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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Sehnenaufbau

Die Sehnen bestehen aus Bindegewebe und sind ein Teil des Muskels, der
diesen mit einem Knochen verbindet. Sie erlauben die Ubertragung der
Muskelkraft bzw. der Muskelkontraktion in Form einer Zugspannung auf den
Knochen und somit ermoglichen die Mobilitat und die Elastizitat des
menschlichen Korpers.

Die Sehnen bestehen aus gut differenzierten Tenozyten sowie aus Kollagen und
Elastin, welche eine wasserhaltige extrazellulare Matrix (EZM) bilden. In der EZM
ist das Kollagen in parallel nebeneinander stehenden Fibrillen angeordnet.
Zwischen den Kollagenfibrillen befinden sich die Tenozyten. Der
Hauptkollagentyp der Sehnen bzw. der EZM ist das Strukturprotein-Kollagen Typ
I, das 60% der Trockenmasse des Gewebes und bis zu 95% des
Gesamtkollagengehalts bildet [1]. Das Kollagen Typ I, sowie Kollagen Typ Il und
Typ lll formen lange und dicke Fibrillen, die durch eine gestaffelte parallele
Aneinanderlagerung der Peptidketten (Tripelhelix) entstehen. Diese Peptidketten
werden durch kovalente Bindungen (Schiff-Basen) quervernetzt [2]. Als
Hauptstrukturprotein ist das Kollagen Typ | fir die mechanische Festigkeit der
Sehnen verantwortlich. Das Kollagen Typ Il ist der zweithaufigste Typ, der in
einer Sehne vorkommt. Er produziert kleinere Fibrillen als Kollagen Typ | und
seine Rolle wird jedoch mit der mechanischen Festigkeit der Sehnen assoziiert.
Bei pathologischen Veranderungen von Sehnen sowie bei dem
Sehnenheilungsprozess wird Kollagen Typ lll am haufigsten synthetisiert [1].
Das Kollagen Typ Il kommt v.a. in hyalinem und elastischem Knorpelgewebe vor.
Durch die Bildung eines fibrillaren Netzwerks bindet das Kollagen Typ |l
Proteoglykane an und verleiht dem Gewebe eine Viskoelastizitat [3]. In der EZM
finden sich noch Kollagen Typ IV, V, VI, Xll, XIV und XV. Beim Kollagen Typ IV
werden die Fasern nicht parallel angeordnet, sondern End-zu-End verknipft, und
sein Vorkommen ist auf die Basalmembran der Sehnenblutgefal’e beschrankt.
Das Kollagen Typ VI bildet ein blattartiges Netzwerk durch Bindung an

unterschiedliche Komponenten der EZM und ist normalerweise zusammen mit
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den Kollagenfasern vom Typ | in der normalen Sehne verteilt zu finden. Dem
Kollagen Typ VI wird die Rolle der Aufrechterhaltung der Gewebeintegritat durch
seine Funktion zur Bindung an die EZM-Komponenten zugeschrieben. Kollagene
vom Typ Xll und Typ XIV sind mit der Oberflache der Kollagenfibrillen vom Typ |
assoziiert, insbesondere bei der Insertion der Fibrillen [1]. Aul3er dem Kollagen
besteht die EZM aus anderen Komponenten wie elastischen Fibren,
anorganischen Partikeln und einer intrazellularen Substanz (1ZS). Die
intrazellulare Substanz setzt sich aus Hyaluronan, Proteoglykan, strukturellen
Glykoproteinen und Wasser zusammen. Das Wasser bildet bis zu 60-80 % an
der Masse der IZS und der Prozentanteil des Proteoglykans liegt bei 1-2 % [4].
Die kleinste Kollageneinheit ist das Tropokollagen. Es ist in den Tenoyzten
synthetisiert und in einem triple-helix Polypeptid aggregiert, das in der EZM
sezeniert wird. Die grof3eren Kollagenfibrillen bilden die Kollagenfasern, welche
unterschiedlich dicke Faszikel formen. Makroskopisch formieren sich die Faszikel
in Sehnenfasern weiter, d.h. dass die angeordneten Fasern die Sehnen
ausbilden. Die Fasern sind durch ein dunnes, retikulares, bindegewebiges
Netzwerk, das sog. Endotenon ausgekleidet. Die gréReren Sehnenfaszikel sind
durch eine lockere Schicht, das sog. Epitenon gedeckt, die die vaskulare,
lymphatische und neuronale Versorgung des Gewebes leistet. Die zarte, fast
reibungslose Bewegung der Sehnenfaszikel geschieht durch das lubrizierende
Molekul — Lubrizin [5]. Die Sehnenhillle wird Paratenon genannt. Die
muskulotendindsen  Ubergéange sind hochspezifische Regionen, wo
Kollagenfibrillen in Vertiefungen ansetzen, die durch die Myozyten zusatzlich
gebildet sind [6]. Vor kurzem wurden multipotente, klonogenitatsfahige
Stammzellen-Tendon Stem/ Progenitor Cells (TSPCs) entdeckt, deren genaue
Lokalisation im Bereich der EZM detektiert wurde [7]. Die Rolle von TSPC in der
Sehnenproliferation und Sehnendegeneration durch die Expression
unterschiedlicher Gene ist unvollstandig geklart und wird aktuell aktiv untersucht
[7]. Die folgende Abbildung (Abb. 1) stellt den Sehnenaufbau dar.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Sehnen nach Docheva et al. [8].

Die Hauptfunktion der Sehnen st die Kraftibertragung bei den
Muskelkontraktionen zu den Zielstrukturen und das Widerstehen mechanischen
Stresses in Form von Dehnungskraften [9]. Die Tenozyten reagieren auf
verschiedene Arten mechanischer Beanspruchung und so wird die Synthese des

Kollagens kontrolliert [9].

Die zellulare Kommunikation der Tenozyten wird durch die sog. Gap Junctions
bzw. Zellenkommunikationsproteine Connexin 32 und Connexin 43
gewahrleistet. Das stimulierende Protein Connexin 32 befindet sich auf Gap
Junctions an der Hauptzugspannungsseite. Das inhibierende Protein Connexin
43 verbindet Zellen in allen Richtungen [10]. Durch eine mechanische
Beanspruchung der Tenozyten in der EZM und durch den Aktivitatswechsel von
beiden Proteinen wird die Expression von Kollagen je nach einer adaquaten
Anpassungsreaktion der Tenozyten bei der mechanischen Belastung so

stimuliert oder gehemmt.

Es ist nicht vollstandig wissenschaftlich geklart, welche sehnenspezifischen
Faktoren auf molekular-genetischer Ebene durch die repetitive muskulare
Kraftibertragung auf den Sehnenapparat und durch die mechanische



Beanspruchung zu einer Degeneration bzw. zur Rupturgefahr dieses

hochelastischen Gewebes im zeitlichen Verlauf fihren kdnnten.

1.2 Tenomodulin

Das Tenomodulin (TNMD) st ein sehnenspezifisches Typ |I-
Transmembranglykoprotein, das im Jahr 2001 von zwei unterschiedlichen
Expertengruppen entdeckt worden ist [11], [12]. Durch Northern Blot wurde
nachgewiesen, dass es eine Tnmd-Expression in den bindegewebigen
Strukturen des Muskel-, Diaphragma- und Augengewebes gab. Zusatzliche
genetische Untersuchungen zeigten, dass Tenomodulin sowohl in den Sehnen
und Ligamenten, als auch im Chorda tendiae des Herzens zu finden ist. Jeweils
wurde das Protein als Sehnenmarker eingestuft, denn seine Eigenschaften sind
immer noch ein Studienthema. Die Ruptur von avaskularisierten, aus
Bindegewebe bestehenden Chordae tendinae cordis (CTC) ist eine haufige
Ursache fur  Mitralklappenregurgitationen. Das  neulich  entdeckte,
transmembrane Glykoprotein vom Typ I[I-Tenomodulin (TNMD) scheint eine
grundlegende Rolle als Regulator flr die Inhibitation der Vaskularitat und die
Proliferation von Sehnengewebe zu haben [13]. Das Protein wurde in der
elastinreichen subendothelialen AufRenschicht von Chorda tendinae cordis in
normalen Nagetieren, bei Schwein, Hund und Menschen vermehrt exprimiert. Die
unterschiedliche Expression des Proteins wird mit CTC-Rupturen assoziiert.
Durch kultivierte CTC-Interstitialzellen wurde nachgewiesen, dass die tubulare
Bildung und die Mobilisation von Endothelzellen stark inhibiert wurden. Durch
kleine interferierende RNA gegen Tenomodulin wurden diese Prozesse teilweise
gehemmt. Im Rupturbereich der CTC konnte Tenomodulin histologisch nicht
nachgewiesen werden [13]. Das verstarkt die These, dass die lokale
Abwesenheit bzw. die fehlende Expression von Tenomodulin eine Rolle in den
Rupturprozessen spielt. Kleine mRNA-Transkripte des Proteins werden auch in
anderen bindegewebigen Strukturen von Saugetieren und Menschen exprimiert.
Seine Hauptfunktion wird aber in der Regulation von Proliferation,
Degenerationszustanden, sowie auch in der Avaskularisation im Narbengewebe
der Sehnen vermutet [14], [15]. Lin et al. zeigten, dass das Fehlen von TNMD

zu einem schlechteren morphologischen Ergebnis und einer niedrigeren
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Zelldichte der Tenozyten fuhrt, wahrend es die Adipozytenakkumulation und die
Adipozyten-verwandte Genexpression sowie Gefaldzahlen in der frihen
Reparaturregion von verletzten Sehnen aktiviert [16]. Die Arbeitsgruppe von Lin
et al. untersuchte in ihrer in-vivo histologischen Studie rupturierte und danach
chirurgisch mit Naht versorgte Achillessehnen von speziell gezuchteten Tnmd-
Knock-Out-Mausen (KO) und Wildtyp-(WT)-Mausen. Sie weisen nach, dass die
Tnmd-Knock-Out-Mausesehnen nach der Ruptur und der
Sehnennahtversorgung eine verminderte Gesamtzelldichte besitzen. Im
Anschluss erfolgten Hematoxilyn-Eosin-(HE)-Farbungsanalysen und
Immunfluoreszenzfarbungen der beiden Mausesehnengruppen, d.h. der Tnmd-
Knock-Out-Mause und der Wildtypmause als Kontrollgruppe. Dabei ergab sich,
dass die mittlere Adipozytenakkumulation, die Anzahl der Blutgefalte und die
Kollagen IV-positiven Bereiche an den Narbenstellen der Sehnen signifikant
erhoht wurden. Ein erhdohter mRNA-Spiegel des adipogenen Markergene-
Peroxisomproliferator-aktivierten =~ Rezeptors Gamma (Ppary) und die
Lipoproteinlipase (Lpl) wurden in den Sehnen von Tnmd-Knock-Out-Mausen
durch eine quantitative reverse Transkriptase PCR (qRT-PCR) nachgewiesen
[16]. Die qualitative und quantitative Expression von TNMD bestatigt vermutlich

seine Spezifitdt in der Pathophysiologie von Sehnenrupturen.

Das Tenomodulin gehort zu den Typ lI-Transmembranglykoproteinen und zeigt
eine  homologe Ahnlichkeit mit dem anderen Protein dieser Gruppe,
Chondromodulin | (ChM-1). Tenomodulin besitzt sieben Exons auf dem X-
Chromosom und insgesamt 317 Aminosauren [17]. Chondromodulin wird im
Knorpel und weniger im Thymus und im Auge exprimiert [11]. Beide Proteine
zeigen eine genetische Expression mit einem Uberlappenden Muster, wobei der
extrazellulare Anteil der beiden Proteine zwei Domanen besitzt: BRICHOS und
eine spaltbare C-terminale Cystein-reiche Doméane. Die BRICHOS-Domane ist
heutzutage immer noch weniger bekannt. Die BRICHOS-Domane wurde
erstmals in BRI (fur britische Demenz), ChM-I und SP-C (fir Tensid-assoziiertes
Protein C) identifiziert. Die C-terminale Cystein-reiche Domane dient als
Regulator der Zellproliferation und der Differenzierung [14]. Dies passiert
dadurch, dass die rekombinante, Cystein-reiche C-Domane des
Chondromodulins die Proliferation von primaren Chondrozyten steigert [18], aber
die endotheliale Proliferation wurde durch die ektopische endotheliale Expression

5



von der C- terminalen Cystein-reichen Domane des TNMD oder ChM-I inhibiert.
Jeweils stimuliert die komplette Expression von Tenomodilin in den endothelialen
Zellen deren Proliferation [15]. Eine genetische Deletion des ChM-I Gens in
Mausen zeigte aber keinen Einfluss auf die Proliferation des Endothelgewebes
oder auf die Chondrozyten. Wenn das Tnmd-Gen im Chondromodulin-l-armen
Gewebe nicht hochreguliert wird, zeigte sich, dass der Mangel an ChM-| durch
andere Faktoren beeinflusst wird [19]. Der spaltbare C-Terminus des Thmd-
Gens wurde als einen wichtigen Regulator der Proliferation von
Sehnenstammzellen (TSPC) und der Alterungsprozesse des Sehnengewebes
identifiziert. Seine Expression wird durch eine mechanische Stimulation vermutet
[20]. Ein Vergleich zwischen Wildtypmausen und Tnmd-Knock-Out-Mausen
zeigte auf Molekularebene, dass die Abwesenheit von TNMD zu einem
verminderten TSPC-Vermehrungsvermdgen in den tierischen Knock-Out-
Populationen fuhrte. Durch die B-Galatosidase-Farbung und den Mangel am
Proliferationsmarker  Cyclin D1 wurde nachgewiesen, dass der
Alterationsprozess der Stammzellen haufiger in diesen Populationen im
Verglaich zu den Wildtyppopulationen zu treffen war. Jedoch zeigte sich eine
Hochregulation des Tumorsupressorgens p53 auch bei den Knock-Out-Mausen.
All diese Ergebnisse, zusammen mit der Tatsache, dass die Tnmd-Knock-Out-
Populationen einen abnormen kollagenfibrillaren Phanotyp und pathologisch
dickere Fibrillen exprimierten, wiesen eine vorzeitige Vergreisung und
verminderte Proliferation des Sehnengewebes von TSP-Zellen nach. Jeweils
spielte der Mangel an Tenomodulin keine Rolle fur die Multipotenz der
Stammzellen [20]. Darliber hinaus hemmte die Uberexpression von TNMD in
den murinen mesenchymalen Stammzellen (MSCs) deren Bindung an die
adipogenen, chondrogenen und osteogenen Linien und forderte gleichzeitig

deren tenogene Differenzierung.

