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1 Ziel der Dissertation

Muskelverletzungen zahlen insbesondere im Profisport zu den haufigsten
Verletzungen. Sie machen etwa ein Drittel aller Verletzungen im Profiful3ball aus [1].
Trotz dieser hohen Relevanz gibt es keine einheitlichen Empfehlungen bezuglich der
Therapie. Allerdings gibt es viele unterschiedliche Therapieansatze. Einer dieser
Therapieansatze nach Miuller-Wohlfahrt findet seit Jahren in der Sportmedizin
Anwendung und beinhaltet die Behandlung mit Actovegin- und Traumeel-Injektionen
[2]. Es gibt bis dato jedoch keine hinreichenden Studien, die den positiven Effekt dieser
Therapie wissenschaftlich belegen.

Anhand eines standardisierten Tiermodells sollen der Einfluss von Actovegin und
Traumeel S als Monopraparate und in Kombination auf die Heilung von strukturellen
Muskelverletzungen untersucht werden. Mit diesem Modell soll Uberprtft werden, ob
Actovegin und Traumeel S auch wissenschaftlich einen erfolgsversprechenden
Therapieansatz darstellen und ob die Wirkung der beiden Substanzen tatsachlich die
Muskelregeneration, wie klinisch vermutet, fordert.

Zur Untersuchung dieser Frage wurde im Rahmen der dargelegten Arbeit das im
Folgenden beschriebene Tiermodell (siehe Kapitel 2.2) etabliert. In diesem Modell wird
bei Ratten chirurgisch eine strukturelle Lasion des Musculus rectus femoris des
Musculus quadriceps femoris erzeugt und somit ein Muskelblndelriss simuliert. Im
Anschluss werden die Lasionen mit Actovegin, Traumeel oder physiologischer
Natriumchloridlésung in verschiedenen Tiergruppen behandelt und mit der
physiologischen Muskelheilung verglichen. An unterschiedlichen Zeitpunkten werden
Muskelproben enthommen. Ein Teil der dabei gewonnenen Muskelgewebsproben wird
zu histologischen Schnitten weiterverarbeitet. Dabei dient Hamatoxylin-Eosin-Farbung
(HE-Farbung) als orientierende Farbung. Es erfolgt eine mikroskopische Auswertung
der Schnitte.

Des Weiteren werden mit den gewonnenen Muskelgewebsproben Real-Time-
Polymerasekettenreaktionen (RT-PCR) durchgefuhrt und auf Faktoren hinsichtlich
stattfindender Muskelheilung untersucht (siehe auch Kapitel 2.3).

Das entwickelte in-vivo-Tiermodell soll die klinisch beschriebenen Heilungserfolge von
Actovegin und Traumeel S wissenschaftlich untersuchen und somit das Wissen
bezuglich der Beeinflussung der Muskelheilung der beiden Substanzen erweitern.
Diese Dissertation ebnete den Weg und war die Basis fur die Publikation

»Intramuscular Injection of Combined Calf Blood Compound (CFC) and Homeopathic
1



Drug Tr14 Accelerates Muscle Regeneration In Vivo® von Belikan, Nauth et al. im

“International Journal of Molecular Science”.



2 Literaturdiskussion

2.1 Bedeutung von Muskelverletzungen

Zerrung, Verrenkung, Prellung oder Faserriss - beinahe jeder Hobby- oder
Profisportler kennt diese Verletzungen und flurchtet sie. Sportverletzungen sind nicht
nur schmerzhaft und stérend, sondern stellen gerade im Berufssport auch eine
soziodkonomische Belastung fur die Betroffenen und deren Vereine dar. Insbesondere
im Leistungs- und Hochleistungssport kdbnnen sich Athleten bei verletzungsbedingten
Ausfallen aufgrund der finanziellen Einbul3en existenziell bedroht fihlen.

