der
gesunden Kaninchensehnen einen knoéchernen Ausriss ausloste® [Thermann,
1996].

Im Zugversuch der vorliegenden Arbeit kam die in Kapitel 4.3.3 beschriebene
Schlitzplatte zur Anwendung. Diese war bereits aus der vorhergehenden Untersu-
chung von Kraus et al. [2014] vorhanden. Die Kanten waren stumpf geschliffen,
um keine Sollbruchstelle zu schaffen. Durch die applizierte Vorspannung erfolgte
keine ruckartige Belastung der Sehne im Bereich des Schlitzes. Eine Ruptur
aufgrund einer Pradilektionsstelle im Bereich der distalen Fixierung konnte auf
diese Weise zuverlassig vermieden werden. Im Idealfall erfolgte die Ruptur der
Achillessehne im Zugversuch weder in Form eines kndochernen Ausrisses aus dem
Calcaneus noch im Bereich des muskulotendinésen Ubergangs, sondern intra-
tendineal im mittleren Abschnitt der Sehne. Dennoch stellt die distale Fixierung der
Sehne einen Ansatzpunkt fur eine Verbesserung der Fixierung der Praparate bei
zuklnftigen Versuchen dar. Denkbar ware beispielsweise eine kndcherne Fixie-
rung des Calcaneus mittels Schrauben oder Kirschner-Drahten oder eine Einbet-
tung des praparierten Knochens in Kunststoff (zum Beispiel Epoxidharz)
[Thermann, 1996].

Eine kritische Betrachtung der Messwerte erfolgte nicht nur wahrend der Durch-
fuhrung des Versuches, sondern auch nach der Erstellung der deskriptiven
Statistik (siehe Kapitel 4.4; deskriptive Statistik im Anhang 1 und Anhang 2). Die
abgelesenen und berechneten Werte wurden auf mdgliche Fehimessungen
uberpruft. Dabei ausgemachte Wertepaare wurden wiederum ein zweites Mal
analysiert. Die entsprechenden Kraft-Weg-Diagramme der Software testXpert®
(siehe Kapitel 4.3.4) wurden erneut aufgerufen und Wertepaare durch eine zweite
Ablesung kontrolliert, um Fehler auszuschlie®en. Fir keinen der stark abweichen-
den Messwerte konnten dabei Ablese- oder Ubertragungsfehler gefunden werden.
Die Abweichung von Einzelwerten war daher mit anatomischen Variationen zu
begrinden. Einflisse durch fehlerhaftes Ablesen konnten ausgeschlossen

werden.
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6.2 Interpretation der Ergebnisse und Vergleich mit der Literatur

Alle Ergebnisse des biomechanischen Zugversuches sind in Kapitel 5 dargestellt
und in Kapitel 5.4 zusammengefasst. In diesem Kapitel werden die wichtigsten
Ergebnisse hervorgehoben und im Kontext der Fragestellung der vorliegenden
Arbeit interpretiert. AnschlieBend erfolgt eine Einordnung der Ergebnisse im

Rahmen der bekannten Literatur.

6.2.1 Heilung der Sehnen im Langzeitversuch

Alle Sehnenpraparate des Langzeitversuches waren nach dem Heilungszeitraum
von 84 Tagen makroskopisch gut verheilt und kontinuierlich ausgebildet. Auf-
fallend war, dass die Sehnen der linken (operierten) Seite durchweg langer waren
als die der unbehandelten Gegenseite. Bei einer biomechanischen Untersuchung
an Kreuzbandern von Kaninchen haben Hefti und Stoll [1995] Ahnliches be-
schrieben: ,Die Untersucher beobachteten anhand von Markierfaden auch eine
deutliche Verlangerung der Sehnen, insbesondere der konservativ behandelten®
[Hefti und Stoll, 1995]. Um einen Einfluss auf die Messung auszuschlief3en,
wurde im Versuch der vorliegenden Arbeit die veranderte Ausgangslange vor

Versuchsbeginn in die Einstellungen der Prifmaschine ibernommen.

Eine interessante Beobachtung wurde im Bereich der im ersten Eingriff gesetzten
Sehnendefekte gemacht. Nach 84 Tagen wurden in nahezu allen Sehnen-

regeneraten Verhartungen beobachtet (siehe Kapitel 6.2.5).

Die biomechanische Untersuchung ergab fur die Variable maximale Kraft im
Vergleich zur Gegenseite in der PBS-Gruppe 112,3% + 20,6%, in der eGFP-MSC-
Gruppe 103,1% % 18,5% und in der bFGF-MSC-Gruppe 96,8% + 28,6%. Alle
behandelten Sehnen erreichen folglich eine ahnliche maximale Belastbarkeit wie

die Sehnen der gesunden Gegenseite.