Ein Beispiel fur relevante experimentelle Knockout-Studien wurde von Dex et al.
[21] verdffentlicht, wo die Dauerlaufleistung von Tenomodulin-defizienten Tnmd-
Knock-Out-Mausen analysiert wurde. Das Protein-Tenomodulin (TNMD) wird als
einen nachgewiesenen und weitakzeptierten genetischen Marker eingeordnet,
der in Zusammenhang mit der Alterung der Sehnen und Ligamenten kommt. Der
Verlust seiner Funktion in den Mausenpopulationen fuhrt zu einem Phenotyp mit
signifikanten Zeichen von einer vorzeitigen Alterung des Sehnengewebes und

6



zur Hemmung der Proliferation der Stamm/Progenitorzellen (TSPC). Das Gen,
auf dem sich das Protein Tenomodulin befindet, ist vermutlich mechanosensibel.
Sein C-terminales-Ende liegt zusammen mit dem Gen des Kollagens Typ | in der
extrazellularen Matrix als co-lokalisiert [13], [14]. Ein Vergleich des
Durchhaltevermdgens von Tnmd-Knock-Out-Typ-Mausen und Wildtypmausen
mit einem etablierten Trainingsprotokoll zeigte, dass sich der Verlust von
Tenomodulin in einer signifikant niedrigeren Leistung auferte, die auf Dauer
weiter sank. Jeweils liel3 sich eine anormale Expression von Kollagen Typ |-
Crosslinking und Proteoglykangenen in dieser Knock-Out-Mausepopulation
feststellen, was zur unadaquaten Kollagen-Typ |-Dichte und Elastizitat gefuhrt
hatte [21]. Ein TNMD-Mangel fuhrte zu einer deutlich schlechteren Laufleistung,
die sich mit dem Training verschlechterte. Mit Hilfe einer spezifischen
mikroskopischen Messung zeigte sich, dass die einzigen Kollagen I-Fibrillen in
den Sehnen der Knock-Out-Populationen eine erhodhte laterale Dicke und
Steifigkeit besitzen. Die Tnmd—Knock-Out—-Mause zeigten eine verminderte
Mobilitat und Trainingsleistung, im Vergleich zur Wildtyppopulation. Durch die
Nutzung von Atomic Force Microscopy (AMF-Technologie) bestatigten die
Knock-Out-Achillessehnen auf mikroskopischer Ebene die Vermutung, dass die
Kollagentopographie im Sehnenapparat durch den Mangel an TNMD stark
beeinflusst wurde. Sie wurde weniger kompakt, mehr ausgefranst und durch
Licken unterbrochen [21]. Die Abbildung 2 (Abb. 2) veranschaulicht diese
Ergebnisse. Die Signifikanz dieser nachgewiesenen Tatsachen zeigte die
vermutete Regulatorenrolle des Proteins in den Sehnenproliferationsprozessen

noch deutlicher.



siizend
151 ko

3

sitzend
Fibrilanzahl
— s

\

200 300 400 °0

00 100 200 300 400
Fibrildiameter (nm) Fibrildiameter  {nm)
trainiert
15 wr 2157 KO
. 1
=
+ 5
= 510 10
g N E
b [__ﬂ f E
5 |
L

LU " ERRPRIS |
0 100 200 300 400 O 100 200 300 400
Fibrildiameter (MM} Fibrildiameter (nm)

Abbildung 2: AMF-Analyse mit Nano-Topographie.

a. AMF-Bilder aus beiden Gruppen: sitzend und trainierte Mause (Tnmd-Knock-Out-
Mause, WT-Wildtypmause). Die Pfeile zeigen die Kollagen-I-Fibrillen, die Pfeilenkdpfe —
die interfibrillare Matrix, die Sternchen — die Artefakten. Dargestellt ist, dass die
Kollagentopographie bei den Tnmd-Knock-Out-Mausen weniger kompakt, geschlangelt
und durch Lucken unterbrochen aussieht.

b. Verteilung der Fibrillendurchmessergro3e von Kollagen Typ |: die blauen Kurven
zeigen die Gauly'sche Verteilung. Die Fibrillenanzahl und v.a. der Fibrillendurchmesser
zeigen den deutlichen Unterschied zwischen den sitzenden und trainierten
Wildtypgruppen und den Tnmd-Knock-Out-Gruppen (aus Dex et al. [21]).

Docheva et al. [14] untersuchten die Rolle von TNMD in vivo und konnten
nachweisen, dass die fehlende Genexpression von Tnmd in Knock-Out-Mausen
die Proliferation von Tenozyten verhindert und zur verminderten Tenocytendichte
fuhrt. Die abgelagerten Mengen an extrazellularen Matrixproteinen wie
Kollagentypen |, II, 1l und VI waren nicht betroffen, aber die Kaliber der
Kollagenfibrillen  variierten  signifikant und zeigten einen erhdéhten
Maximaldurchmesser. Docheva et al. [14] beschreiben, dass ein TNMD-Protein
in einer gespaltenen Form in-vivo existiert. Seine Funktion in-vivo scheint, von

der proteolytischen Proteinspaltung abhangig zu sein. Die Forschungsgruppe
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von Docheva et al. weisen noch nach, dass die TNMD-defizienten Mause eine
starke Abnahme der proliferierenden Zellen in den neugeborenen Sehnen
zeigten. Es bleibt jedoch nicht vollstandig geklart, durch welche Signalwege das
TNMD seine Regulation entwickelt, da nur wenige vorgelagerte Faktoren wie
Scleraxis (Scx) und Mohawk (Mkx) bisher identifiziert wurden. In Bezug auf die
nachgeschalteten Effektoren von TNMD besteht ein Mangel an Wissen uber die
direkten Proteinbindugspartner, die eine TSCP oder Tenozytenproliferation
beeinflussen kénnten [17]. Dex et al. beschreiben die Funktion von TNMD a.e
eher als ein Feinabstimmer der Proliferation und nicht als ein Master-Switch-Gen
[21]. In ihrer Studie wird auch festgestellt, dass die Tnmd-Knock-Out-Mause ein
eingeschranktes Bewegungsverhalten und schlechtere Ergebnisse bezuglich
eines etablierten Trainingsprotokolls aufweisen. Es bestehen eingeschrankte
Daten, welche anderen Faktoren das Protein TNMD auf genetischer Ebene
beeinflussen. In vivo lasst sich vermuten, dass TNMD eine Schlusselrolle in der
Feinregulation und in der Proliferation besitzt. Unsere Studie erweitert das
wissenschaftliche Verstandnis der strukturellen und funktionellen Beziehungen
von Sehnengewebe durch den Vergleich des biomechanischen Verhaltens von

beiden Mausegruppen.

Die Sehnenmikroarchitektur, die Kollagenexpression, die Differenzierung von
TSPC und die Tenozytenproliferation werden durch das Protein TNMD nicht nur
auf genetischer Ebene beeinflusst, sondern auch strukturell auf mikroskopischer
Ebene [14], [16], [17], [20], [21]. Zu erwahnen sind auch andere Faktoren wie
TGF-B3 growth factor-Smad 2/3 Mediatoren, Scleraxis (Scx) und Osterix [22]
sowie deren Transkriptionsaktivitat [23], die die Sehnen in ihrer Struktur und
ihren Eigenschaften kennzeichnen. Die Arbeitsgruppe von Dex et al. [21] hatte
fur die Versuche in ihrer Studie mit Knock-Out- bzw. Wildtypmausen die gleichen
Versuchstiere — Mause vom Labortyp C57BL/6 — benutzt, genauso wie es in
unserer Studie ist. Durch den Fortschritt in den letzten Jahren, um das
Verstandnis der Sehnenpathophysiologie und Regeneration zu verbessern,
wurde die Existenz von Sehnenstammzellen (TSPC) in mehreren Studien
nachgewiesen. Die mesenchymalen Stammzellen wurden zur Behandlung von
Sehnenverletzungen wegen ihrer vielversprechenden Wirkung auf das
Gewebeengineering eingesetzt [24], [25]. Ihre Anwendung wurde durch die
niedrige tenogene Differenzierungskapazitat behindert, deren Potential durch die
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Expression von Regulatorgenen multifaktoriell beeinflusst wurde. Eine vermutlich
wesentliche Schlisselrolle in der Regulation dieses Prozesses konnte durch das
Transmembranglykoprotein vom Typ [l TNMD erklart werden [26]. Die haufigsten
pathologischen Veranderungen nach Sehnenrupturen sind die
Adipozytenakkumulationen, die die Entstehung von fibrovaskularen Narben und
Muskelatrophien bedingen [27]. Interessanterweise wird behauptet, dass die
unterschiedlichen regulatorischen Mechanismen des TNMD-Signalweges in
unterschiedliche Zelltypen involviert wurden. Die Ubereinstimmungen in den
Studien von Lin et al. [16] und Jiang et al. [28] deuteten darauf hin, dass TNMD
eine zelltypspezifische Wirkungsweise haben konnte bzw. dass TNMD die
Proliferation von Sehnenzellen positiv beeinflusste, jedoch wurde die
Proliferation von vaskular abgeleiteten Zellen inhibiert, was auch als einen
Storfaktor fur die Proliferation betrachtet werden kann. Erganzend wiesen die
Tnmd-Knock-Out-Versuchsobjekte eine  signifikant hohere Adipozyten-
akkumulation sowie eine erhdhte Adipozytendifferenzierungsrate der TNMD-/-
Stammzellen auf. Eine Uberexpression von TNMD schien aber, die Adipogenese
von mesenchymalen Stammzellen zu hemmen. Diese und viele andere
Beobachtungen weisen darauf hin, dass das Verstandnis des
Tenomodulinmolekilnetzwerks eine ausschlaggebende Rolle in der Therapie

von Sehnen haben konnte.

In Anlehnung an diese Studien wollten wir die Achillessehnen der beiden
Populationen bzw. Tnmd-Knock-Out-Mausesehnen und Wildtypmausesehnen
als Kontrollgruppe biomechanisch testen und die Unterschiede in der
Primarstabilitat der getesteten Sehnen zusammenfassen. Diese Unterschiede
konnen die Rolle der Tnmd als Regulatorgen weiter verstarken. Das Interesse an
Tnmd als Schllsselgen fir die Regulation der Sehnendegeneration bzw. der
Proliferation und der Heilung steigt in den letzten Jahren. Unsere
biomechanische Analyse sollte durch die Messung der Sehnenlange, des
Sehnendurchmessers, der maximalen Ausreil3kraft, der Elastizitat und durch den
Vergleich der Dehnungskurven und des Rupturorts der Achillessehne Auskunft
Uber die Unterschiede in der Primarstabilitat und im Ausreiverhalten der

Achillessehnen der beiden Mausepopulationen geben.

10



1.3 Anatomie

1.3.1 Anatomie der menschlichen Achillessehne und des M. Triceps surae

Der M. triceps surae besteht aus beiden Kopfen des M. Gatrocnemius (Caput
mediale und Caput laterale) und M. soleus, die in der gemeinsamen
Ansatzsehne, der Achillessehne (Tendo calcaneus) verlaufen. Der dorsale
FuRBanteil des Standbeins wird durch den M. triceps surae gegen das
Korpergewicht vom Boden abgehoben, wenn Gehe- und Laufbewegungen
erfolgen. Dadurch wird sowohl der aufrechte Stand beim Stehen zu den Mm.
gluteus maximus und M. quadriceps femoris syndergistisch gesichert, als auch

das Vornuberkippen im oberen Sprunggelenk (OSG) verhindert.

Der M. triceps surae ist der starkste Beuger im oberen Sprunggelenk und auch
der starkste Supinator im unteren Sprunggelenk [29]. Er Ubertragt seine Kraft
auf das hintere Ende des Calcaneus Uber die Achillessehne. Mit einer
Querschnittsflache von bis zu 1 cm? halt die Achillessehne einer Belastung von
uber 500 kg stand. Die menschliche Achillessehne ist durchschnittlich 20-25 cm
lang und hat eine mittlere Sehnenquerschnittflache von etwa 70-80 mm? mit einer
Reil¥festigkeit von 60-100 N/mm [30]. Abbildung 3 (Abb. 3) stellt die Anatomie

des rechten Ful3es dar.
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Abbildung 3: Anatomische Strukturen; Rechter Ful3, mediale Ansicht [29].

1.3.2 Definition der Achillessehnenruptur

Die Achillessehnenruptur entsteht traumatisch bei einer oft degenerativ
vorgeschadigten Sehne. Die Rupturen sind meist gedeckt und konnen sich
infolge einer unkontrollierten Uberbeanspruchung und einer pétzlichen Belastung

der Sehne oder durch ein direktes Trauma ergeben [31].

1.3.3 Klinik einer Achillessehnenruptur

Die degenerativen Gewebeveranderungen der Sehne sind eine Voraussetzung
fur die Achillessehnenrupturen. Verursacher dafur kdnnen noch die indirekten
Gewalteinwirkungen auf die Sehne in der Arbeit oder im Sport, manchmal auch
ohne Ubermalige Belastung wie der schnelle Richtungswechsel, das plétzliche
Anhalten nach Laufen, Springen, Ballspielen, Skifahren usw. sein. Die
Achillessehnenrupturen kdonnten als partielle bzw. Teilrupturen und vollstandige,

komplette Rupturen eingeteilt werden. Am haufigsten ereignen sich die
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Achillessehnerupturen durch maximale Anspannung beim Sport. Die Verletzten
verspuren vor allem einen plotzlichen, stechend-ziehenden Schmerz, der mit
einem laut horbaren, peitschenknallahnlichen Gerausch verbunden ist. Eine
endgradige Plantarflexion und Fulspitzenstand ist bei den Betroffenen nicht
mdglich. Neben den starken Schmerzen im Bereich der Achillessehne kdnnte
eine Delle in der Achillessehne unmittelbar nach dem Ereignis meistens 3-4
Querfinger oberhalb der Ferse getastet werden. Im Verlauf kann dieser klinische
Befund durch eine druckdolente Schwellung und Hamatombildung verdeckt
werden. Durch die erhaltene Funktion des M. plantaris wird die aktive
Plantarflexion nicht aufgehoben, jedoch sehr stark geschwacht und
schmerzbedingt eingeschrankt [32]. Abbildung 4 (Abb. 4a) zeigt schematisch

eine Achillessehnenruptur und (Abb. 4b) eine intakte Achillessehne.

M. triceps surae |

Achillessehne

Ruptur

Tuber calcanei

Abbildung 4a: Achillessehnen mit schematischer Darstellung einer Rupturzone [30], b:
intakte Achillessehne.