In einem mannlichen Profi-FuRballteam mit 25 Spielern kommt es im Durchschnitt pro
Saison zu 15 Muskelverletzungen. Dies fuhrt zu 223 versaumten Trainingstagen und
hochgerechnet zu 37 nicht absolvierten Spielen [1]. Beachtliche Zahlen, insbesondere
unter Berucksichtigung der Tatsache, dass die Kosten fur manche Spieler pro Saison
haufig im zweistelligen Millionenbereich liegen und in der Spitze bei Neueinkaufen
heutzutage bis zu dreistellige Millionensummen aufgewendet werden. Lange
Trainings- und Wettkampfpausen werden daher von Sportlern und Vereinen
geflrchtet.

Da Muskelverletzungen sowohl im Freizeit- als auch im Profisport zu den haufigsten
Verletzungen zahlen [1, 3], besteht seit Jahren ein hohes medizinisches Interesse an
deren Pravention und Therapie. Die physiologische Muskelheilung ist ein langsamer
Prozess und erfordert Zeit, die gerade im Hochleistungssport sehr oft nicht gegeben
ist. Zudem kann es bei nicht ausreichender Heilung bzw. fehlender Ausheilung an den

verletzten Arealen zu Wiederverletzungen kommen [4, 5].

Zur primaren, notfallmaRigen Therapie von Muskelverletzungen ist das PECH-Prinzip
(Pause, Eis, Kompression und Hochlagerung), auf Englisch auch RICE-Prinzip (Rise,
Ice, Compression, Elevation) allgemein akzeptiert. Diese Akuttherapie in der ersten
Phase der Verletzung wird im besten Fall schon direkt am Spielfeldrand von
Physiotherapeuten oder Arzten angewandt mit dem Ziel, eine intramuskulare
Einblutung zu minimieren, eine ausgepragte Schwellung zu verhindern, Schmerzen zu
lindern und somit eine allgemeine Sekundarverschlimmerung der Verletzung zu
vermeiden [6]. Daruber hinaus kommen regelmalig Antiphlogistika und
Physiotherapie zum Einsatz. Trotz stetig verbesserten Therapieformen dauert es
dennoch oft Wochen oder Monate, bis der Sportler wieder auf seinem ursprunglichen

Leistungsniveau belastbar und einsatzfahig ist.
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Zu Muskelverletzungen im Allgemeinen zahlen verschiedene Verletzungstypen,
sodass der Begriff ,Muskelverletzung® nur als Oberbegriff gilt. Zur Verbesserung der
Kommunikation unter Therapeuten gab es in den vergangenen Jahren viele Ansatze,
Muskelverletzungen zu klassifizieren. Nach Muller-Wohlfahrt lassen sich zwei

Hauptgruppen unterscheiden: funktionelle und strukturelle Muskelverletzungen [7].

Die Muskelheilung findet abhangig vom umgebenden Milieu im Verletzungsgebiet auf
zwei unterschiedlichen Wegen statt. Zum einen kann neues, funktionelles
Muskelgewebe entstehen, das in einer vollen Leistungs- und Funktionsrickkehr
resultiert. Vernarbt das Gewebe allerdings, entsteht ein minderwertigeres
Narbengewebe, welches nicht die eigentliche Funktion der Muskulatur erfullt. Die
fehlende Kontraktilitat und Elastizitat stellen eine mogliche Erklarung fur die hohe

Wiederverletzungsrate an identischer Stelle dar.

Die beste Therapieform von Muskelverletzungen wird trotz hohem wissenschaftlichem
Stand der Medizin vielfach diskutiert, da es kaum verlassliche oder evidenzbasierte
Studien zu dieser Thematik gibt. In der Hoffnung, die Heilung beschleunigen zu
konnen, werden von Sportmedizinern insbesondere im Profisport regelmalig
Praparate in die Verletzungsregionen injiziert. In diesem Zusammenhang kommen
auch Actovegin und Traumeel zur Anwendung. Der genaue Wirkungsmechanismus
von Actovegin und Traumeel ist bisher weitestgehend unerforscht. Trotz haufig
berichteter klinischer Erfolge bei der Therapie von Muskelverletzungen gibt es fur die
Anwendung dieser Agenzien keinen wissenschaftlichen Beleg. Es fehlen bis heute in
der Literatur randomisierte, prospektive, kontrollierte klinische Studien, um eine
allgemeine Therapieempfehlung fur oder gegen eine der angewendeten

Therapieformen aussprechen zu kdnnen.