Fur die Variable Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite wurden in der PBS-
Gruppe 87,1% * 54,2%, in der eGFP-MSC-Gruppe 64,8% % 17,1% und in der
bFGF-MSC-Gruppe 69,4% + 51,7% erreicht. Es wurde deutlich, dass die Steifig-
keit der Sehnen der operierten Seite in keiner der drei Versuchsgruppen die

Steifigkeit der Gegenseite erreichte. Die Differenz war in der bFGF-MSC-Gruppe
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(p=0,014) und der eGFP-MSC-Gruppe (p=0,001) statistisch signifikant sowie in
der PBS-Gruppe deutlich, aber nicht signifikant (p=0,070).

Zusammenfassend konnte bei der Steifigkeit eine Tendenz zur Annaherung an die
unbehandelte Gegenseite beobachtet werden. Diese Beobachtung ist ein Hinweis
darauf, dass die Sehnen nach 84 Tagen zwar funktionell verheilt waren (mecha-
nische Belastbarkeit auf dem Niveau der gesunden Gegenseite), die Sehnen-
heilung nach 84 Tagen aber noch nicht vollstandig abgeschlossen war (Steifigkeit
nicht auf dem Niveau der Gegenseite). Im Idealfall erreicht die Sehne nach der
Heilung die Steifigkeit der Gegenseite. Ein niedrigerer Wert wirde fur eine grofliere
Elastizitdt sprechen und zu einem erhdhten Arbeitsaufwand der Muskulatur
fuhren. Eine zu hohe Steifigkeit ware ebenso wenig erwunscht, die Sehne ware

dann spréde und das Vermdgen, Energie aufzunehmen, ware verringert.

6.2.2 Unterschiede zwischen den Gruppen nach 84 Tagen

Im Vergleich der Versuchsgruppen (siehe Kapitel 5.3.2) war im Hinblick auf die
Fragestellung der vorliegenden Arbeit festzustellen, dass es sowohl fir die
maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite als auch fur die Steifigkeit im Ver-
gleich zur Gegenseite im Langzeitversuch Uber 84 Tage keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Gruppen gab. Die bFGF-MSC-Gruppe erreich-
te flr die maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite relativ gesehen zwar nicht
die Werte der PBS-Gruppe, absolut aber mit 96,8% * 28,6% im Mittel den Aus-
gangswert im Vergleich zur gesunden Gegenseite. Gerade wegen der nicht
erreichten statistischen Signifikanz kann man fur die maximale Kraft im Vergleich
zur Gegenseite von sehr guten Ergebnissen der Sehnenheilung nach 84 Tagen
sprechen, da alle Gruppen die Gegenseite erreichten oder diese Ubertrafen (PBS-
Gruppe).

6.2.3 Einfluss der Behandlung mit Stammzellen und bFGF

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von MSC auf die Sehnenheilung
zu untersuchen. Stammzellen beeinflussen die Sehnenheilung auf verschiedene
Art: Ersatz von geschadigten Zellen durch direkte Differenzierung, parakrine
Sekretion von Zytokinen und Wachstumsfaktoren und Modulation der Immun-

reaktion [Schmitt et al., 2012]. Zudem beeinflussen Stammzellen die Organisation
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der Kollagenmatrix sowie die Wiederherstellung der physiologischen Struktur und

Funktion des Kollagens [Ouyang et al., 2003].

In der biomechanischen Untersuchung der vorliegenden Arbeit konnten nach einer
Heilungsdauer von 84 Tagen keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Stammzellgruppe (eGFP-MSC), der bFGF-MSC-Gruppe und der Kontrollgruppe
(PBS) gefunden werden. Diese Ergebnisse bestatigten und erganzten die Resul-
tate von Kraus et al. [2014], die nach 14 und 28 Tagen keinen signifikanten Effekt
von Stammzellen und bFGF auf die biomechanischen Eigenschaften der Achilles-
sehnen zeigen konnten. Im Kontrast dazu zeigten Chong et al. [2007] in einer
Studie eine signifikante Verbesserung histologischer und biomechanischer
Eigenschaften als Effekt von Stammzellen in den frihen Stadien der Achillesseh-
nenheilung am Kaninchenmodell. Der genaue Wirkmechanismus war jedoch nicht
bekannt [ebd.]. Okamoto et al. [2010] fanden in ihrer Studie ebenfalls einen
positiven Einfluss von MSC auf die Achillessehnenheilung. Die Stammzelltherapie
war der Kontrollgruppe nach 7 und 14 Tagen im Hinblick auf die maximale Kraft in
der biomechanischen Testung Uberlegen [ebd.]. Im Gegensatz zur vorliegenden
Arbeit kam in der Untersuchung von Okamoto et al. [2010] jedoch eine postope-
rative Immobilisierung zum Einsatz, was eine potentielle Erklarung fur die Unter-

schiede in den Ergebnissen darstellte.