1.3.4 Diagnostik der Achillessehnenruptur

Die Diagnostik der Achillessehnenruptur beginnt mit der Anamnese. Haufig
berichten die Patienten Uber den Unfallmechanismus, ein deutlich hoérbares

Gerausch und Uber plotzlich verspurbarte Schmerzen im Bereich der
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Achillessehne. Kurz nach dem Unfallereignis kann eine gut tastbare Delle entlang
der Kontrur der Sehne verspurt werden. Die Patienten koénnen einen
Zehenspitzenstand nicht durchfiuhren und die plantare Flexion st
schmerzbedingt eingeschrankt. Ein positiver Thompson-Test (Wadenkneiftest)
(Abb. 5) ist in der klinischen Diagnostik wegweisend. Durch den Thompson-Test
werden die Funktionalitdt der Achillessehne sowie die Ubertragung der
Muskelkontraktion des M. triceps surae Uber die Achillessehne auf dem hinteren
Ende des Os calcaneus uberprift. Zur Durchfiihrung des Tests soll der Patient
auf der Untersuchungsliege in Bauchlage liegen. Die FufRe sollen Gber den Rand
der Liege frei hinausragen. Der Untersucher drickt die Wadenmuskulatur
zusammen und somit wird eine passive Kontraktion der Muskulatur bewirkt. Bei
einer intakten Achillessehne entsteht auf diese Weise eine Streckung des Fulles
bzw. eine Bewegung des gesamten Fuldes fuRsohlenwarts (= Plantarflexion). In
diesem Fall ware der Test ,Thompson-negativ’. Bei einer rupturierten
Achillessehne bleibt diese Reaktion aus, d.h. dass keine Bewegung im Fuf’ durch
die Kompression der Wadenmuskulatur erzeugt wird. Der Test ware in dem Fall
, 1 hompson-positiv‘, indem auf eine Verletzung der Achillessehne hingewiesen
wird [33].

Av A A

Thompson negativ Thompson positiv
Achillessehne intakt Achillessehnenriss

Abbildung 5: Thompson-Test — links negativ, rechts positiv [34].

Durch die Ultraschalluntersuchung (Sonographie) kénnten die Lokalisation der
Sehnenruptur und der Abstand der beiden freien Sehnen-Enden ermittelt
werden. Die Durchfihrung einer Rontgen-Untersuchung wird zum Ausschluss

von knochernen Verletzungen oder besonders von einem knochernen
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Achillessehnenausriss benutzt. Bei einer eingeschrankten Beurteilbarkeit im
Ultraschall, bei einem unklaren Befund (haufig bei alteren Teilrupturen) oder zur
Beurteilung der Sehnenqualitat fir eine genaue operative Planung kommt die
Kernspinntomographie (MRT) als passende Untersuchungsmethode vor [35].
Die folgende Abbildung (Abb. 6) veranschaulicht die unterschiedlichen

Untersuchungen.

Abbildung 6: A. Rontgenbild zum Ausschluss kndcherner Verletzung B.
Achillessehnenruptur in der Sonographie: Kontinuitatsunterbrechung (Blauer Pfeil) [36]
C. Kernspintomographie einer gerissenen Achillessehne (Roter Pfeil) [37].

1.3.5 Anatomie des Mausunterschenkels

Mit seinen knochernen Strukturen ahnelt der Mauseunterschenkel (Abb. 7) dem
menschlichen Unterschenkel. Beim Vergleich zeigt sich die Besonderheit bei der
Tibia und Fibula, die proximal und distal verwachsen sind und somit
gegeneinander unbeweglich. Am distalen FuRanteil sind alle funf Zehen
vorhanden und gut ausgebildet. Im Unterschied zu dem menschlichen Fuf} sind

Os metatarsale | und Os tarsale | verschmolzen. Dadurch ist die erste Zehe
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kirzer als die anderen. Im dorsalen Anteil des Mauseunterschenkels befinden
sich der kleine M. plantaris, der deutlich prominente M. gastrocnemius mit seinen
medialen und lateralen Kopfen und M. soleus. Der M. gastrocnemius (Caput
mediale und Caput laterale) und der M. soleus verlaufen in der Achillessehne
analog wie bei den Menschen zusammen und setzen sich an den Os calcaneus
an. Interessanterweise ist die gesamte plantare Flache des Mauseful3es bis zum
Tarsalgelenk haarlos, was darauf hinweist, dass die Maus ein Sohlenganger ist
[38].

. Femur

Tibia

Fibula

Patella

. Calcanecus

M. triceps surae
. Achillessehne

NeUmE W

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Anatomie des hinteren
Mauseunterschenkels (erstellt mit Paint 3D, 2015-2018 Microsoft Corporation ©).

1.4 Sehnenpathologie, Epidemiologie der Achillessehnenruptur, Therapie

Durch die zunehmende Lebenserwartung, die immer steigende Bedeutung der
sportlichen Aktivitaten und die Mobilitat in der menschlichen Lebensweise
beweisen sich die Sehnenrupturen und die Tendinopathien als eine haufige, nicht
suffizient behandelbare klinische und finanzielle Herausforderung. Die Sehnen
haben eine geringere naturliche Heilungskapazitat und die benutzten
Rekonstruktions- und Regenerationsmethoden in der Chirurgie, Orthopadie und
Physiotherapie bieten unzufriedenstellende Ergebnisse in langer Sicht bei den
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Patienten an. Nicht selten genesen die Sehnen nach einem pathologischen
Ereignis ohne Wiederherstellung ihrer primaren, kompletten Zugkraft, Festigkeit

und Funktionalitat.

1.4.1 Sehnenpathologie

Die Sehnen besitzen eine niedrigere Zelldichte, was eine wichtige Rolle fir ihren
Elastizitatsverlust und die Rupturneigung vermutlich spielt [8]. Die degenerativen
Sehnenerkrankungen besitzen eine relativ hohe Pravalenz, v.a. beim
zunehmenden Alter oder bedingt angesehen, bei einer erhohten
Sehnenbelastung, wie bei den Sportlern. Die degenerierten Sehnen kénnen im
Verlauf bereits bei einer geringeren Gewalteinwirkung rupturieren. Die
Hauptbedingungen, die die Sehnen beeintrachtigen, sind Tendinitis und
Tendinosis. Die Tendinitis ist mit einer inflammatorischen und schmerzhaften
Klinik verbunden, wobei sie mit langsamen progredienten
Degenerationsprozessen verwandt ist [39]. Es wurde vermutet, dass diese
Krankheitsbedingungen selten spontan und durch einzelne Faktoren verursacht
werden. Sonst sind sie durch eine Vielfalt von pathophysiologischen Zustanden
hervorgerufen. Die Tendinosis wird v.a. durch mechanische Uberbeanspruchung
uber langerer Zeit pradisponiert. Die Tendinitiden scheinen einen
Zusammenhang mit den Entzindungen des naheliegenden Gewebes (Muskeln,
Synovia, GefaRe und Nerven) zu haben, wie autoimmune, osteogene oder
endogene bzw. bakteriamische Entzindungen. Die klinische Evidenz-basierte
Medizin und die Statistik geben an, dass einige Sehnen anfalliger fur
pathologische Veranderungen und Rupturen sind [8], [40]. Diese sind die
Sehnen der Rotatorenmanschette, Ligamentum tibialis posterior, die
Patellarsehne und die Achillessehne [8]. Fur die Sehnenpathologie spielen
sowohl intrinsische Faktoren wie Geschlecht, Alter, Sehnenanatomie,
Korpergewicht und systematische Erkrankungen, als auch extrinsische Faktoren
wie physische Belastung, sportliche Aktivitat, Berufs- und Umweltbedingungen
bzw. Laufflachen oder Schuhe [1], [41].

17



1.4.2 Epidemiologie der Achillessehnenruptur und Therapie

Die Achillessehnenrupturen sind mit steigender Tendenz ein wichtiger Grund fur
die Verminderung der korperlichen Aktivitaten und die konsequente Minimierung
des sportlichen Verhaltens bei Patienten. Innerhalb der letzten Jahre ist die
Inzidenz in Deutschland an Achillessehnenrupturen auf ca. 20 000 Rupturen pro
Jahr gestiegen. Die betroffenen Patienten sind mit durchschnittlich ca. 49 Jahren
um 7 Jahre alter als 1994. Die Erklarung dafir ist in der steigenden
Lebenserwartung, dem steigenden Interesse an sportlichen Aktivitaten und in der
physischen Belastung bei den Patientengruppen Udber dem finfzigsten
Lebensjahr zu finden [42]. Insgesamt liegt die Inzidenz in den ndrdlichen Landern
(Nord Amerika, Europa) bei ca. 21,5 % [43]. Die Betroffenen sind meistens
Manner zwischen 45 und 55 Jahren [44]. Der Heilungsprozess der
Achillessehnenrupturen ist haufig langwierig und die Ergebnisse sind, subjektiv
und funktionell angesehen, nicht selten unzufriedenstellend [45]. Bis zu 80 % der
Patienten sind nach einer Achillessehnenruptur sportlich aktiv, aber weisen eine
wesentliche Muskelschwache und auch weiter verminderte Funktionalitat auf, die
mit einer Schwache im Gastrocnemius-Soleus-Komplex und dem
einhergehenden Kraftverlust der Plantarflexion im Vergleich zur gegenseitigen
Extermitat verbunden sind [46]. Die operierten Achillessehnen bendtigen fur die
Heilung eine ca. sechs bis acht Wochen lange postoperative Entlastung bzw.
spezielle Entlastungshilfsmittel und eine spezielle physiotherapeutische
Belbung fur ca. ein halbes Jahr postoperativ, was zum Verlust der notwendigen
Spannung in der Muskel-Sehnen-Einheit und somit zu einer Veranderung des
Gangpbildes fuhrt [47]. Der Ruckkehr zur sportlichen Aktivitat und die
Wiederherstellung der  prapathologischen  Belastungkapazitat werden

postoperativ selten erreicht.

Nach einer konservativen Behandlung oder einer chirurgischen Intervention ist
jedoch eine moglichst frihzeitige Mobilisation erwiinscht, um das Risiko von einer
Muskelatrophie und Thrombenbildung zu verhindern und um eine progrediente
Sehnenversteifung zu vermeiden. Gleich angefangene postoperative
konservative Mobilisierungseingriffe verursachen eine Ubermafige Zugkraft der
Sehne und dies erhdht das Risiko einer Rezidivruptur [48] und
Sehnenverlangerung [49], [50]. Um die Sehnenheilungsprozesse zu férdern, ist
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die postoperative Phase von grundlegender Bedeutung. Das Ziel ist die
frihzeitige ~ Verbesserung der Plantarflexionskraft,  Steigerung  der
Gastrocnemiusmechanik und eine adaquate Kraft-Langen-Beziehung, oder die
optimalen tiefen und oberflachlichen Plantarsynergisten zu aktivieren [51], [52].
Es besteht jedoch kein Konses darlber, welche Operationstechnik am besten
geeignet ist. Eine frUhe physiotherapeutische Rehabilitation leistet aber die
passenden postoperativen Bedingungen, damit diese Veranderungen begunstigt
werden konnten. Der Grad des Risikos flr eine Rezidivruptur und
Sehnenverlangerung hangt von der Pravention des klinischen Versagens ab, d.h.
Sehnenendtrennung tber 5 mm, was durch das Reparaturdesign beeinflusst wird
[50]. Die offenen Bunnell, Krackow- oder Kirchmayr-Kesslertechniken sind die
standardisierten  chirurgischen Eingriffe, die eine offene operative
Gewebedissektion und Erweiterung des Eingriffs beinhalten [53]. Diese Technik
verwendet ein Naht-Design an den lateralen Randern der Sehnenenden, um die
Strange zu befestigen, und bringt die Sehnenenden bis zur kompletten
Apposition naher, indem sie die freien Enden festzieht und bindet [54]. Der
perkutane Eingriff, Dresdenertechnik genannt, erfolgt durch das zu diesem
Zweck angewendete Instrumentarium und die Sehnennaht. Gezielt wird, das
Paratenon zu bewahren und auf diese Weise die Sehnenheilung zu verbessern.
Wird die Rupturregion bei der Operation eréffnet, wird von kombinierten offen-
perkutanen Techniken (z.B. Hannoveraner Technik) gesprochen. Jedoch bietet
die operarive Versorgung einer Achillessehnenruptur keine komplette
Wiederherstellung der Sehne. Trotz des etablierten operativen Verfahrens und
der postoperativen Physiotherapie konnte die Rupturrezidivrisiko nicht gesenkt
werden.

Wahrend viele Sehnenverletzungen akut sind, ist eine sehr gro3e Anzahl davon
chronisch, die durch degenerative Prozesse verursacht ist [55]. Die Reparatur
fuhrt meistens zur Bildung von fibrovaskularen Narben,
Adypozytenablagerungen oder heterotoper Ossifikation. Verglichen mit der
gesunden Sehne werden die groben histologischen oder mechanischen
Eigenschaften der operierten Sehne selten erreicht [56], [57]. Die genauen
Mechanismen der Matrixregeneration, der postoperativen
Gewebewiederherstellung und der anschlielienden Reparaturprozesse bleiben
weitgehend unbekannt [16].
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1.5 Zielsetzung

Die Rolle von TNMD als Schlisselprotein flr die Sehnenproliferation wurde bis
heute nicht ausreichend untersucht. Ziel dieser experimentellen, in-vitro Studie
ist die biomechanische Analyse und der Vergleich des Ausreil3verhaltens der
Achillessehnen von Tnmd-Knock-Out-Mausen als Versuchsgruppe und

Wildtypmausen als Kontrollgruppe.

Wir stellten die Hypothese auf, dass sich Unterschiede hinsichtlich der
AusreilRkrafte und des Rupturverhaltens zwischen den Tnmd-Knock-Out-
Mausen und den Wildtyp-Mausen ermittelt werden konnten. Diese Studie wurde

randomisiert und als Doppel-Blindstudie durchgeflhrt.

Folgende Fragen sollten im Zuge dieser Arbeit beantwortet werden:

1. Unterscheidet  sich die maximale  AusreilBkraft der beiden

Achillessehnengruppen bei den biomechanischen Dehnungsversuchen?

2. Gibt es Unterschiede der Primarstabilitat der Gruppen hinsichtlich des

Elastizitatsmoduls?