2.2 Aufbau der Muskulatur

Grundsatzlich unterscheidet man drei Typen von Muskulatur: Skelettmuskulatur,
Herzmuskulatur und glatte Muskulatur. Alle Muskelarten folgen einem gleichen
Grundaufbau, unterscheiden sich jedoch feinbaulich und funktionell. Die kleinsten
Einheiten des Muskels sind die Myofilamente Aktin und Myosin. Aktin und Myosin sind
Proteine, die unter Anwesenheit von Calcium eine Kontraktion ermdéglichen. Diese
bilden die Myofibrillen. Myofibrillen wiederum liegen innerhalb des Endomysiums einer
Muskelfaser. Die Muskelfaser entspricht einer Muskelzelle. Muskelzellen sind durch
ein Perimysium zu Sekundarbundeln zusammengefasst. Viele Sekundarbundel bilden
das Tertiarblndel, welches von einem Epimysium umgeben ist und funktionell dem

gesamten Muskel entspricht [8].

Myofibrille ﬁi | \
Muskelfaser =

Muskelzelle 10-100um

Sarkomer
Basalmembran

Satellitenzelle

Zellkerne

Sekundarbtindel

Primarbtindel Z\ %

=

Muskelfaser =
Muskelzelle

Muskelfaser=
Muskelzelle

Sarkolemm

Myofibrillen

Zellkern

Perimysium Nerv mit

motorischen
\ Blutkapillare Endplatten Zell-
LA ; kerne
b \ Endomysium Sehne
Muskelfaszie Epimysium Endomysium
~__ Knochen mit Blutkapillaren

a o

Abbildung 1: Muskelquerschnitt mit bindegewebigen Hiillsystemen [8, 9]

Fur die hier vorliegende Arbeit ist die quergestreifte Skelettmuskulatur relevant,

sodass im Weiteren naher darauf eingegangen werden soll.



2.2.1 Skelettmuskulatur
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(=Zelle)

Myofibrille

Myosin-
filament

Aktin-
filament

Titin-

Myosinfilament
Aktinfilament |
|

s
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>
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Abbildung 2: Morphologische Organisation des quergestreiften Muskels [10]
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Die Skelettmuskulatur wird auch als quergestreifte Muskulatur bezeichnet, da sie
lichtmikroskopisch aufgrund der Anordnung der Filamente quergestreift erscheint.
Hauptelemente dieser Querstreifung sind die dunkle A-Bande (anisotrop) und die helle
[-Bande (isotrop).

Die dunkle A-Bande mit einer helleren, mittig gelegenen H-Zone bildet den Bereich, in
dem sich Aktin und Myosin Uberlappen. In der H-Zone liegt kein Aktin, sondern nur
Myosin vor. In der H-Zone befindet sich der dunklere M-Streifen, in dem die
Myosinfasern verankert sind. In der hellen I-Bande liegen die Teile der Aktinfilamente,
die nicht mit Myosin Uberlappen. Die Aktinfilamente sind in der Z-Scheibe verankert.
Die Skelettmuskelfasern sind funktionelle Synzytien mit randstandigen Zellkernen.
Zwischen Zellmembran und Basallamina liegen die Muskelstammzellen, die
sogenannten Satellitenzellen.