Nicht nur der Einfluss von Stammzellen, sondern auch der von Wachstums-
faktoren auf die Sehnenheilung sollte in der vorliegenden Arbeit untersucht
werden. Viele bisherige Studien konzentrierten sich auf funf wichtige Wachstums-
faktoren: IGF-1, TGF-B, VEGF, PDGF und bFGF. Diese funf werden in Folge einer
Sehnenverletzung alle vermehrt produziert sowie sezerniert und beeinflussen
verschiedene Stadien des Heilungsprozesses [Molloy et al., 2003]. Gegenstand
der Untersuchung in der vorliegenden Arbeit war der Einfluss des Wachstums-
faktors bFGF.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte biomechanische Untersu-
chung konnte nach 84 Tagen weder fUr die maximale Kraft im Vergleich zur
Gegenseite noch fur die Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite signifikant
bessere Resultate der bFGF-MSC-Gruppe im Vergleich mit der Stammzellgruppe
(eGFP-MSC) und der Kontrollgruppe (PBS) zeigen. Ein positiver Einfluss von
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bFGF konnte somit nicht belegt werden. Bei der statistischen Auswertung fiel bei
den Mittelwerten der bFGF-Gruppe eine hohe SD auf. Statistisch zeigten sich
zumindest keine negativen Auswirkungen der Stammzellen bzw. des bFGF. Dies
bestatigte die Daten von Kraus et al. [2014], die nach 14 und 28 Tagen keine
wesentlichen Effekte der Expression von bFGF in Stammzellen auf die Sehnen-
heilung zeigen konnten. Auch Chan et al. [2000] stellten in ihrer Untersuchung
keinen signifikanten Effekt von bFGF auf die maximale Kraft in der biomecha-
nischen Testung fest. Es wurde jedoch nach sieben Tagen eine dosisabhangige
Zunahme der Zellproliferation und der Kollagen Typ Il Expression beobachtet
[ebd.]. Dosisabhangige Effekte wurden auch von Fukui et al. [1998] in einer in
vivo Studie zum Einfluss von bFGF auf die Sehnenheilung beobachtet. Hohere
Dosierungen von bFGF hatten jedoch negative Effekte zur Folge [ebd.]. Vor allem
niedrige Dosen von bFGF schienen sich positiv auf die Sehnenheilung auszu-
wirken [ebd.]. Die dosisabhangige Wirkung von bFGF wurde auch von
Hankemeier et al. [2005] festgestellt: hohere Dosen des Wachstumsfaktors
resultierten in einer schlechteren Heilung des Gewebes und schienen damit sogar

kontraproduktiv zu sein.

6.2.4 Vergleich mit der vorhergegangenen Untersuchung

Hervorzuheben war nach dem Vergleich mit den Ergebnissen von Kraus et al.
[2014] nach einer Heilungsdauer von 14 bzw. 28 Tagen, dass alle Sehnen nach
84 Tagen makroskopisch durchgangig und funktionell belastbar waren und im
Zugversuch eine vergleichbare Belastbarkeit wie die unbehandelte Gegenseite
aufwiesen (maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite). In der Auswertung der
Behandlungsdauer innerhalb der Gruppen zeigte sich in der PBS-Gruppe nach 84
Tagen eine signifikant hdhere maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite (14 vs.
84 Tage: p=0,000) und Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite (14 vs. 84 Tage:
p=0,025). In der eGFP-MSC-Gruppe zeigte sich nach 84 Tagen eine signifikant
hdhere maximale Kraft im Vergleich zur Gegenseite (14 vs. 84 Tage: p=0,004; 28
vs. 84 Tage: p=0,016) und Steifigkeit im Vergleich zur Gegenseite (14 vs. 84
Tage: p=0,000; 28 vs. 84 Tage: p=0,001). Eine (nicht signifikante) Tendenz zu

einer hoheren maximalen Kraft im Vergleich zur Gegenseite und Steifigkeit im
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Vergleich zur Gegenseite wurde nach 84 Tagen in der bFGF-MSC-Gruppe

beobachtet.

6.2.5 Ossifikationen

Im Bereich der im ersten Eingriff gesetzten Sehnendefekte wurden nach 84 Tagen
Verhartungen beobachtet. Vermutlich handelte es sich dabei um eine veranderte
Differenzierung von Stammzellen unter Bildung von Knorpel oder Knochen [Kraus
et al., 2016]. Histologisch zeigte sich in nahezu allen Praparaten eine chondrale
Ossifikation [Kraus et al., 2016]. Ahnliches stellten Pietschmann et al. [2013] in
einer Untersuchung des Einflusses von MSC auf die Achillessehnenheilung in
einem Defektmodell an der Ratte fest. Nach einer Heilungsdauer von 16 Wochen
wurden bei allen Sehnenregeneraten ektope Ossifikationen beobachtet.
[Pietschmann et al., 2013]. Rickert et al. [2005] konnten in einer Studie Uber die
Achillessehnenheilung unter dem Einfluss von GDF-5 am Rattenmodell nach der
vierten Heilungswoche im Bereich der Narbe Knorpelherde und Ossifikationen
nachweisen. In der Untersuchung der Achillessehnenheilung nach 14 und 28
Tagen von Kraus et al. [2014] wurden hingegen keine Ossifikationen beschrie-

ben.