3. Welche weiteren Faktoren beeinflussen das AusreiRverhalten der Versuchs-

und Kontrollgruppe biomechanisch?
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2. Material und Methoden

2.1 Die Praparate

In der biomechanischen Testung wurden dreizehn Achillessehnenpaare, bzw.
insgesamt 12 Mauseachillessehnen (Wildtyp- und Heterozygote Tieren) und 14
Tnmd-Knock-Out-Mauseachillessehnen sowie sechs weitere
Achillessehnenpaare zur Optimierung und Etablierung eines standardisierenden
Testverfahrens an der Zwick—Universalprufmaschine (Modell Z010/TN2A, Fa.
Zwick, Ulm, Deutschland) in Blindstudie und randomisiert analysiert (Abb. 8 A).
Das Tenomodulin Gen ist im X-Cromosom lokalisiert, d.h. folgende genetische
Kombinationen kommen vor: bei den Tieren weiblichen Geschlechts X*X* (WT),
X*X (Heterozygot), XX (KO) und bei den Tieren mannlichen Geschlechts X*Y
(WT) und XY (KO). Es muss darauf hingewiesen werden, dass keine
Genprodukte bei den heterozygoten Tieren weiblichen Geschlechts durch die X-
Chromosome-Inaktivierung haufig erstellt werden und somit kdnnten sich diese
Tiere wie Tnmd-KO verhalten bzw. werden die Tnmd-Allele aufgrund der
Methylierung des X-Chromosoms inaktiviert. Die Achillessehnenpraparate von
den Wildtyp- und Heterozygote-Mausen und Tnmd-Knock-Out-Typ-Mausen flr
die Vorversuchsphase und die Testungsphase stammen von speziell
gezuchteten Mausen vom Typ C57BL/6. Die beiden Gruppen von Praparaten
(Hinterextremitaten) wurden paarweise vor der Testphase enthommen und uns
vom Labor der Klinik fir Allgemeine, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie,
Campus Innenstadt der Universitat Minchen zur Verfugung gestellt. Von den
insgesamt zwolf Wildtyp- und Heterozygote-Achillessehnen waren zehn (funf
Testmause) weiblichen Geschlechts (Heterozygot; Hinweis: diese Tiere kdnnen
sich wie Tnmd-KO verhalten) und zwei (eine Testmaus) mannlichen
Geschlechts. Bei den Knock-Out-Mausesehnen waren von insgesamt vierzehn
Achillessehnen zwolf (sechs Testmause) weiblichen Geschlechts und zwei (eine
Testmaus) mannlichen Geschlechts. Die Tnmd-Knock-Out-Mauslinie wurde
durch ein standardisiertes Verfahren nach Docheva et al. [14] gewonnen. Es
wurde cDNA von TNMD-Protein benutzt, herausgehend aus mauslicher Phage,

um eine kunstliche chromosomale Datenbank herzustellen. Zwei Genfragmente
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wurden subkloniert, sequentiert und in einem Vektor impliziert. Dieser Vektor
wurde in embryonalen Stammzellen elektrophoriert. Ausgewahlte Stammzellen
wurden in mausliche Blastozysten injiziert, um Keimbahnchimaren zu generieren.
Diese wurden anschliefend in C57BL/6 weiblicher Mause befruchtet. Danach
wurde eine Genotypisierung durch Southern Blot durchgefihrt. Die Tiere wurden
im 5. Lebensmonat mit CO2 euthanasiert und die Sehnenpraparate wurden direkt
nach Euthanasie der Versuchstiere innerhalb von 24 Stunden post mortem zur
Gewinnung vom ganzen Ful3-Sehnengewebe seziert bzw. wurde eine en bloc-
Resektion der muskulotendinésen Struktur gemeinsam mit Os Calcaneus grob
durchgefuhrt (Abb. 8 B). Die Praparate wurden im Labor der Klinik fur
Allgemeine, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie, Campus Innenstadt der
Universitat Munchen enthommen und bis zur biomechanischen Testung in einer
Gefrierkammer bei -20 °C in phosphatgepufferter Kochsalzlésungkryokonserviert
[58]. Wie der Abbildung 8 B. (Abb. 8 B) zu entnehmen ist, wurde zu wenig Flache
vom Os Calcaneus bei der Gewebepraparation Ubriggelassen, weswegen eine

sichere Befestigung der Proben erschwert war.

I

m a  dm 4
Abbildung 8: A. Arbeitsplatz mit der Zwick-Universalprifmaschine zur Durchfiihrung
der biomechanischen Testung [59] B. C57BL/6—Mausepraparate mit Beschriftung der

anatomischen Hauptstrukturen: 1. M. Triceps surae, 2. Muskulotendindser Ubergang, 3.
Achillessehne, 4. Os Calcaneus.
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Die Transportierung wurde sowohl fur die Vorversuchspraparate, als auch fur die
Testpraparate in einem Styropor-Transportbehalter mit Trockeneis durchgefihrt
und sofort im Tiefkihlschrank im Universitatslabor fur Biomechanik &
Experimentelle Orthopadie der Orthopadischen Kilinik und Poliklinik, Campus
GrolRhadern gelagert. So wurden alle Proben die ganze Zeit im tiefgefrorenen
Zustand gehalten, um ihre physikalischen Eigenschaften unbeeinflusst zu
erhalten [60]. Jedes Sehnenpaar wurde einen Tag vor der biomechanischen
Testung bei Raumtemperatur ca. 23-24 °C aufgetaut. Es wurde darauf geachtet,
dass eine zeitliche Grenze von 24 Stunden zwischen dem Anfang des

Auftauprozesses und dem biomechanischen Test nicht Uberschritten wurde.

Nach dem Auftauen und vor der biomechanischen Testung wurden die Sehnen
von der restlichen Wadenmuskulatur freiprapariert. In dieser Praparationsphase
wurde darauf geachtet, dass keine muskulotendinése Faser im muskulésen Teil
der Mauseunterschenkel beschadigt wurde. Dieser Prozess wurde bei
Raumtemperatur mit regelmaRiger (circa jede 5. Minute) Anfeuchtung der
Strukturen mit 0,9 % NaCl-Lésung durchgefihrt. Um die Zeitamplituden zu
vermessen, wurde eine Alarmuhr benutzt. In der Zeit, die fur die Feinpraparation,
das Vermessen jedes Praparats und fir den biomechanischen Test gebraucht
wurde, wurde die zweite Sehne vorsichtig in eine Mullkompresse gewickelt und
in einer 0,9 % NaCl-Losungwanne reingelegt, um eine Austrocknung und

Beeinflussung der elastischen Eigenschaften vorzubeugen.

2.2 Die biomechanische Testung

Um ein standardisiertes Testprotokoll fur die biomechanische Testung der
Mauseachillessehnen zu erstellen, hatten wir weitere sechs Sehnenpaare in
Blindstudie und randomisiert getestet. Diese Achillessehnen wurden uns jeweils
vom Labor der Klinik fir Allgemeine, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie,
Campus Innenstadt der Universitat Manchen zur Verfigung gestellt. Daflr
nutzten wir den unterschiedlichen Aufbau der biomechanischen Testversuche fur
diese Sehnen. Mit der Vorversuchstestphase wurde darauf gezielt, mogliche

Fehlerquellen zusammenzufassen, zu erkennen und ein standardisiertes
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Testprotokoll zu erstellen. Die Praparation der Achillessehnen erfolgte vor der

Vorbereitung der Vorversuchstestphase.

2.2.1 Auswahl der Messsonde

FUr den korrekten ethischen Umgang mit den tierischen Praparaten ist es
essentiell, auf groRtmdgliche Datengewinnung pro Praparat zu achten. Die
Grole der Achillessehne (Mittelwert der Lange der Vorversuchsgruppe ~4,041
mm, Mittelwert des Durchmessers der Vorversuchsgruppe ~1,1 mm) der
Mausepraparate und die Durchfihrung der Tests an einer unpassenden
Messsonde hatte zu systematischen Fehlern fuhren kdnnen. Deswegen war die
erste Frage, die passende Auswahl der Messsonde des Gerates und das
vermutliche Ausreil3kraftintervall zu finden, da keine ausreichende Information
Uber die biomechanische Testung von Mauseachillessehnen vom Typ C57BL/6
in der Fachliteratur vorhanden war. Ausgehend von dem Ergebnis der Rupturkraft
in Rattenversuchen [61], die bei 34.8 N lag, wobei die Rattenachillessehnen an
Durchmesser und Lange doppelt so grol3 als die Mausesehnen sind, haben wir
eine Messsonde (Model HBM Z6FD1; Zwick) mit einem Messbereich bis zu 100
Newton gewahlt. Laut Angaben des Herstellers verfugte die Messsonde Uber
eine Traversengeschwindigkeit von 0,001 bis 1000 mm/min
(Geschwindigkeitsgenauigkeit von < 0,0125 %) sowie eine relative
Messunsicherheit von 0,21 %. Die Handhabung der Universalpriufmaschine, die
Verfolgung des Testprozesses und die Auswertung der Experimente erfolgten
durch das Programm testXpert V12.1 (Zwick, Ulm, Deutschland). Das Programm

wurde auf einem PC mit Windows XP als Betriebssystem installiert.

2.2.2 Versuchsaufbau

Nach der Vorbereitung und dem Vermessen jeder einzelnen Testsehne wurden
vier circa 6 x 6 mm Sandpapierstlicke pro Achillessehne ausgeschnitten. Diese
wurden auf beiden Seiten des Testspraparats gegeneinander mithilfe von
Sekundenkleber Pattex 3g.-Henkel AG & Co. KGaA (Rohstoffbasis/ Inhaltstoff:
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Ethylcyanacrylat/ Thyxotroper Cyanacrylatklebstoff mit Mikro-Gummipartikeln)
aufgeklebt. Nur der knécherne Anteil distal des Os Calcaneus wurde am unteren
Sehnenrand geklebt, damit die Dehnbarkeit der Sehnen durch den
Sekundenkleber nicht beeinflusst wurde. Am oberen Sehnenrand wurde das
Sandpapier circa 5 mm liber dem muskulotendindsen Ubergang im Bereich der
Streifenmuskulatur geklebt. Zu diesem Zweck wurden anatomische Pinzetten
benutzt, mit deren Hilfe die kleinen Sandpapierstiicken positioniert wurden (Abb.
9) [62]. Der flissige und I6sungsmittelfreie Sekundenkleber (Pattex 3g.) besal}
einen stol3sicheren Dosierspender, sodass ein prazises und kontrolliertes
Auftragen beim optimalen Auslaufschutz ermdglicht wurde. In der
Herstellerbeschreibung des Sekundenklebers wurde angegeben, dass er keine
thermischen  Reaktionen verursacht und ein temperaturbestandiges
Wirkungsspektrum von (- 20 °C bis + 80 °C) aufweist. Auf diese Weise wurde
eine thermische Einwirkung der Sehneneigenschaften in Bezug auf Dehnbarkeit,
Elastizitat und Festigkeit vermieden. Nach der Beklebung der Sehne wurde die
5-minltige Wirkungszeit des Klebstoffs abgewartet. In dieser Zeit wurde jede

Sehne mittels Injektionsspritze mit Nadel mit einer NaCl 0,9 %-igen L&ésung

einmal angefeuchtet.

sa) ]

m\ \\h \ R

Abbildung 9: Darstellung des beschriebenen Vorgangs zum Versuchsaufbau mit
Nummerierung der Sehnenanteile. Der rote Pfeil zeigt den distalen, knéchernen Anteil
und der schwarze Pfeil den proximalen, muskulésen Anteil der Sehne. Mit 1. sind der M.
Triceps surae, mit 2. die Achillessehne und mit 3. Os calcaneus dargestellt.
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Die angefertigten Testpraparate und die darauf geklebten Sandpapierstlicke
wurden am proximalen (muskularen) Anteil mittels zwei Klammern (proximale
Klammerhalterung) an der Messsonde der Universalprufmaschine (Zwick Z 10)
gegeneinander verschraubt. Die Schrauben hatten keinen Kontakt zum Muskel.
Die Sehnenposition wurde durch den Drehvorgang der Schrauben nicht
beeinflusst. Der distale Teil der Sehne bzw. der kndcherne Fulteil (Os
calcaneus) wurde zwischen zwei beweglichen Schraubenklammern (distale
Klammerhalterung) ebenfalls an der Prifmaschine befestigt. Demnachst wurden
die Testsehnen durch prazise Einstellung an der Universalprifmaschine (Zwick
Z 10) bzw. an der beweglichen Traverse in der anatomisch korrekten Achse und

in der spannungsfreien Position ausgerichtet.

Nach der optimalen Positionierung des Praparats wurde der distale
Schraubenklammerteil mit zwei Werkzeugklemmen links und rechts an einer
Halterungsplatte am unteren unbeweglichen Teil der Universalprifmaschine
festgedreht. Die folgende Abbildung (Abb. 10) veranschaulicht eine positionierte

Achillessehne und den Aufbau der Befestigungsteile vor dem Dehnungsversuch.
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Abbildung 10: Darstellung der an der Zwick Z 10-Universalprufmaschine befestigten
Achillessehne. A. Traverse, B. Messsonde, C. Halterungsplatte. Der rote Pfeil zeigt die
Achillessehne in einer zugfreien Anfangsposition zwischen Klammerbacke proximal und
distal. Mit 1. sind die verschraubten Klammern am proximalen (muskularen) Rand der
Sehne zu sehen bzw. mit 2. der distale (knécherne) Teil mit den Schraubenklammern.

2.3. Konditionierung der Achillessehnen

Um die Simulation einer physiologischen Situation des Sehnenrisses zu
gewahrleisten, wurde eine zyklische ex-vivo Sehnenkonditionierung bei jedem
Praparat nach der Positionierung der  Achillessehne in  der
Universalprufmaschine Zwick Z10 und nach Angabe der Sehnenlange und des
Sehnendurchmessers durchgefihrt. Die Sehnenfibrillen wurden in Ruhe
geschlangelt aufgeraumt. Durch die Konditionierung konnten die Sehnenfibrillen
langst gerichtet werden. Somit konnte eine optimale Zugfestigkeit der
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Sehnenfibrillen erreicht werden. Die Konditionierung wurde aufgrund eines
etablierten Testprotokolls nach Ficklscherer et al. [63] durchgefuhrt. In dhnlichen
Versuchen aus unserem Labor fur Biomechanik und experimentelle Orthopadie
etablierten Ficklscherer et al. ein Testprotokoll zur Konditionierung von Sehnen

bei Dehnungsversuchen.

Far die Konditionierung wurde eine Vorspannung auf 0,2 N angelegt bzw. einen
Lastzustand, ab dem alle Proben beginnen, um eine Standard-Nulllast zu
definieren. Nach der Vorspannung und laut dem Protokoll wurde eine
Dehnungsrate mit einer Geschwindigkeit von 0,1 %/s ausgewahlt, um einen
optimalen und standigen Zug zu gewahrleisten und einen konsistenten
Lastverlauf flr jedes Praparat zu definieren [63]. Es wurden 5 Zyklen in
angespannter Position und 5 Zyklen in entspanntem Zustand fir 300 Sekunden
pro Zyklus durchgefuhrt (Abb. 11). Die Achillessehnen wurden am Anfang jeder
Konditionierungsphase mit einer 0,9 %-igen NaCl-Lésung angefeuchtet. Auf
diese Weise wurde ein Sehnenzustand angestrebt, der einer in vivo Situation vor
der Sehnenruptur moglichst nahekommt. Zur Prifung der Kraft und des
Elastizitatsmoduls beim Versagen wurde anschlieRend ein Test der konstanten
Dehnungsrate bis zum Versagen durchgefihrt. Nach dem Abschluss der
Konditionierung und des Zugversuchs bis zum Sehnenversagen wurden fur jede
Sehne Testprotokolle erfasst. Wir haben die TestXpert-Software (Version 12.1;
Zwick, Ulm, Deutschland) verwendet, um die Messungen aufzuzeichnen und die

Daten auszuwerten.
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Abbildung 11: Dargestellt sind die funf Konditionierungszyklen. Oben ist die
Standardkraft in Newton angegeben. Unten ist der Standardweg (Vordehnung) in
Millimeter gezeigt. Das grune Rechteck zeigt einen Konditionierungszyklus. Mit 1. ist der
Anfang der Anspannungsphase und mit 2. der Anfang der Entspannungsphase
dargestellt. Der schwarze Pfeil zeigt die Achillessehne bei der Anspannungsphase (300
s), der rote Pfeil zeigt die Achillessehne in der spannungsfreien Phase (300 s).