Entscheidend fur die Muskelfunktion ist die Kontraktion, aus der eine Bewegung
resultiert oder durch die Haltearbeit geleistet wird. Voraussetzung fur die willkurliche
Ansteuerung der Muskulatur ist eine Innervierung Uber die motorische Endplatte in

motorischen Einheiten.

2.2.2 Kontraktion der Skelettmuskulatur

Kontrahiert sich der Muskel oder wird er gedehnt, verandert sich die Gesamtlange des
Muskels. Die einzelnen Filamente Aktin und Myosin verandern dabei ihre Lange nicht.
Vielmehr gleiten sie aneinander und Uberlappen so mehr (Kontraktion) oder weniger
(Dehnung). Durch einen neuronalen Impuls steigt die zytoplasmatische
Calciumkonzentration, sodass das Protein Tropomyosin die Myosinbindungsstelle am
Aktin freigibt und so den Weg der Kontraktion ebnet.

Nun kann an dieser Stelle das Protein Myosin, welches auch als Motorprotein des
Muskels bezeichnet wird, andocken. Dieses Protein tragt an seinem Kopf eine ATP
(Adenosintriphosphat)-Bindungsstelle. Die Bindung an Aktin erfolgt durch die Spaltung
des ATP zu ADP (Adenosindiphosphat) und Phosphat. Die beiden Spaltprodukte sind
immer noch an das Myosinkdpfchen gebunden. Werden sie nun abgegeben, kann das
gebundene Myosinkopfchen um 45° abknicken. Pro Knick werden die Fasern im
Rahmen einer Kontraktion um circa 10-20 nm ineinandergeschoben.

Nun muss erneut ein ATP-Molekul am Myosinkdpfchen binden, um dieses vom Aktin
zu lésen. Das Myosinprotein richtet sich im Folgenden wieder in seinen
Ursprungswinkel (90° von Myosinkopf zu Myosinhals) auf. Dadurch kann der Zyklus

erneut beginnen, allerdings an einer neuen Stelle, die wiederum 10-20 nm weiter liegt.
7



Somit kann pro Kontraktionszyklus und Sarkomer eine Verkurzung von etwa 20-40 nm
erreicht werden. Da die Sarkomere hintereinander in Reihe liegen, addieren sich die
Verkirzungen der einzelnen Sarkomere, sodass es in der Summe zu einer

makroskopisch sichtbaren Kontraktion kommt [11, 12].



2.2.3 Fasertypen der Skelettmuskulatur

Zur groben Unterscheidung kann man die quergestreifte Skelettmuskelfasern in zwei
Kategorien einteilen. Diese haben unterschiedliche metabolische und physiologische
Eigenschaften. Kommt ein Aktionspotenzial Uber die motorische Endplatte an den
entsprechenden Fasern an, reagieren diese immer mit einer einzelnen Zuckung,
sobald die Schwelle Uberschritten ist, egal wie stark das eintreffende Signal ist. Sie
werden deshalb als Zuckungsfaser, im Englischen twitch fibres, bezeichnet.

Typ I-Fasern werden auch als langsame oder rote Fasern bezeichnet und sind durch
eine dunkle Farbe gekennzeichnet, die vom hohen Gehalt an Myoglobin,
Mitochondrien und Kapillaren hervorgerufen wird. Wegen der aeroben
Stoffwechsellage ist dieser Typ von Muskulatur flr Haltearbeiten pradestiniert. Diese
Fasern ermuden nur sehr langsam und werden daher als ermudungsresistent
bezeichnet. Da sie allerdings nur langsam auf Signale ansprechen, werden sie als
»Slow twitch“-Fasern bezeichnet.