In seiner Arbeit Uber den ,Einfluss mechanischer Reize auf die Differenzierung der
Stltzgewebe“ stellte Pauwels [1960] fest: ,Es steht auller Zweifel, dass das
Blastem der Stutzgewebe in Bezug auf die verschiedenen Stutzgewebsarten
pluripotent ist, d.h. sowohl zu Knochengewebe als auch zu Bindegewebe und
Knorpelgewebe ausreifen kann.“ Nach der Theorie von Pauwels zur Gewebediffe-
renzierung wurde die ,Gestaltsverzerrung (Dehnung) [...] als spezifischer Reiz fur
die Bildung kollagener Fibrillen, die allseitige Kompression ohne Gestaltsanderung
(hydrostatischer Druck) als spezifischer Bildungsreiz fur Knorpelgewebe angese-
hen“ [Pauwels, 1960].

In ihrer Arbeit Uber die Pathogenese der kalzifizierenden Tendinitis stellten
Uhthoff et al. [1976] fest, dass Teile der gesunden Sehne unter Sauerstoffmangel
in Bindegewebsknorpel umgewandelt wurden. Durch Knorpelzellen vermittelt
erfolgte eine multiple Einlagerung von Kalziumdepots [ebd.]. Die einsetzende
Phagozytose und Gefalineubildung fuhrte schlieBlich Uber einen Anstieg der

Sauerstoffverfigbarkeit zur Resorption und einer Reformation der Sehne [ebd.].
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Madglicherweise sind die als Verhartung beobachteten Prozesse in der vorliegen-
den Untersuchung also auch nur als Zwischenschritte im Heilungsprozess der

Sehne zu werten.

Zhang et al. [2013] zeigten in einer Untersuchung am Rattenmodell den Einfluss
von Celecoxib auf heterotope Ossifikationen nach Tenotomie der Achillessehne. In
der Celecoxib-Interventionsgruppe kam es 10 Wochen postoperativ zu einer
signifikanten Reduktion des Vorkommens heterotoper Ossifikationen [Zhang et
al., 2013].
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6.3 Limitationen

Neben der generellen Problematik von in vivo Untersuchungen ergaben sich nach
der kritischen Betrachtung der Methodik und einer Interpretation der Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit weitere Limitationen. Derartige Beobachtungen sollen in
diesem Kapitel ausgewertet und diskutiert werden, da sie sogleich Ansatzpunkte

fur kunftige Verbesserungen darstellen.

Kritisch zu sehen war sicher die Aussagekraft der Ergebnisse aufgrund der kleinen
Gruppengrolde. Die geringe Anzahl von 10 Tieren je Versuchsgruppe machte ein
sorgfaltiges Arbeiten unabdingbar. Kleinste Abweichungen konnten leicht zu einer
Verfalschung der Mittelwerte, groflen SD und somit zu einer Verzerrung der
Ergebnisse fuhren. Alle Messwerte wurden daher, wie in Kapitel 6.1 beschrieben,
mehrfach kontrolliert und bei Verdacht nochmals aus dem Kraft-Weg-Diagramm
abgelesen. Einflisse durch fehlerhaftes Ablesen konnten so ausgeschlossen
werden. Abweichungen der Werte waren daher mit anatomischen Variationen

oder individuell verschiedenen Heilungsverlaufen zu begriinden.

Beim Vergleich mit ahnlich angelegten biomechanischen Zugversuchen in der
Literatur zeigten sich weitere Schwierigkeiten. Thermann [1996] stellte bereits
fest, dass ein ,Kritikpunkt in der Versuchsanordnung® die , Technik der Tenotomie*
war. Die oft durchgefiihrte ,einfache quere Tenotomie der Sehne® sei ,in keiner
Weise vergleichbar mit der ausgefransten Ruptur beim Menschen [Thermann,
1996]. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Durchtrennung der Sehne mit einem
2,4 mm breiten Arthroskopie-Punch. Der so entstandene Defektrand war ahnlich
scharf wie nach der Durchtrennung mit einem scharfen Messer, nachteilig konnte
sich aber das fehlende Sehnenstlick auswirken. Trotz fehlender Adaptation der
Sehnenstumpfe verheilten aber alle Sehnen gut und waren funktionell belastbar.
Der Unterschied zur typischen Ruptur bleibt jedoch sowohl bei einer einfachen
queren Tenotomie als auch bei der Verwendung des Arthroskopie-Instrumentes

bestehen.