2.4. Messparameter

Fir den Test wurden folgende Werte und Parameter bestimmt. Die Bestimmung
der Sehnenlange und des Durchmessers wurde vor der Befestigung des

Praparates an der Universalprifmaschine durchgefthrt.

e Die Sehnenlange und der Sehnendurchmesser wurden mittels eines
digitalen Messschiebers (Messfehler nach Hersteller zwischen 0,01 mm
und 0,2 mm) gemessen. Jede Messung der Lange und des Durchmessers
wurde zweimal durchgefuhrt. FUr das Prufprotokoll wurde der Mittelwert
von den beiden Messungen genommen. Bei dem Ausmessen der Lange

wurde nur die tatsachliche Lange der Achillessehne berucksichtigt, ohne
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dass die Restmuskulatur, der muskulotendindse Ubergang oder der
kndcherne Anteil (Os calcaneus) miteinbezogen werden. Dann wurde der
Durchmesser mit dem Messschieber ausgemessen. Ebenfalls erfolgten
zwei Messungen des Durchmessers. Fur den Test wurde der Mittelwert
benutzt. Um eine Beschadigung der Strukturen beim Messvorgang
vorzubeugen, lag jedes Praparat im angefeuchteten Zustand auf einer
feuchten Mullkompresse. Der Messvorgang kann mit der Abbildung 12
(Abb. 12) veranschaulicht werden. Die protokollierten Messwerte wurden
fur jede Achillessehne ins Programm testXpert V12.1 (Zwick, Ulm,
Deutschland) eingetragen.

Abbildung 12: Schematische Darstellung der Messung von Sehnenlange (L)
und Durchmesser (D) mit einem Messschieber.

Maximale Ausrei3kraft (Fmax): Als maximale Ausreilkraft wird die
Maximalkraft in Newton bezeichnet, die erforderlich ist, um eine Ruptur

der Sehne bzw. das Materialversagen zu beobachten.

Das Elastizitatsmodul (E-Modul) beschreibt die Anderung der Form einer
festen Struktur bei einer ausgelbten Kraft an der Struktur bzw. das

proportionale Verhaltnis zwischen der Dehnung und der Spannung bei der
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linear-elastischen Verformung eines festen Korpers. Das E-Modul wurde

in Newton/mm? anhand der Formel: m = Ay/Ax = y2-y1/x1-x2 berechnet.

Es wurde darauf geachtet, dass sich die ausgewahlten Punkte fur x und y
nur auf der Parabel der elastischen Verformung befinden. Auf diese Weise
wurde gezielt, dass keine systematischen Fehler auf Grund der GroRRe der
Probesehnen durch das Software-Programm entstehen konnten. Zum
Ende jedes Zugversuches wurde jede Achillessehne an der
Universalprifmaschine weiter gedehnt, damit eine vollstandige
Durchtrennung der beiden Sehnenenden beobachtet werden konnte. Erst

dann wurde der tatsachliche Rupturort dokumentiert.

Sehnenrupturort: Als Sehnenrupturort (Abb. 13) wird der Sehnenanteil
bezeichnet, wo ein Riss bzw. Versagen der Sehne durch die ausgelbte
Zugkraft beobachtet wird. Der Rissort wurde an folgenden vier Punkten
bzw. von proximal nach distal wie folgt bestimmt: am muskulotendindsen
Ubergang, am proximalen Sehnenanteil, intratendinés (an der
Sehnenmitte) und am distalen Sehnenanteil (vor dem Sehnenansatz am

Calcaneus).
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Abbildung 13: Darstellung einer vollstdndigen Sehnenruptur am Ende des
Zugversuchs. Auf diesem Bild ist eine Ruptur im Bereich des distalen
Sehnenanteils zu sehen. (1. M. Triceps surae, 2. Achillessehne, 3. Os
Calcaneus).
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2.5. Statistik

Die statistische Datenerhebung, die Evaluation, die Signifikanzberechnung, die
Korrelationsanalysen und die graphische Darstellung der statistischen Daten
wurden mit GraphPad Prism statistical software, Version 6.01 (GraphPrism
Software, San Diego, CA) fur ungepaarte Stichproben durchgefuhrt. Zur
Signifikanzpriufung wurden hauptsachlich nicht-parametrische Testverfahren
benutzt. Von einer Normal- bzw. Gauliverteilung beziglich der verwendeten

Praparate konnte nicht ausgegangen werden.

Die Daten Uber die Sehnenlange und den Durchmesser, das E-Modul und die
maximale Ausreil3kraft wurden in Box-Plot-Diagrammen zusammengefasst,
dargestellt und durch einen ungepaarten t-Test ausgewertet. Damit konnte die
Differenz vom Mittelwert der Stichproben zum tatsachlichen Mittelwert der

Grundgesamtheit berechnet werden.

Zur Berechnung der Korrelationen wurden lineare Regressionsanalysen
angewendet. Fur die Berechnung der Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
(p < 0,05) als obere Grenze ausgewahlt. Mit den Korrelationsdiagrammen

wurden die Werte visualisiert.
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3. Ergebnisse

3.1 Sehnenlange

Die folgenden Diagramme stellten die statistische Zusammenfassung der

gemessenen Daten Uber die Sehnenlange dar.

Die Achillessehnen der Tnmd-Knock-Out-Mausen hatten eine mittlere
Sehnenlange von 4,575 mm (Standardabweichung o = 0,3136 mm) und lagen im
Intervall zwischen 4,100 mm und 5,200 mm. Die Achillessehnen der Wildtyp- und
Heterozygoten-Mausen hatten eine mittlere Sehnenlange von 4,638 mm
(Standardabweichung o = 0,2247 mm) und lagen im Intervall zwischen 4,200 mm
und 4,900 mm. Die folgende Abbildung (Abb. 14) veranschaulicht die
Sehnenlange der beiden Testgruppen. Es zeigte sich keine Signifikanz beim
Vergleich der Sehnenlange beider Mausegruppen, und der p-Wert betrug 0,5006.
Bei den Praparatenproben 9.1 und 9.2, die von den hinteren Extremitaten
gleichen Versuchstiers stammen, konnte die groRte Differenz in der Sehnenlange
mit ca. 0,7 mm beobachtet werden. Eine weitere deutliche Langendifferenz von
0,5 mm zwischen den beiden hinteren Extremitaten gleichen Versuchstiers

wurde bei Proben 11.1 und 11.2 gemessen.

Sehnenlange
Mann Whitney Test p= 0,5006

5.5+ 4,575 4,638
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Knock-Out Wildtyp/Heterozygote

Abbildung 14: Sehnenlange in mm, Knock-Out vs. Wildtyp/Heterozygote (Die roten
Punkte zeigen die Mause mannlichen Geschlechts) mit dem entsprechenden Mittelwert
fur die beiden Gruppen. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kénnen sich wie Tnmd-KO
verhalten.
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3.2 Sehnendurchmesser

Die Achillessehnen der Tnmd-Knock-Out-Mausen hatten einen mittleren
Sehnendurchmesser von 0,9179 mm (Standardabweichung o = 0,1539) und
lagen im Intervall zwischen 0,6500 mm und 1,200 mm. Die Achillessehnen der
Wildtyp/Heterozygoten-Mause hatten eine mittlere Sehnenlange von 0,8917 mm
(Standardabweichung o = 0,1412) und lagen im Intervall zwischen 0,7500 mm
und 1,200 mm. Der statistische Zusammenhang in Bezug auf den gemessenen
Durchmesser der Praparate wird mit dem folgenden Diagramm (Abb. 15)
verdeutlicht. Es zeigten sich keine statistischen Unterschiede zwischen den

beiden Gruppen mit p= 0,5993.

Sehnendurchmesser
Mann Whitney Test p= 0,5993
1.5+ 0,9179 0,8917
.
1.0 :o ®ee®
= 2 ce 00
£
0.54
0.0

Knock-Out Wildtyp/Heterozygote

Abbildung 15: Sehnendurchmesser in mm, Knock-Out vs. Wildtyp/Heterozygote (Die
roten Punkte zeigen die Mause mannlichen Geschlechts) mit dem entsprechenden
Mittelwert fUr die beiden Gruppen Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kdnnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.

3.3. Maximale AusreiBkraft (Fmax)

Die maximale Ausreil3kraft wurde in Newton (N) gemessen. Das
Ausreil3kraftintervall ergab Werte von 2,620 N und 19,490 N bei den TNMD-
Knock-Out-Mausepopulationen bzw. 4,120 N und 14,560 N bei der Wildtyp/
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Heterozygoten-Vergleichsgruppe. Die Mittelwerte betrugen 7,100 N in der ersten
Gruppe und 10,560 N in der zweiten. Der Mittelwert der Rupturkraft bei den
Tnmd-Knock-Out-Mausen lag bei 9,960 N (Standardabweichung ¢ = 5,110) und
9,878 (Standardabweichung o = 3,040) fur die Kontrollgruppe bzw.
Wildtyp/Heterozygoten-Mauseachillessehnen. Der p-Wert lag bei p = 0,9616.
Damit zeigten sich keine signifikanten Unterschiede beim Vergleich der
getesteten Sehnen von den beiden Mausegruppen. Das Box-Plot-Diagramm
(Abb. 16) stellt die gemessene maximale Ausreil3kraft bzw. die maximale
Zugkraft bis zum Versagen der Achillessehnen in den beiden Gruppen-TNMD-

Knock-Out-Mausesehnen und Wildtyp/Heterozygoten-Mausesehnen dar.

Maximale AusreiRkraft (Fmax)
Mann Whitney Test p= 0,9616
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Abbildung 16: Maximale AusreiBkraft in Newton, Knock-Out-Mause vs.
Wildtyp/Heterozygoten-Mause (Die roten Punkte zeigen die M&use mannlichen
Geschlechts) mit dem entsprechenden Mittelwert fir die beiden Gruppen. Heterozygote;
Hinweis: diese Tiere kénnen sich wie Tnmd-KO verhalten.

3.4. Elastizitatsmodul (E-Modul)

Die gemessenen Daten Uber das Elastizitatsmodul wurden in Newton/mm?
dargestellt. Die getesteten Knock-Out-Sehnen zeigten ein Elastizitatsintervall von
5,876 Newton/mm? bis zu 26,14 Newton/mm? und dieses der
Wildtyp/Heterozygoten-Kontrollgruppe wies Werte zwischen 4,121 Newton/mm?
und 32,59 Newton/mm? auf. Der Median ergab sich als relativ ahnlich in den
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beiden Vergleichsgruppen wie folgt: 14,05 Newton/mm? bei den Knock-Out-
Mausen und 12,40 Newton/mm? bei den Wildtyp/Heterozygoten-Mausen. Mit
einem Unterschied von 0,44 Newton/mm? lag der Mittelwert beim Vergleich der
beiden Gruppen bei 14,47 Newton/mm? in der Knock-Out-Population
(Standardabweichung o = 6,235) und 14,03 Newton/mm? in der Wildtyp/
Heterozygoten-Population (Standardabweichung o = 8,433). Der p-Wert betrug
p = 0,8797. In den beiden Gruppen konnte keine wesentliche, statistische
Signifikanz festgestellt werden. Das folgende Diagramm (Abb. 17)
veranschaulicht das Elastizitatsmodul beim Vergleich der beiden Testgruppen
bzw. TNMD-Knock-Out-Mausesehnen und Wildtyp/Heterozygoten-

Mausesehnen.

Elastizitatsmodul (E-Modul)
Mann Whitney Test p= 0,8797
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Abbildung 17: Elastizitdtsmodul in  Newton/mm?  Knock-Out-Mause vs.
Wildtyp/Heterozygoten-Mause (Die roten Punkte zeigen die M&use mannlichen
Geschlechts) mit dem entsprechenden Mittelwert fur die beiden Gruppen. Heterozygote;
Hinweis: diese Tiere kénnen sich wie Tnmd-KO verhalten.

3.5. Rupturort

Am Ende jedes Zugversuchs wurden die vollstandige Ruptur bzw. die
Rupturhohe der Achillessehne protokolliert. Der Rupturort wurde in vier Punkten
aufgeteilt bzw. von proximal nach distal wie folgt: muskulotendindser Ubergang

(MT-Ubergang), proximaler Sehnenanteil (proximal), Sehnenmitte

36



(intratendinds) und distaler Sehnenanteil (distal). Bei jedem getesteten Praparat
wurde der Durchtrennungsort fotografiert und ausgewertet. Bei den Knock-Out-
Achillessehnen rupturierten neun Sehnen im distalen Anteil, zwei intratendinds,
jeweils zwei im Bereich des muskulotendinésen Ubergangs der Sehne und eine
Achillessehne im proximalen Sehnenanteil. In der Wildtyp/Heterozygoten-
Mausegruppe rupturierten neun jedoch im distalen Sehnenanteil, eine Sehne im
Bereich der muskulotendinésen Ubergangszone und eine im proximalen
Sehnenanteil. Intratendinds konnte keine Ruptur in dieser Gruppe beobachtet
werden. Bei achtzehn der insgesamt sechsundzwanzig getesteten Sehnen
wurde eine Ruptur im distalen Sehnenbereich, zwischen dem anatomischen
Calcaneusansatz und dem intratendindsen Sehnenanteil beobachtet. In drei der
Achillessehnen befand sich der Rupturpunkt auf der HOhe des
muskulotendindsen Ubergangs. Zwei der Sehnen wurden im intratendindsen
Bereich rupturiert und bei drei getesteten Sehnen lag der Rupturpunkt im
proximalen Sehnenbereich unterhalb des muskulotendinésen Ubergangs und
oberhalb des mittleren Sehnenanteils. Die folgenden Balkendiagramme (Abb. 18
und Abb. 19) zeigen systematisch den Rupturort der getesteten Achillessehnen
von den beiden Mausgruppen bzw. Tnmd-Knock-Out-Mausen und

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen.

Knock-Out
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Abbildung 18: Rupturort der Knock-Out-Achillessehnen. Am haufigsten sind die

Sehnen im distalen Anteil rupturiert.
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Abbildung 19: Rupturort der Wildtyp/Heterozygoten-Achillessehnen. Am haufigsten

wird eine Ruptur im distalen Sehnenanteil beobachtet. Heterozygote; Hinweis: diese
Tiere kénnen sich wie Tnmd-KO verhalten.