Typ lI-Fasern, auch schnelle Fasern genannt, sind von weil3er Farbe. Diese Fasern
leisten wegen des hohen Glykogengehalts bei gleichzeitig eher geringem Myoglobin-
und Mitochondriengehalt schnelle, kurze und kraftvolle Kontraktionen. Die
Stoffwechsellage ist hierbei anaerob. Dadurch ermdglichen sie kraftvolle und schnelle
Kontraktionen, ermiden jedoch schnell. Sie werden als ,fast twitch“-Fasern bezeichnet
und finden sich insbesondere in der Bewegungs- und Schnellkraftmuskulatur [13].
Typ ll-Fasern lassen sich in zwei weitere Untergruppen unterteilen, namlich in [IA- und
[IB-Fasern. Die Typ IIA-Fasern liegen mit ihren Eigenschaften zwischen Typ I- und Typ
lI-Fasern und werden daher auch als Intermediartyp bezeichnet. Das heil3t, diese
Fasern ermiden langsamer als Typ-llI-Fasern, haben jedoch eine gute Ausstattung an
Mitochondrien und somit die Grundlage zum oxidativen Stoffwechsel [14]. Das
Vorhandensein der unterschiedlichen Fasertypen in den einzelnen Muskeln ist zwar
genetisch festgelegt, jedoch lasst sich diese Ausstattung mit Training modifizieren. Je
nachdem welche Sportart ausgeubt wird, passt sich die Muskulatur in einem gewissen
Rahmen an. Bei Ausdauersportlern wie Marathonlaufern dominieren die aerob
arbeitenden und nicht so schnell ermidenden Typ I-Fasern. Typ ll-Fasern, welche
besonders schnell und kraftvoll, jedoch mit schneller Ermidung arbeiten, sind

beispielsweise bei Sprintern besonders ausgepragt [15].



2.3 Muskelverletzungen

Wenn der oben beschriebene physiologische Aufbau der Muskulatur aus innerer oder
aulerer Ursache gestort wird, kann die Funktion eingeschrankt werden oder ganzlich
zum Erliegen kommen. Die Schwere der Verletzung definiert das Ausmald des
Funktionsverlustes. Bei einer Muskelzerrung bleibt die urspringliche Muskelstruktur
erhalten und es kommt zu einer Uberdehnung der Sarkomere. Bei einem Muskelfaser-
oder -bundelriss hingegen reil3en je nach Auspragung wenige bis hin zu vielen Fasern
eines Muskels. Es entsteht ein auch makroskopisch nachweisbarer struktureller
Gewebeschaden.

Die Schwere der Verletzung korreliert haufig mit der beim Trauma einwirkenden Krafte.
Muller-Wohlfahrt unterscheidet zwischen direkten und indirekten Muskelverletzungen.
Direkte Muskelverletzungen entstehen aufgrund einer Einwirkung von auf’en, zum
Beispiel durch Tritte, Schnitte oder Schlage. Indirekte Muskelverletzungen, die
aufgrund innerlicher Kraftmissverhaltnisse entstehen, werden noch einmal nach
funktionellen oder sichtbar strukturellen Schaden unterteilt. Im folgenden Kapitel

,Klassifikation wird hierauf noch detaillierter eingegangen [8].

Indirekte Muskelverletzungen sind haufige Sportverletzungen. Sowohl funktionelle, als
auch strukturelle Schaden beeintrachtigen die Sportler sehr und sind der Hauptgrund
fur schmerzbedingte Trainingsunterbrechungen. Gehauft bei Leistungssportlern
kommt es bei langen und intensiven Trainingseinheiten zu einer Rigiditat des
beanspruchten Muskels. Insbesondere gegen Ende der Trainingseinheiten, wenn der
Muskel Ubermudet ist und das ATP als Energietrager fur das Losen der
Myosinfilamente von den Aktinfilamenten nicht mehr ausreicht und die Konzentration
an Stoffwechselendprodukten ansteigt, ist der Muskel besonders rigide. Reif3t nun eine
Muskelfaser, ist der naturliche Verlauf der Muskulatur unterbrochen. Der entstehende
Gewebedefekt fullt sich initial mit Blut. Es entsteht ein Hamatom. Zum Eigenschutz
des Muskels wird der Tonus proximal und distal der Verletzung gesteigert. Des
Weiteren entwickelt sich im Verlauf ein Odem an der betroffenen Stelle [2].