Das Rattenmodell an sich und dessen Ubertragbarkeit auf den humanen Orga-
nismus stellt eine weitere Limitation der vorliegenden Arbeit dar. Die Achillesseh-

nenruptur beim Menschen unterscheidet sich deutlich von der Achillessehnen-
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ruptur am Rattenmodell. Nicht zuletzt das hohere Selbstheilungspotential der

Ratten war fur die schnellere Regeneration verantwortlich [Derwin et al., 2010].

Die Versuchsbedingungen ahnlich angelegter Versuche waren teils stark ver-
schieden. So variierte die Dauer der Immobilisierung nach der Durchtrennung der
Sehne zwischen 0 und 10 Wochen [Thermann, 1996]. In der vorliegenden Arbeit
erfolgte fur die gesamte Dauer der Heilung Uber 84 Tage keine Immobilisierung.

Ein Teilbelastungsschema kam nicht zur Anwendung.

Ein weiterer Schwachpunkt der vorliegenden Arbeit war die fehlende Einberech-
nung des Sehnenquerschnittes. Mdglicherweise kdnnten mittels dieser GrofRe
Abweichungen in der Steifigkeit der Sehnen erklart werden. Auf3erdem liel3en sich
weitere biomechanische Grdélien wie zum Beispiel das Elastizitatsmodul berech-
nen. Dies wirde mehr Uber die eigentliche Qualitat des Sehnenregenerates
aussagen. Die Umsetzung einer solchen Messung ist allerdings schwierig.
Thermann [1996] beschrieb als Methode zur Ermittlung des Querschnitts die
Verwendung eines Fadens. Mit dem auf diese Weise ermittelten Umfang konnte
der Sehnenquerschnitt mathematisch berechnet werden [ebd.]. Rickert et al.
[1998] haben Dicke und Breite der Supraspinatussehnen mittels Mikrometer-
schraube und Schiebelehre zur anschliellenden Berechnung des Querschnittes
gemessen. In der Untersuchung von Forslund et al. [2003] kam zur Ermittlung
des Querschnittes ein digitaler Messschieber zum Einsatz. Schwachstelle aller
vorgestellten Methoden und damit Ansatzpunkt fur eine Einflussnahme durch den
Versuchsleiter ware eine mogliche Kompression der Sehne. Ein Messschieber war
zum einen wegen der moglichen Kompression und zum anderen aufgrund hoher
Ablesefehler (die Sehnendicke bewegt sich im Bereich zwischen 2 und 5 mm)
keine ernstzunehmende Option. Neue Ansatze wie die Bestimmung des Quer-
schnitts mittels Magnetresonanztomographie (MRT) bedeuten einen wesentlich

héheren Aufwand bei der Durchfiihrung der Versuche.

Kritisch betrachtet werden musste zudem die Applikationsart der Wachstums-
faktoren. Die Wirkung von bFGF ist dosisabhangig [Fukui et al., 1998]. Zur
Injektion der Wachstumsfaktoren an den Ort des Sehnendefektes nutzten Chan et
al. [2000] eine einfache feine Injektionsnadel. Vorteil dieser Technik war die zuvor

bekannte Konzentration der Wachstumsfaktoren, nachteilig hingegen konnte die
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Tatsache der Einmalinjektion sein [ebd.]. Wachstumsfaktoren haben eine kurze
biologische Halbwertszeit [Wang et al., 2005]. Besser als eine Einmalinjektion
ware daher und aufgrund der dosisabhangigen Wirkung eine kontinuierliche
Freisetzung der Wachstumsfaktoren. Rickert et al. [2005] sahen eine mdgliche
Ldsung dieses Problems in der Gentherapie. Durch die genetische Modifikation
von korpereigenen Zellen mittels Gentransfer ware es unter Umstanden maoglich,
eine kontinuierliche Freisetzung von Wachstumsfaktoren zu erreichen [ebd.].
Vorteil der Gentherapie ware die lokale Produktion von Wachstumsfaktoren am
Ort des Bedarfs, ohne Einfluss auf systemischer Ebene des Organismus zu
nehmen [ebd.]. Dies wurde in der vorliegenden Arbeit mithilfe der MSC, die
lentiviral bFGF Uberexpremieren, versucht. Kritisch bei diesem Ansatz war jedoch,
dass die Dosis der Expression weder bekannt noch steuerbar war. Eine kontinu-
ierliche Gabe einer definierten Dosis von Wachstumsfaktoren zur Unterstitzung

der Sehnenheilung sei jedoch kaum in die Praxis umzusetzen [Wang et al., 2005].