3.6. Korrelation der AusreiBkraft zur Sehnenlange von Tnmd-Knock-Out-
Mausen

Bei den Knock-Out-Mausen (Abb. 20) konnten keine signifikanten Korrelationen
zwischen der maximalen Ausreil3kraft und der Sehnenlange bestimmt werden.

Es besteht kein Zusammenhang beim Vergleich der maximalen Ausreil3kraft und
der zunehmenden Sehnenlange.
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Abbildung 20: Korrelation der Ausreil3kraft zur Sehnenléange bei Knock-Out-Maus.
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3.7. Korrelation des Elastizitatsmoduls zur Sehnenlange von Tnmd-Knock-

Out-Mausen

Es bestand jedoch keine positive signifikante Korrelation bei den Knock-Out-

Mausen zwischen dem Elastizitat-Modul und der Sehnenlange. (Abb. 21)
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Abbildung 21: Korrelation des E-Moduls zur Sehnenlange bei Knock-Out-Maus.

3.8. Korrelation der AusreiBkraft zur Sehnenldange von

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen

Die Korrelation zwischen der AusreiRkraft und der Sehnenlange von
Wildtyp/Heterozygoten-Mausen war nicht signifikant (Abb. 22). Hinweis zu
Heterozygoten-Mausen: diese Tiere kdnnen sich wie Tnmd-KO verhalten. In
Anbetracht der Korrelation zwischen der Ausreil3kraft und der Sehnenlange von
Knock-Out-Mausen lasst sich das Ergebnis ermitteln, dass die Ausreil3kraft

unabhangig von der Sehnenlange ist.
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Abbildung 22: Korrelation zwischen der Ausreillkraft und der Sehnenlange von

Wildtyp/Heterozygoten-Maus. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere konnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.

3.9. Korrelation des Elastizititsmoduls zur Sehnenlange von Wildtyp/

Heterozygoten-Mausen

Bei der Korrelationsanalyse des Elastizitatsmoduls gegenuber der Sehnenlange
der Wildtyp-Mause zeigte sich jedoch keine Signifikanz (Abb. 23). Beim
Vergleich der beiden Korrelationsanalysen zwischen dem Elastizitatsmodul und
der Sehnenlange der beiden Mausegruppen bzw. Tnmd-Knock-Out-Mause und
Wildtyp/Heterozygoten-Mause kann ausgegangen werden, dass das

Elastizitatsmodul unabhangig von der Sehnenlange der Praparate ist.

Wildtyp/Heterozygote

40 ?=0,01683, p = 0,3439
®
304
3
[ ]
2 20 .
1 & [ ]
w .
10- * .®
L ]
o e
D L] T T 1
3.5 4.0 4.5 5.0 5.5

Sehnenlidnge
Abbildung 23: Korrelation zwischen dem E-Modul und der Sehnenlange bei

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kdnnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.
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3.10. Korrelation der AusreiBkraft zum Durchmesser von Tnmd-Knock-
Out-Mausen

Es zeigte sich bei den Knock-Out-Mausen keine signifikante Korrelation

zwischen der Ausreil3kraft und dem Durchmesser der Praparate (Abb. 24).
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Abbildung 24: Korrelation der Ausreil3kraft zum Sehnendurchmesser bei Knock-Out-
Maus.

3.11. Korrelation des Elastizitaitsmoduls zum Sehnendurchmesser von

Tnmd-Knock-Out-Mausen

Die Korrelationsanalyse zwischen dem Elastizitatsmodul und dem

Sehnendurchmesser ergab jedoch keine Signifikanz (Abb. 25).
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Abbildung 25: Korrelation des E-Moduls zum Sehnendurchmesser bei Knock-Out-
Maus.
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3.12. Korrelation der AusreiBkraft zum Sehnendurchmesser von

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen

In der Korrelationsanalyse der Ausreil3kraft und des Sehnendurchmessers von
Wildtyp/Heterozygoten-Mausen (Abb. 26) lasst sich jedoch keine Signifikanz
feststellen. Daher ist es beim Vergleich der Korrelationsanalysen von den beiden
Genotypgruppen bzw. Tnmd-Knock-Out-Mausen und Wildtyp/Heterozygoten-
Mausen zu vermuten, dass die maximale Ausreilkraft beim zunehmenden

Sehnendurchmesser keinen signifikanten Zusammenhang hat.
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Abbildung 26: Korrelation zwischen der Ausreil3kraft und dem Sehnendurchmesser von
Wildtyp/Heterozygoten-Maus. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kdnnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.

3.13. Korrelation des Elastizitatsmoduls zum Sehnendurchmesser von

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen

Es konnte keine Signifikanz in der Korrelationsanalyse zwischen dem
Elastizitatsmodul und dem Sehnendurchmesser von Wildtyp/Heterozygoten-
Mausen (Abb. 27) ermittelt werden. Dieses Ergebnis beim Vergleich der beiden
Korrelationsanalysen von Knock-Out-Mausen und Wildtyp/Heterozygoten-
Mausen lasst die Vermutung zu, dass das Elastizitatsmodul keinen statistischen

Zusammenhang mit der Zunahme des Sehnendurchmessers hat.

42



Wildtyp/Heterozygote

40+ ¥ =0,03834, p = 0,5419
L ]
30
=
'g L ]
204
= * . .
w .
104 g °
I
L ] [
0 L] T T 1
0.6 0.8 1.0 1.2 1.4
Sehnendurchmesser

Abbildung 27: Korrelation zwischen dem E-Modul und dem Sehnendurchmesser bei
Wildtyp/Heterozygoten-Mausen. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kénnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.

3.14. Maximale AusreiBkraft vs. Elastizitatsmodul

Um den statistischen Zusammenhang zwischen der maximalen Ausreil3kraft und
dem Elastizitatsmodul zu veranschaulichen, wurden Korrelationsanalysen in den

beiden Genotypgruppen durchgeflhrt.

3.14.1 Korrelation der maximalen Ausreifkraft zum Elastizitatsmodul von

Tnmd-Knock-Out-Mausen

Bei den Tnmd-Knock-Out-Achillessehnen konnte jedoch keine signifikante
Korrelation zwischen der maximalen Ausreil3kraft und dem Elastizitatsmodul
ermittelt werden (Abb. 28). Daher war aber der p-Wert mit p = 0,0285 als nicht
signifikant angenommen. So zeigte sich, dass die Elastizitat der Tnmd-Knock-

Out-Mause mit steigender Ausrei3kraft nicht proportional steigt.

43



Knock-Out-Maus

301 2= 0,2608 , p = 0,0285
®
L ]
E 20 ) ° .
0 ]
= - .
w4 % ®
- @
0 L] T T T 1
0 5 10 15 20 25

Ausreibkraft

Abbildung 28: Korrelation der maximalen Ausreil3kraft vs. Elastizitdtsmodul bei TNDM-
Knock-Out-Mausen.

3.14.2 Korrelation der maximalen AusreiBRkraft zum Elastizitatsmodul von

Wildtyp/Heterozygoten-Mausen

Nicht signifikant waren hingegen die Korrelationen von der maximalen
AusreilRkraft zum Elastizitatsmodul bei den Wildtyp/Heterozygoten-Mausen
(Abb. 29). Dieses Ergebnis lasst vermuten, dass die Elastizitat unabhangig von

der maximalen Ausreifl3kraft ist.
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Abbildung 29: Korrelation der maximalen Ausrei3kraft vs. Elastizitdtsmodul bei
Wildtyp/Heterozygoten Mausen. Heterozygote; Hinweis: diese Tiere kdnnen sich wie
Tnmd-KO verhalten.
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4. Diskussion

4.1. Allgemeines

Die Achillessehnenruptur bleibt weiterhin eine anspruchsvolle Problematik des
Bewegungsapparats, die eine lang anhaltende Therapie, Rehabilitation und eine
hohe Patientencompliance verlangt. Haufig ergibt sich fur die Betroffenen ein
nicht zufriedenstellendes Ergebnis. Obwohl die chirurgische Versorgung
meistens indiziert wird, stellt die Achillessehnenruptur eine grofe
Herausforderung in der orthopadischen Chirurgie dar. Nicht nur die
Operationstechnik, die postoperative Nachsorge und Rehabilitation sind fur das
Endergebnis ausschlaggebend, sondern auch die Biologie der Achillessehne.
Viele Studien beschaftigen sich mit den pathologischen Voraussetzungen der
Sehnenpathologie auf molekularer Ebene bzw. mit Proteinen, wie z. B. das
TNMD-Protein, die eine Rolle in der Sehnendegeneration spielen. Daher ist es
unerlasslich, Sehnen mit einer vermuteten genetischen Pathologiepradisposition
biomechanisch zu untersuchen, um die etablierten MalRnahmen in der Medizin

vergleichen und verbessern zu konnen.

Die Hypothese, dass ein deutlicher Unterschied des Rupturverhaltens bzw. der
maximalen Ausreil3kraft und des Elastizitatsmoduls bei der biomechanischen
Testung der Tnmd-Knock-Out-Mauseachillessehnen und der
Wildtypmauseachillessehnen ermittelt werden konnte, wurde unter unseren
experimentellen Bedingungen nicht bestatigt. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigen, dass die Achillessehnenpraparate der beiden Mausegruppen (Tnmd-
Knock-Out-Mausesehnen und WT/Heterozygote-Mausesehnen) mit der von uns
verwendeten Methode vergleichbare Primarstabilitat und Ausreillverhalten
zeigten. Folgende Aspekten missen trotzdem bertcksichtigt werden: 1)
Biologische Unterschiede (Geschlecht und Genotyp) und 2) Technische
Limitationen (Apparatur, Messung, Sensitivitat, Probenpraparation). Wie bereits
unter Punkt 2.1. erwdhnt wurde, ist das Tenomodulin Gen im X-Cromosom
lokalisiert. Bei Tieren weiblichen Geschlechts, die urspringlich als WT
charakterisiert wurden, wurde festgestellt, dass es sich um heterozygote Tiere

handelt. Durch X-Chromosom-Inaktivierung werden keine Genprodukte erstellt
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und somit verhalten sich diese Tiere wie Tnmd-Knock-Out. Deswegen kdnnten
die Ergebnisse in der Kontrolgruppe WT/Heterozygoten-Mausesehnen von dem
oben gennanten Phanomen stark beeinflusst und die Unterschiede zu Tnmd-KO
nicht detektierbar werden. Flr eine zuklnftige Analyse ist es sehr wichtig, Tnmd
Transckript und TNMD-Protein in den Heterozygoten genau nachzuweisen. In
der Studie von Docheva et al. [14] wurde die Rolle von Tnmd als Regulatorgen
fur die Tenozytenproliferation und die Sehnenreifung beschrieben. Dex et al. [21]
zeigen, dass die Tnmd-Knock-Out-Mause im Vergleich zu Wildtypmausen eine
verminderte Mobilitat, Trainingsleistung aufweisen. Auf Nanoebene zeigte AFM
data klare Unterschiede zwischen den Genotypen. Die Achillessehnen der Tnmd-
KO Tiere hatten ein signifikant hoheres Elastizitatsmodul. Auf mikroskopischer
Ebene besteht auch ein deutlicher Unterschied des Sehnenapparates bei den
beiden Achillessehnengruppen, bedingt durch den Tenomodulinmangel. Die
Transmissionselektronmikroskopie zeigte eine pathologische Verdickung der
Kollagenfibrillen von Tnmd-KO Tieren, ein Anzeichen von einer fruhzeitigen
Alterung. Die meisten Studien Uber das TNMD-Protein wurden v.a. auf
molekularer Ebene bzw. in Zellkulturen durchgefuhrt [14], [16], [20]. Die
biomechanische Stabilitdt der Tnmd-Knock-Out-Mauseachillessehnen und der

Wildtypmauseachillessehnen wurde bis dato kaum untersucht.
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4.2. Diskussion der Materialien und Methoden

4.2.1 Versuchsaufbau

Die Achillessehne ist die grote und die starkste Sehne im menschlichen Kérper
[64]. Sie ist auch die am haufigsten verletzte Sehne der unteren Extremitaten
[65]. Bei den getesteten Mausen stellt die Achillessehne auch die grofte
ligamentare Struktur der unteren Extremitaten dar. Wie Franz-Viktor Salomon in
der Anatomie flr die Tiermedizin [38] beschreibt, sind die Mause Sohlenganger
wie die Menschen. Daher lasst sich vermuten, dass die Achillessehnen der
Mause ahnlicherweise einem standigen mechanischen Stress ausgesetzt sind.
Die Mause sind jedoch vierbeinige Lebewesen. In unserer Studie kdnnte nicht
eruiert werden, inwieweit die Bewegungsgewohnheiten bzw. die Dominanz der
Belastung auf der einzelnen Extremitat die Achillessehneneigenschaften

beeinflusst.

Fir die Versuche wurden gefrorene Praparate in phosphatgepufferter
Kochsalzlésung benutzt. Hochstrat et al. [66] zeigten, dass vier Auftauen-
Einfrieren-Zyklen in phosphatgepufferter Kochsalzlésung zu einer signifikanten
Erhéhung des dynamischen E-Moduls und zur Schadigung der Vitalitat von
Sehnenzellen flhrte. Jedoch wurden keine Unterschiede bei der
biomechanischen Ergebnisse festgestellt und zwar zwischen Sehnen, die
einmalig in phosphatgepufferter Kochsalzlésung eigefroren wurden [66]. Ein
wiederholtes Auftauen und Einfrieren von Patellasehnen hingegen, wurde durch
Jung et al. [67] beschrieben. Es wurde beobachtet, dass kein groRerer Einfluss
auf die Primarstabilitat in diesem Prozess eintritt. Dieses Verfahren konnte als
eine gute Moglichkeit fiir das Lagern von Praparaten benutzt werden, die erst bei
spateren Versuchen gebraucht werden. In ahnlichen Studien wurde diese
Beobachtung bereits von Woo et al. [68] beschrieben und durch Goh et al. [58]
fur ein Mausemodell mit Tiefkihlung bis - 20 °C bestatigt. In der Literatur sind
sehr oft Versuche mit eingefrorenen Praparaten beschrieben [58], [60], [69]. Als
Vorteil in solchen Versuchen muss erwahnt werden, dass der Zeitpunkt fir das
Auftauen und Testen durch das Einfrieren von Kadaverpraparaten selbststandig

gewahlt werden kann und dass keine Abhangigkeit zum Zeitpunkt des Todes
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besteht. Durch die Aufbewahrung der Kadaverpraparate im gefrorenen Zustand
und die verlaufene Zeit zwischen der Euthanasie und der Testung konnten eine
intrastrukturelle Austrocknung und ein zellularer Wasserverlust trotz der
Kryokonservation und der externen Anfeuchtung bei den Ausreil3versuchen
behauptet werden. In unseren Versuchen wurde die 0,9%-ige NaCl-Lésung in
bestimmten zeitlichen Abstanden nur auflerlich appliziert, nicht aber auf
Mikroniveau in den Sehnen. Es soll weiter untersucht werden, ob andere
Ergebnisse hinischtlich der Primarstabilitit der Sehnen unter anderen

Testbedingungen zu erzielen sind [66], [70].