Ob die Wachstumsfaktoren am Ort des Defektes verblieben, hing wesentlich von
der Technik der Applikation ab. Wurden die Wachstumsfaktoren wie in der
Untersuchung von Chan et al. [2000] mittels Einmalinjektion appliziert, so ver-
schwanden diese mit hoher Wahrscheinlichkeit relativ schnell wieder vom Ort des
Defektes. Zur Untersuchung spaterer Stadien der Sehnenheilung sollten also
Techniken zum Einsatz kommen, die Wachstumsfaktoren fiur langere Zeit am Ort
der Wundheilung zur Verfugung stellten [Chan et al., 2000]. Diskutiert wurde dafur
der Einsatz von Stammzellen, die in eine Matrix oder Kollagen-Gel eingebettet
sind [Ouyang et al., 2003, Schmitt et al., 2012]. Mittels dieser Technik kénnten
auch grole Sehnendefekte Uberbrickt werden [ebd.]. Die eingebetteten Stamm-
zellen als Ort der Freisetzung von Wachstumsfaktoren blieben somit an Ort und
Stelle [ebd.]. Ein interessanter und vielversprechender Ansatz war die Einbringung
der MSC direkt in das Nahtmaterial [Adams et al., 2014]. In einer Untersuchung
der Achillessehnenheilung am Rattenmodell wurden signifikant bessere Ergeb-
nisse flr die maximale Belastbarkeit (p<0,001) und in der Histologie (p<0,001)
beobachtet [ebd.].

Limitierend fiur eine klinische Anwendung der Gentherapie als Methode flir eine
lokale Freisetzung von Wachstumsfaktoren am Ort des Bedarfs ist letztlich auch

das erhdhte onkogene Risiko [Schambach et al., 2007]. Eine Insertionsmuta-
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genese, ausgelost durch die lentivirale Transduktion, kdnnte durch die Aktivierung
von Protoonkogenen eine maligne Entartung begunstigen [ebd.]. Methoden zur
Selbstlimitierung der lentiviral transduzierten Vektoren sind Gegenstand der
aktuellen Forschung [Wiibbenhorst et al., 2010].
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6.4 Schlussfolgerungen und klinische Relevanz

Die Translationale Medizin versteht sich als Schnittstelle zwischen praklinischer
Forschung und der klinischen Anwendung am Menschen. Ziel ist es letztlich, die
gewonnenen Erkenntnisse der in vitro und in vivo Studien in die klinische Medizin
zu Ubertragen und zur Beantwortung klinischer Fragestellungen zu nutzen.
Modellhafte Versuchsaufbauten von in vitro und in vivo Studien sind jedoch meist
nur eingeschrankt Ubertragbar, da die Vielfalt der Einflussfaktoren bei erkrankten
Patienten nicht im Modell abgebildet werden kann und somit auch relevante

Interaktionen unberucksichtigt bleiben.

In der vorliegenden Arbeit wurden in der biomechanischen Analyse der Achilles-
sehnenheilung im Langzeitversuch nach 84 Tagen gute Ergebnisse erzielt (siehe
Kapitel 6.2). Zwischen den Gruppen (PBS Kontrollgruppe, eGFP-MSC und bFGF-
MSC) gab es jedoch weder bei der erzielten maximalen Kraft noch bei der Steifig-
keit der Sehnen signifikante Unterschiede. In der dieser Arbeit vorangegangenen
Untersuchung stellten Kraus et al. [2014] bereits fest, dass Stammzellen eher in
den frGhen Phasen der Sehnenheilung eine Rolle spielten. Nach 28 Tagen wurden
hingegen sogar negative Einflisse diskutiert [ebd.]. Die Langzeitbeobachtung der
Sehnenheilung in der vorliegenden Arbeit zeigte, dass Sehnenverletzungen
ausreichend Zeit benétigten, um funktionell wieder gut zu verheilen. Die Behand-

lungsmodalitat spielte in der vorliegenden Untersuchung dabei keine Rolle.

Bisherige Ansatze mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren scheinen in der
Langzeitbeobachtung der Sehnenheilung noch keinen Vorteil zu bringen. Denkbar
ist auch, dass die Prozesse der Regulation von Wachstumsfaktoren und madgliche
Einflisse von Stammzellen so komplex und noch nicht ausreichend untersucht
sind, sodass mit dem heutigen Wissensstand noch kein Vorteil in der Sehnen-
heilung erzielt werden konnte. Andere Untersuchungen zeigten jedoch bereits
positive Einflisse von Wachstumsfaktoren und Stammzellen auf die Sehnen-
heilung. Es handelte sich dabei allerdings um begrenzt verallgemeinerbare in vivo
Modelle, bei denen viele weitere Einflussfaktoren auf’en vor blieben. Dass
,Wachstumsfaktoren gezielt und zum richtigen Zeitpunkt eingesetzt werden
sollten, ist bereits bekannt [Hligle et al., 2012]. Fraglich bleibt, ob sich ein Ansatz

fur die Therapie mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren problemlos in die Klinik
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ubertragen lasst. Bisher gibt es keine klinischen Daten fir die Anwendung von
Stammzellen bei der Therapie von Sehnenverletzungen [Schmitt et al., 2012]. Es
gibt jedoch bereits Evidenz dafur, dass Stammzellen nicht immunogen wirken und
eine Transplantation zum Zwecke der Sehnenheilung theoretisch moglich ware
[Ouyang et al., 2003]. Eine ,Zelltherapie [...] beim Menschen [ist jedoch] bezuglich
Wirksamkeit und Sicherheit noch nicht eingehend untersucht worden® [Hiigle et
al., 2012]. Der hohe Aufwand, die nicht sichere Wirksamkeit und nicht zuletzt die
exorbitant hohen Kosten haben zur Folge, dass die Zelltherapie in absehbarer Zeit
.einzelnen Zentren vorbehalten“ bleiben wird [ebd.]. Molloy et al. [2003] sahen
den zuklnftig vielversprechendsten Ansatz in einer Anwendung mehrerer Wachs-
tumsfaktoren im Rahmen eines Behandlungsprogrammes Uber den Verlauf der
Sehnenheilung. Ein Schliisselmolekiil konnte zu Beginn jeder Phase der Sehnen-
heilung appliziert werden, um den Heilungsprozess zu verklrzen und gleichzeitig

die Qualitat des Ergebnisses zu steigern [ebd.].

Zusammenfassend |asst sich sagen, dass die Therapie der Achillessehnenruptur
mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren eine interessante Perspektive darstellt.
Bevor Uber einen klinischen Einsatz nachgedacht werden kann, muss zuerst die
Pathophysiologie der Sehnenheilung — vor allem in Bezug auf Wachstumsfaktoren
und Zytokine sowie deren Regulation — transparenter und nachvollziehbarer
werden. Inwieweit sich dann in der klinischen Anwendung Vorteile in der Behand-

lung ergeben kénnen, muss anschlieend durch klinische Studien gezeigt werden.
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7 Zusammenfassung

Die Inzidenz der Achillessehnenruptur ist in den letzten Jahren aufgrund zuneh-
mender sportlicher Aktivitaten bis ins hohe Alter ansteigend. Neben den bekann-
ten konservativen und operativen Therapieverfahren gelangen zunehmend neue
Ansatze mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren in den Fokus der Forschung.
Vergangene Studien zeigten bereits positive Einflisse von bFGF auf die Sehnen-
heilung, beschrankten sich jedoch auf die Beobachtung der frihen Stadien der
Sehnenheilung. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von Stammzellen
und bFGF auf die Sehnenheilung in einem Langzeitversuch Uber 84 Tage am

Rattenmodell untersucht.

Fur die biomechanische Untersuchung wurden 30 mannliche Lewis-Ratten auf
drei Gruppen aufgeteilt: die PBS-Gruppe (Kontrollgruppe), die eGFP-MSC-Gruppe
und die bFGF-MSC-Gruppe. In der linken Achillessehne wurde ein 2,4 mm grolder
Defekt gesetzt. In die Sehnenstimpfe wurde in zufalliger Verteilung PBS, eGFP-
MSC oder bFGF-MSC injiziert. Die rechte Sehne verblieb zur Kontrolle unbe-
handelt. Nach einem Heilungszeitraum von 84 Tagen wurden die Sehnen-

praparate fur die biomechanische Untersuchung gewonnen.

Alle Sehnenpraparate waren nach 84 Tagen makroskopisch verheilt und funktio-
nell belastbar. Vereinzelt wurden im Bereich der Sehnennarbe Verhartungen
beobachtet. Alle behandelten Sehnen erreichten unabhangig von der Gruppenzu-
gehorigkeit eine maximale Kraft auf dem Niveau der unbehandelten Gegenseite.
Die Steifigkeit war im Vergleich zur Gegenseite in der PBS-Gruppe deutlich
geringer sowie in der bFGF-MSC-Gruppe (p=0,014) und der eGFP-MSC-Gruppe
(p=0,001) statistisch signifikant geringer. Zwischen den Gruppen (PBS Kontroll-
gruppe, eGFP-MSC und bFGF-MSC) konnten weder bei der erzielten maximalen
Kraft noch bei der Steifigkeit der Sehnen signifikante Unterschiede festgestellt
werden. Im Vergleich mit der vorangegangenen Untersuchung von Kraus et al.
[2014] war die maximale Kraft in der PBS-Gruppe (14 vs. 84 Tage: p=0,000) und
in der eGFP-MSC-Gruppe (14 vs. 84 Tage: p=0,004; 28 vs. 84 Tage: p=0,016)
signifikant hoher. Eine ahnliche Tendenz in der bFGF-MSC-Gruppe war statistisch

nicht signifikant.
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In der biomechanischen Analyse der Achillessehnenheilung im Langzeitversuch
nach 84 Tagen konnte statistisch kein Einfluss von Stammzellen und bFGF

gezeigt werden.