Post mortem verlieren die Zellrezeptoren ihre physiologischen Eigenschaften zu
den Elektrolyten und dem Wasseraustausch. Unsere Literaturrecherche konnte
keine eindeutigen Studien finden, die eine Veranderung der biomechanischen
Eigenschaften durch Testung in physiologischen feuchten Bedingungen von
genetisch selektierten Mausen beschreiben. Somit ist mit unserer Studie nicht
moglich zu eruieren, inwieweit eine hypothetische Veranderung des
interstetiellen ~ Wasserhaushaltes in  den Kadaverpraparaten  das

Ausreillverhalten beeinflussen konnte.

Backer et al. [71] untersuchen in ihrer Studie die Degenerationsraten durch
Ausmessen der Sehnendurchmesser an MRT-Bildern als Zeichen einer
vorbestehenden Tendinosis in schon rupturierten humanen Achillessehnen. Sie
wiesen nach, dass eine Erhéhung der Sehnendicke bzw. des
Sehnendurchmessers in allen an der Studie beteiligten Sehnenrupturen bestand.
Unsere Studie zeigt, dass keine statistischen Unterschiede zwischen der
Sehnenlange und dem Durchmesser in den beiden Testgruppen von
Achillessehnen makroskopisch bestehen. Es ist aber nicht auszuschlie3en, dass
auch post-mortem Faktoren die Sehnenanatomie und die physiologischen
Eigenschaften stark beeinflussen kéonnten. Aullerdem wurde festgestellt, dass
die Gewebeentnahme/-explantation der Praparate fur unsere Studie suboptimal
verlief, da Os Calcaneus zu kurz prapariert wurde. Die Mause fur unsere Studie
wurden im Labor geziichtet und aufbewahrt. Es bestand keine Auskunft Gber das
Bewegungsverhalten der Tiere und die Belastungsgewohnheiten der

Extremitaten als vierbeinige Tiere.

Auf zelullarer Ebene kdnnte die Expression und Hochregulation von TNMD auch

von mehreren anderen Faktoren und Proteinen im Zusammenspiel mit den TSPC
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beeinflusst werden [14], [16], [20], [21]. Bezlglich der relativ ahnlichen
Ergebnisse in unserer Studie konnte beim Vergleich des Ausreil3verhaltens von
beiden Achillessehnengruppen behauptet werden, dass multiple externe und
interne, auf molekularer Ebene existierende Faktoren bei der ex-vivo
biomechanischen Testung der Praparate wesentliche Einflisse auf die
Regulatorrolle von TNMD aufweisen. Bedingt durch das Studiendesign sind
daher die Einflussfaktoren auf die getesteten Achillessehnen nicht

auszuschliel3en.

4.2.2 Power-Analyse

Wie oben beschrieben, zeigte die Literaturrecherche Uber das TNMD-Protein,
dass das TNMD die Sehnenmorphologie und die Sehnenpathologie auf zellularer
Ebene tatsachlich beeinflusst. Die Hypothese in unserer Studie, dass es einen
Unterschied im Rupturverhalten bei der biomechanischen Testung von beiden
Achillessehnengruppen gibt, wurde nicht bestatigt. Vom Labor der Klinik flr
Allgemeine, Unfall- und Wiederherstellungschirurgie, Campus Innenstadt der
Universitat Minchen wurden 12 Wildtyp/Heterozygoten-Mause- und 14 Tnmd-
Knock-Out-Mause-Praparate zur Verfligung gestellt und biomechanisch getestet.
Um weitere mdgliche Fehlerquellen zu identifizieren, haben wir eine Power-
Analyse durchgefuhrt. Es ergab sich eine Power der Studie mit 1 - § = 0,23 bei
den getesteten Praparaten. Es zeigte sich, dass unsere Studie aufgrund der
Probenanzahl unterpowert ist. Die Power-Analyse wurde als post-hoc-Analyse
mit zwei unabhangigen Variablen durchgefihrt. Zum Zweck der Berechnung der
Studienpower wurde das Programm: G*Power (Version 3.1.9.7, Franz Faul,
Universitat Kiel, Deutschland 1992- 2020 ©) benutzt. Die weitere Analyse zeigte,
dass ca. finfundsechzig Achillessehnen pro Gruppe flr unser Studiendesign

bendtigt waren, um einen Wert (1- ) von 0,80 zu erreichen.
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4.3. Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Maximale Kraft bis zum Versagen bzw. zur Sehnenruptur

In unserer biomechanischen in-vitro Testung des Ausreilverhaltens der
Mauseachillessehnen haben sich jedoch relativ identische Ergebnisse bei dem
Vergleich der maximalen Ausreil3kraft von den beiden Testgruppen von ca. ~ 10
N ergeben. Es bestehen jedoch kaum Studien, die die Biomechanik der Tnmd-
Knock-Out-Mauseachillessehnen vom Labortyp C57BL/6 untersuchen. In dieser
Studie wurden alle sechsundzwanzig Achillessehnen nach der gleichen
Prifmethode untersucht. Die Muskelbelastung wurde durch die ausgelbte
Zugkraft bis zum Versagen simuliert. Zum Testen der Kraft beim Versagen wurde
danach ein Test mit konstanter Dehnungsrate bis zum Versagen durchgeftihrt
[63], [72]. Wang et al. auRern die Hypothese, dass alle Sehnen durch
unterschiedliche Prozesse steifer werden und durch diese Steifigkeit bei hohen
Belastungsraten groflere Muskelbelastungen auf den Knochen Ubertragen
konnen [73]. Wie auch Alberton et al. [20] und Dex et al. [21] beschreiben,
haben wir angenommen, dass die Knock-Out-Achillessehnen durch die
Abwesenheit von TNMD als Regulatorprotein nicht nur eine Anderung der
Sehnenarchitektur besitzen, sondern davon ausgehend, eine erhdhte Steifigkeit
aufweisen. Trotz der Unterschiede auf zellularer Ebene lasst sich bei den
getesteten Achillessehnen in dieser Studie in Anlehnung an der Hypothese von
Wang et al. [73] ausgehen, dass eine schnellere und direkte Ubertragung der
Zugkraft bei den Knock-Out-Achillessehnen aufgrund der erhohten Steifigkeit bei
den Zugversuchen stattfindet. Das kdnnte eine Erklarung flr die relativ gleichen
Ergebnisse beim Vergleich der maximalen Ausreil3kraft der beiden Testgruppen
sein. Diese Vermutung kann jedoch mithilfe einer groeren Anzahl an
Testpraparaten von Wildtyp und Knock-Out-Typ weiter geforscht werden. In ihrer
Studie untersuchten Matson et al. [74] durch hydraulische Zugversuche die
Elastizitat und die AusreilRkraft der Sehnen von sechs verschiedenen Muskeln im
Hinterbein von Wildtruthdhnen, um festzustellen, ob sich das Elastizitatsmodul,
die Zugfestigkeit und die AusreilRkraft unterscheiden. Es ergab sich, dass

insbesondere steifere Sehnen, starker sind, also hdhere Zugkraft bis zum
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Versagen besitzen. Dieser Zusammenhang ist auf einen eingeschrankten Wert
der Bruchdehnung zurtuckzufuhren, der sich zwischen den Sehnen
unterschiedlicher getesteter Muskeln nicht signifikant unterscheidet. Von der
genetischen Pradisposition der Tnmd-Knock-Out-Achillessehne ausgehend, die
eine hohere Steifigkeit besitzt, konnte diese Behauptung in unserer Studie nicht

bestatigt werden.

4.3.2 Einfluss der Sehnendehnung und des Elastizitatsmoduls

Die Materialfestigkeit bzw. die Sehnenfestigkeit kann mithilfe eines
standardisierten Spannungs-Dehnungs-Diagramms veranschaulicht werden
(Abb. 30). Die relative Langendehnung eines Materials, z.B. der Achillessehne
ist auf der x-Achse dargestellt. Auf die y-Achse wird die mechanische

Zugspannung (Zugkraft in Newton pro Querschnittsflache in mm?) aufgetragen.

Spannungs-Dehnungs-Diagramm

Rm
Rp

Bruch

Ag

Ao

o [N/mm?]

Ag A
€ [%]

Abbildung 30: Spannungs-Dehnungs-Diagramm (* Belastung; ** Entlastung).

Im Spannungs-Dehnungs-Diagramm ist die linear steigende Kurve in der
Elastizitatsgrenze zu sehen. Ab der Grenze der plastischen Dehnung (Rp)
beobachtet man in diesem Fall zusatzlich zu der reversiblen elastischen Dehnung
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noch eine irreversible plastische Dehnung bzw. Verformung des Materials der
Achillessehne. Durch die lineare Steigung in der Elastizitatsgrenze bis zur
Dehnungsgrenze (Rp) wird die Berechnung des Elastizitatsmoduls (E-Modul)
bzw. der Sehnensteifigkeit ermdglicht. Nach dem Hooke'schen Gesetz: E =
Ao/Ae konnte der Elastizitatskoeffizient (E-Modul) fur das jeweilige Material
errechnet werden. Es kdnnte noch beobachtet werden, dass der Querschnitt des
Materials ab dem Punkt des Einschnirungsbeginns bzw. nach dem Erreichen
der maximalen Zugfestigkeit (Rm) bis zum Versagen bzw. bis zum Erreichen der
Sehnenruptur kontinuerlich abnimmt. Die GleichmaRdehnung bzw. die

Rupturdehnung wird mit (Ag), und (A) auf der x-Achse bezeichnet.

Die Ergebnisse dieser Studie haben vergleichbare Werte des Elastizitatsmoduls
in den beiden Untersuchungsgruppen von Mauseachillessehnen ergeben. Die
Sehnen haben viskoelastische Eigenschaften, d.h. dass das elastische Verhalten
von der Rate der mechanischen Beanspruchung abhangig ist [73]. Wang et al.
[73] beschreiben, dass ein viskoelastisches Material, wie die Sehnen, bei
niedrigen Dehnungsraten mehr verformbar und bei hohen Dehnungsraten jedoch
weniger verformbar ist. In diesem Zusammenhang, um die Simulation einer
moglichst physiologischen Ruptursituation zu gewahrleisten, wurden alle
Testsehnen in unserer Studie in Zyklen konditioniert. Durch die Annahme, wie
Dex et al. [21] beschreiben, dass die Knock-Out-Achillessehnen deutlich
schlechtere qualitative Eigenschaften besitzen, haben sich in unserer Studie
keine wesentlichen Unterscheide beim Vergleich des Elastizitatsmoduls mit
einem Mittelwert in den beiden Gruppen um ~ 14 Newton/mm? ergeben. Die
Studie von Dex et al. [21] bestatigt auch die Hypothese, dass die Tnmd-
Regulatorrolle mechanosensibel ware. Daher soll angenommen werden, dass
ein linearer Zusammenhang zwischen der Expression von TNMD und der
mechanischen Belastung einer Sehne besteht [73]. Genau deswegen sollte
unbedingt Uberpruft werden, ob die explantierten Sehnen von Tieren weiblichen
Geschlechts und urspringlich als ,WT* kategorisiert, nicht tatsachlich
heterozygot sind und das Tnmd-Gen nur an einem Allel tragen. Der Effekt von
einer moglichen X-Chromosom-Inaktivierung sollte ernsthaft in Betracht gezogen
werden. Hannafin et al. [75] postulieren in ihrer in-vitro Studie mit caninen flexor
digitorum profundus Sehnen ohne genotypische Selektion, wie in dieser Studie,
dass der Stressentzug (verglichen wurden Sehnen mit und ohne zyklische

52



Zugbelastung innerhalb von 8 Wochen) insgesamt zu einer progressiven und
statistisch signifikanten Abnahme des Elastizitatsmoduls fuhrte. In-vitro-
Zugbelastungen von Sehnen Uber einen Zeitraum von 4 Wochen fuhrten zu einer
signifikanten Erhdhung des Elastizitdtsmoduls (93 % der Kontrolle) im Vergleich
zu diesem der spannungsarmen Sehnen (68 % der Kontrolle). Daher kann
angenommen werden, dass eine niedrigere Elastizitat, eine Erhdohung der
Steifigkeit und eine reduzierte maximale Ausreil’kraft zu erwarten waren.
Histologisch zeigten die Sehnen ohne zyklische Zugbelastung quantitative
Veranderungen in der Morphologie und in der Anzahl der Zellen sowie in der
Ausrichtung des Kollagens. Dex et al. beschreiben jedoch eine Veranderung der
Kollagenmikroarchitektur bei Tnmd-Knock-Out-Achillessehnen [21]. In unserer
Studie wurden die Sehnen nach dem identischen standardisierten Verfahren
konditioniert. Durch diesen Prozess sollten die Kollagenfibrillen langst gerichtet
werden, um eine optimale Elastizitat und Zugfestigkeit der Achillessehnen zu
erreichen. Hannafin et al. [75] zeigten noch, dass die Unterschiede der
Zugeigenschaften nicht mit einer Anderung des Wassergehalts des Gewebes
verbunden waren, aber vermutlich von der Anwesenheit einer lebensfahigen
Zellpopulation abhangen. Tote (azelullare) Sehnen zeigten in diesem in-vitro-
System keine Zunahme des Elastizitatsmoduls. Daher kdnnte ohne Annahme der
genetischen Regulationsfaktoren wie Tnmd angenommen werden, dass die post
mortem Faktoren, die Versuchsvorbereitungszeit und die Zeit von Euthanasie
bzw. Einfrieren und Auftauen sowie die unmittelbare erneute Zugbelastung in
unserer Studie einen Einfluss auf die biomechanischen Eigenschaften und die
Belastbarkeit der Sehnen bei den Zugversuchen ausiben. Diese Tatsache kann
auch als ein wesentlicher Storfaktor bei der biomechanischen Testung von
beiden Mausegruppen in unserer Studie betrachtet werden. Unsere
Beobachtungen zeigten auch, dass manche Sehnen, die von den linken und
rechten Extremitaten gleichen Versuchstiers stammen, einen wesentlichen
Unterschied in der Ausreil3kraft aufweisen. Ein schonendes Verhalten oder eine
erhdhte Bewegungsaktivitat kdnnte auch im Seitenvergleich zu unterschiedlich
intensiven Austreibungs-, Degenerations- und Atrophiezustanden fuhren. Weiter
ist zu erwahnen, dass jede Achillessehne mitsamt der proximalen und distalen
Klammerhalterung als Gesamtkomplex in unserer Studie zu betrachten ist. Das

Gesamtkonstrukt der Zugversuche war fur alle getesteten Sehnen identisch. Die
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Summe der Sehnendehnung und einer mdglichen minimalen Dislokation des
Konstruktes aufgrund der Zugkraft ist in einem nicht definierbaren
Zusammenhang zu beschreiben. Die isolierte Bestimmung der Sehnendehnung

bzw. der mdglichen Dislokation ist in diesem Testverfahren nich moglich.