Die Therapie der Achillessehnenruptur mit Stammzellen und Wachstumsfaktoren
ist eine interessante Perspektive. Stammzellen scheinen eher in den frihen
Phasen der Sehnenheilung eine Rolle zu spielen. Die Langzeitbeobachtung
zeigte, dass Sehnenverletzungen vor allem ausreichend Zeit bendtigen, um
funktionell wieder gut zu verheilen. Die Behandlungsmodalitat spielte in der
vorliegenden Untersuchung dabei keine Rolle. Die bisherigen Forschungsergeb-
nisse sind nicht ausreichend, um eine klinische Anwendung empfehlen zu kénnen.
Bevor Uber den klinischen Einsatz nachgedacht werden kann, muss zuerst die
Pathophysiologie der Sehnenheilung besser verstanden werden. Inwieweit sich
dann in der klinischen Anwendung Vorteile in der Behandlung ergeben kénnen,

muss anschlieflend durch klinische Studien gezeigt werden.
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Anhang

Anhang
Gruppe Tier Maximale Kraft Maximale Kraft Maximale Kraft
Probe [N] Kontrolle [N] im Vergleich
PBS 1 91,155 72,443 1,258
3 96,833 80,063 1,209
5 104,616 74,807 1,398
9 78,837 65,709 1,200
10 74,019 89,873 0,824
11 94,825 84,560 1,121
15 79,875 78,912 1,012
17 96,565 84,828 1,138
21 68,900 91,533 0,753
24 94,702 72,241 1,311
Mw 88,033 79,497 1,123
SD 11,734 8,312 0,206
eGFP 12 80,215 74,153 1,082
18 100,010 89,219 1,121
19 92,916 92,954 1,000
22 79,253 96,964 0,817
27 105,360 81,407 1,294
28 81,531 98,510 0,828
29 101,161 84,704 1,194
30 97,724 80,305 1,217
31 69,429 92,089 0,754
32 68,722 68,333 1,006
MW 87,632 85,864 1,031
SD 13,465 9,888 0,185
bFGF 2 52,159 104,279 0,500
4 108,518 89,043 1,219
6 100,795 76,285 1,321
7 77,231 77,874 0,992
8 85,767 67,191 1,276
13 88,943 85,612 1,039
14 69,872 60,398 1,157
16 55,455 87,315 0,635
20 69,509 95,956 0,724
23 73,103 89,083 0,821
MW 78,135 83,304 0,968
SD 18,165 13,127 0,286
Anhang 1: Wertetabelle der Variable ,,maximale Kraft Probe* fiir die operierte

Seite und ,,maximale Kraft Kontrolle“ fiir die unbehandelte Kontroll-
seite (im Zugversuch ermittelte Messwerte) sowie die errechnete Vari-

able ,,maximale Kraft im Vergleich“
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Gruppe Tier Steifigkeit Probe | Steifigkeit Steifigkeit
[N/mm] Kontrolle [N/mm] | im Vergleich
PBS 1 20,4260 25,3266 0,807
3 43,0447 30,3415 1,419
5 42,6465 45,8967 0,929
9 34,1661 64,0091 0,534
10 43,1823 60,6701 0,712
11 16,9322 56,0995 0,302
15 35,1074 62,0153 0,566
17 30,7781 62,4003 0,493
21 34,3954 43,1636 0,797
24 39,0692 18,1920 2,148
MW 33,9748 46,8115 0,871
SD 9,1525 17,0435 0,542
eGFP 12 29,5568 42,4079 0,697
18 47,2491 74,5396 0,634
19 24,6125 51,0806 0,482
22 32,4930 52,6914 0,617
27 36,2636 48,0314 0,755
28 29,3592 54,6766 0,537
29 44,9400 51,3019 0,876
30 36,1264 38,9605 0,927
31 30,1256 51,9359 0,580
32 29,0874 76,8304 0,379
MW 33,9814 54,2456 0,648
SD 7,2700 12,2968 0,171
bFGF 2 21,4869 45,7944 0,469
4 49,2455 25,1608 1,957
6 33,2836 49,7176 0,669
7 44,3333 35,3744 1,253
8 31,1435 59,1060 0,527
13 23,8100 66,6194 0,357
14 21,4663 66,9207 0,321
16 28,7872 68,8687 0,418
20 24,2390 55,3235 0,438
23 23,4034 44,4980 0,526
MW 30,1199 51,7383 0,694
SD 9,7157 14,4472 0,517
Anhang 2: Wertetabelle fiir die errechneten Variablen ,,Steifigkeit Probe* fiir die

operierte Seite und ,,Steifigkeit Kontrolle“ fiir die unbehandelte Kon-
trollseite sowie die errechnete Variable ,,Steifigkeit im Vergleich*
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