4.3.3 Rupturlokalisation der getesteten Achillessehnen

Der Rupturort der Mauseachillessehne wurde in unserer Studie am Ende jedes
Zugversuchs nach der vollstandigen Durchtrennung durch den ausgeubten Zug
auf den Sehnenpraparaten markiert. Die Rupturorte wurden in vier Punkten wie
folgt protokolliert: Muskulotendinéser Ubergang, proximaler, intertendindser und
distaler Sehnenanteil. Zu erwahnen ist, dass der distale Punkt nicht im Bereich
des Sehnenansatzes auf dem Calcanues, sondern oberhalb des anatomischen
Ansatzortes entlang der Sehne zu beschreiben ist. Unsere Ergebnisse zeigen,
dass neun Achillessehnen vom Knock-Out-Typ und neun Achillessehnen vom
Wildtyp/Heterozygoten bzw. insgesamt achtzehn von sechsundzwanzig
getesteten Sehnen distal, d.h. zwischen dem intertendinésen Anteil
(Sehnenmitte) und dem anatomischen Sehnenansatzort auf dem Calcaneus

gerissen wurden.

Der menschlichen Achillessehne fehlt eine echte Synovialscheide. Die Sehne ist
vielmehr von einem Paratenon umhdllt. Fur die Blutversorgung der Sehne ist das
Paratenon groftenteils durch ein stark vaskularisiertes Areolargewebe an der
Vorderseite verantwortlich [76]. Die ubrige Blutversorgung der Achillessehne
wird proximal vom muskulotendinésen Ubergang und distal vom Knochen
abgeleitet. Aufgrund der Blutversorgung ist die Achillessehne in einem
Wassereinzugsgebiet zwischen der Sehnenmitte und kurz vor dem
Sehnenansatz am Calcanues verletzungsanfalliger [77]. Laut der Studie von
Gwynne-Jones et al. [78] kommt es in diesem Einzugsgebiet in etwa 75 % der
Falle zu einem Bruch. Daruber hinaus koénnen Risse an den anderen
Sehnenanteilen auftreten. Unsere Studie zeigt v.a. identische Ergebnisse mit
diesen der Forschungsgruppe von Gwynne-Jones et al. in Bezug auf den
Rupturort der Sehnen. Die statistischen Daten von Gwynne-Jones et al.

beziehen sich vorwiegend auf humane Achillessehnen von lebenden Menschen.
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Nichtdestotrotz muss in unserer Studie in Erwagung gezogen werden, dass die
Versuche ausschlieBlich an tierischen Kadaverpraparaten durchgefuhrt worden
sind. In unserer Studie besteht eine langere Zeit zwischen der Euthanasie der
Versuchstiere und der biomechanischen Testung der Achillessehnen, in der die
Sehnen kryokonserviert waren. Es ist umstritten, inwieweit eine stattgehabte
Durchblutung der Achillessehnen in unserem Fall eine Schlusselrolle fur das
Rupturverhalten der Sehnen in den beiden Genotypgruppen bei den
Zugversuchen spielen konnte. Das Fehlen von TNMD soll zu einer schlechteren
Sehnenmorphologie mit niedrigerer Zelldichte bei verletzten Sehnen fuhren.
Weiter soll das TNMD in solchen Sehnen in friheren Reparaturregionen die
Adipozytenakkumulation, die Adipozyten-verwandte Genexpression sowie die
Gefalproliferation aktivieren [16]. In unserer Studie kann keine Auskunft tber
die Mikroverletzungen der Sehnenpraparate wahrend der Aufbewahrung bis zur
biomechanischen  Testung sowie Uber stattgehabte Verletzungen,
Tendinopathien oder einen Degenerationsfortgang der Achillessehnen vor der
Euthanasie der Tiere eruiert werden. Alle Testpraparate wurden als intakt zum
Zeitpunkt der Versuche betrachtet. Aus unseren Ergebnissen konnte ermittelt
werden, dass die getesteten Mausepraparate in den beiden Genotypgruppen am
haufigsten an der gleichen Stelle, wie die Achillessehnen von lebenden
Menschen rupturieren. Ein direkter Vergleich mit den Faktoren, die eine Rolle fur

die in-vivo Achillessehnenruptur bei den Menschen spielen, ist aber unerlasslich.

4.3.4 Korrelationsanalysen

Die  makroskopische @ Ausmessung der Sehnenlange und des
Sehnendurchmessers in unserer Studie sowie die Korrelationsanalysen
zwischen der Sehnenldnge bzw. dem Durchmesser und der maximalen
Ausreil3kraft und dem Elastizitdtsmodul wurden durchgefihrt, damit verglichen
wird, ob die Regulatorrolle von TNMD bei der Differenzierung von TSPC und der
Proliferation von Tenozyten zu einer Differenz bezlglich der Anatomie,
Sehnendegeneration und der Sehneneigenschaften beitragen koénnte. Es
bestehen  geringe, nicht-signifikante, makroskopische, anatomische
Unterschiede in Bezug auf die Sehnenlange und den Sehnendurchmesser der
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Versuchstiere. In unserer Studie konnte aber nachgewiesen werden, dass diese
keinen Zusammenhang mit einer bestimmten Versuchsgruppe und keine
signifikante Korrelation mit der maximalen Ausreilkraft oder dem

Elastizitatsmodul haben.

In unseren Ergebnissen zeigt sich keine Korrelation zwischen der maximalen
AusreilRkraft und dem Elastizitatsmodul bei den Knock-Out-Achillessehnen und
den Wildtyp/Heterozygoten-Achillessehnen. Beim Vergleich der
Dehnungskurven der beiden Sehnentypen konnte kein wesentlicher Unterschied
eruiert werden, ob die Wildtyp/Heterozygoten-Achillessehnen eine bessere
reversible elastische Dehnung aufweisen. In dieser Studie wurde angenommen,
dass die Versuchssehnen von den beiden Mausepopulationen nur
makroskopisch unversehrt sind. Es war unmoglich, die Evaluation der
biologischen Alteration und die TNMD-Expressionsrate in den Kadaver-
Achillessehnen zu verfolgen. Es ware interessant zu sehen, wie die biologischen
Prozesse in vivo die biomechanische Stabilitdt der Knock-Out-Sehnen,
verglichen mit den Wildtyp/Heterozygoten-Sehnen im Laufe der Zeit beeinflussen

wulrden und ob dies zu einem signifikanten Unterschied flhrt.
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5. Zusammenfassung

Das Protein Tenomodulin besitzt einen wesentlichen Einfluss auf die Regulation
der TSPC-Differenzierung und der Tenozytenprolieferation in vivo. Unser
Wissensstand Uber die Rolle von Tenomodulin in der Sehnenpathophysiologie

und der Sehnenreparatur ist noch sehr begrenzt.

In dieser Studie wurden sechsundzwanzig Praparate von speziell gezlichteten
Mausen vom Typ C57BL/6-Wildtyp, Heterozygoten und Tnmd-Knock-Out-Typ
entnommen. Die Achillessehnen wurden im 5. Lebensmonat paarweise reseziert
und kryokonserviert. Die biomechanische Testung wurde in Blindstudie an der
Zwick-Z10-Universalprifmaschine durchgeflihrt. Bei jeder getesteten Sehne
wurden die Sehnenlange und der Sehnendurchmesser protokolliert. Nach der
Konditionierung der Sehnen erfolgte die maximale Zugbelastung der
Achillessehnen, bis eine Ruptur aufgetreten ist. Nach der vollstandigen
Durchtrennung der Achillessehne wurden der Rupturort, die maximale
AusreilRkraft in Newton und das Elastizitatsmodul protokollkonform dokumentiert.
Hinsichtlich der maximalen Ausreiskraft und des Elastizitatsmoduls konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Tnmd-Knock-Out-Sehnen und
den Wildtyp/Heterozygoten-Sehnen erhoben werden. Die getesteten Sehnen der
beiden Genotypen wiesen auch eine identische Sehnenlange und einen
Durchmesser auf. Die Tnmd-Knock-Out-Sehnen und die Wildtyp/Heterozygoten-
Sehnen rupturieren fast ausschlie3lich im distalen Drittel und selten proximal

bzw. im Bereich des musculotendindsen Ubergangs.

Das Ziel dieser Studie war die Untersuchung des biomechanischen
Ausreil3verhaltens von genetisch selektierten Tnmd-Knock-Out-
Mauseachillessehnen im Vergleich zu Wildtyp/Heterozygoten-
Mauseachillessehnen. Die Studie zeigte in-vitro keine wesentlichen signifikanten
Unterschiede in den Ergebnissen und in den statistisch vergleichbaren Werten.
Das Tenomodulin Gen ist im X-Cromosom lokalisiert. Es muss darauf
hingeweisen werden, dass keine Genprodukte bei heterozygoten Tieren
weiblichen Geschlechts durch X-Chromosom-Inaktivierung haufig erstellt werden
und dass sich diese Tiere dadurch wie Tnmd-KO verhalten. Zunachst bestatigen
die Daten unserer Studie die primare Stabilitat der Achillessehnen und geben
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keine Auskunft Uber die genetischen Faktoren, die in-vitro und in-vivo das
Ausreil3verhalten der Sehnen beeinflussen. Wir kdnnten nicht ausschliel3en,
dass auch diverse externe, sowie auch post-mortem Faktoren, die nicht genau
definierbar sind, bei der Uberpriifung der Sehneneigenschaften in den getesteten

Mausepopulationen in Frage kommen.

Um die biologischen Limitierungen und das Verstandnis Uber die
Pathophysiologie und die Regeneration des Sehnengewebes zu vertiefen, sollten

weitere Untersuchungen in diesem Bereich durchgefihrt werden.
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9. Anhang

Die getesteten Praparate, die uns vom Labor der Klinik fir Allgemeine-, Unfall- und
Wiederherstellungschirurgie, Campus Innenstadt der Universitdt Munchen zur
Verfligung gestellt wurden, wurden fir unsere biomechanische Testung randomisiert
nummeriert. Die Durchfihrung der biomechanischen Testung in unserem Labor fir
Biomechanik und Experimentelle Orthopadie der LMU Minchen, Campus Gro3hadern
erfolgte in Blindstudie, ohne Auskunft tber die Mausegruppe und das Geschlecht der
Praparate. Nach dem Abschluss der biomechanischen Versuche wurden uns die
endgultigen Daten in Bezug auf die getesteten Mauseachillessehnen, einschliellich
Geburtsdatum und Euthanasietag (beim vollendeten 5-monatigen Alter) mittgeteilt. Die

folgenden Tabellen stellen die gesammelten Daten Uber die getesteten Praparate dar.

9.1. Tabelle 1

Probe | Geburtsdatum Genotyp Geschlecht Euthanasietag
9.1 04.11.2015 Wildtyp m 04.04.2016
9.2 04.11.2015 Wildtyp m 04.04.2016

121 04.11.2015 Heterozygot f 04.04.2016
12.2 04.11.2015 Heterozygot f 04.04.2016
131 15.11.2015 Heterozygot f 15.04.2016
13.2 15.11.2015 Heterozygot f 15.04.2016
171 15.11.2015 Heterozygot f 15.04.2016
17.2 15.11.2015 Heterozygot f 15.04.2016
201 22.12.2015 Heterozygot f 22.04.2016
20.2 22.12.2015 Heterozygot f 22.04.2016
211 22.12.2015 Heterozygot f 22.04.2016
21.2 22.12.2015 Heterozygot f 22.04.2016
10.1 04.11.2015 K.O. m 04.04.2016
10.2 04.11.2015 K.O. m 04.04.2016
1.1 04.11.2015 K.O. f 04.04.2016
11.2 04.11.2015 K.O. f 04.04.2016
141 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
14.2 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
15.1 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
15.2 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
16.1 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
16.2 15.11.2015 K.O. f 15.04.2016
18.1 22.12.2015 K.O. f 22.04.2016
18.2 22.12.2015 K.O. f 22.04.2016
19.1 22.12.2015 K.O. f 22.04.2016
19.2 22.12.2015 K.O. f 22.04.2016
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9.2. Tabelle 2

Probe Lédnge | Durchmesser | OUP | Fmax | E-Modul Rissort
(mm) (mm) N (Nimm?)
9.1 4,90 1,2 | 0,245 | 7,04 4,121 | Proximal
9.2 4,20 09 | 0,210 | 13,61 11,883 | Proximal
121 4,40 095 | 0,220 | 6,97 17,196 | Distal
12.2 4,65 1,1 | 0,2325 | 11,71 17,278 | Distal
13.1 4,30 09 | 0215 | 4,12 5,977 | Distal
13.2 4,75 0,75 | 0,2375 | 11,29 4,260 | Distal
17.1 4,60 08| 0230 | 11,1 9,132 | MT-Ubergang
17.2 4,85 0,95 | 0,2425 7,0 23,430 | Distal
20.1 4,70 0,8 | 0,235 | 10,75 10,352 | Distal
20.2 4,75 0,8 | 0,2375 | 10,03 19,231 | distal
21.1 4,85 0,8 | 0,2425 | 10,36 12,914 | Distal
21.2 4,70 0,75 | 0,235 | 14,56 32,588 | Distal
10.1 4,20 0,85 | 0,210 | 6,36 6,746 | Distal
10.2 4,20 1,0 | 0,240 | 13,09 10,861 | Intratendinds
11.1 5,20 09 | 0,260 | 6,91 14,085 | Distal
11.2 4,70 0,85 | 0,235 | 2,62 5,876 | MT-Ubergang
14.1 4,35 1,05 | 0,2175 | 6,77 6,950 | Distal
14.2 4,90 1,1 | 0,245 | 7,29 14,018 | Distal
15.1 4,40 0,8 | 0,220 | 19,49 12,933 | Proximal
15.2 4,65 0,9 | 0,2325 | 6,76 9,232 | Distal
16.1 4,50 1,2 | 0,225 | 15,47 17,505 | MT-Ubergang
16.2 4,10 1,1 | 0,205 | 10,78 18,908 | Distal
18.1 4,90 0,65 | 0,245 | 16,91 23,134 | Distal
18.2 4,80 0,8 | 0,240 | 14,69 26,141 | distal
19.1 4,65 09 | 0,2325 | 6,80 16,438 | Intratendinds
19.2 4,50 0,75 | 0,225 | 5,50 19,766 | Distal
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