Haufig betroffene Muskelgruppen sind die Adduktoren, die ischiokrurale Muskulatur,
der Musculus rectus femoris des Quadriceps femoris sowie die Wadenmuskulatur, da
diese tonisch arbeiten und somit zur Verkurzung neigen. Diese Muskelgruppen sind
besonders bei haufigen Sprints und Springen, wie sie beispielsweise beim Fuldball
vorkommen, verletzungsanfallig. Die auftretenden Belastungen sind hoch und bringen

die Muskulatur an die Grenzen ihrer Zugbelastbarkeit. Die dabei entstehenden
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Verletzungen sind insbesondere am muskulotendinésen Ubergang distal oder
proximal lokalisiert [16, 17].

2.3.1 Pathogenese

Muskelverletzungen im Sport konnen aufgrund zweier unterschiedlicher Arten von
Traumata entstehen. Als direktes Trauma ist die Kontusionsverletzung aufzufuhren,
also Schaden, die aufgrund von Tritten, Schlagen, Prellungen oder Quetschungen
entstehen. Diese sind besonders bei Kontaktsportarten haufig.

Gerade bei Lauf- und Sprintsportarten kommt es bei Uber- und Fehlbelastung der
Beinmuskulatur mit wechselnder exzentrischer Muskelbelastung zu indirekten
Muskelverletzungen [6]. Je nach Schwere der Verletzungen werden die indirekten

Muskelverletzungen weiter unterteilt.
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2.3.2 Klassifikationen

Zur optimalen Therapie von Muskelfaserverletzungen ist es noétig, diese prazise zu
klassifizieren und eine einheitliche Ausgangsbasis fur jeden Therapeuten zu schaffen.
Je genauer kommuniziert wird, desto effektiver kann die Behandlung gestaltet werden.
Um Muskelverletzungen einzuteilen, gibt es verschiedene Ansatze: Ryan teilt die
Verletzung nach dem strukturellen Schaden in vier unterschiedliche Grade ein.
Ausschlaggebend fur die Einstufung einer Verletzung hierbei ist die Verletzung der
Muskelfaszie. Die Abstufung reicht von einer intakten Faszie bis zum vollstandigen
Faszien- und Muskelriss (Grad 4) [18].

GroRe Faszie Blutung Klinischer Bewegung
Befund

Wenige Intakt Klein Lokalisierter Schmerzhaft, aber
Muskelzellen Schmerz moglich

I MittelgroRRes Intakt Flissige und | Palpabler Geringes
Muskelareal geronnene Muskelwulst Bewegungsausmal}

Anteile moglich

I Groles Areal, | Teilweise Groliere Deutliche, Keine Bewegung
mehrere defekt Menge, aber | generalisierte | mdglich
verschiedene diffus, da | Schwellung
Areale im Faszie defekt
Muskel bzw.
der
Muskelgruppe
moglich

v Gesamter Komplett Groliere Sehr starke, | Keine Bewegung
Muskel bzw. | defekt Menge, aber | generalisierte | mdglich
mehrere diffus, da | Schwellung
Muskeln  der Faszie defekt | mit
Muskelgruppe gespannter

Haut

Tabelle 1: Einteilung der Muskelverletzung nach Ryan
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Eine weitere Moglichkeit der Einteilung ist die Klassifikation von Chan et al., die die
Muskelverletzungen nach dem intramuskularen Schaden einteilen. Das Ausmal} der
Verletzung wird fur diese Klassifikation mit einer Magnetresonanztomografie oder
einer Ultraschalluntersuchung festgestellt. Die Unterteilung erfolgt anhand der Position
der Lasion (proximal, mittig, distal), der verletzten Strukturen (faszial, myofaszial,
perifaszial, muskulotendin6s oder einer Kombination) sowie der Lasionsgrof3e in
Prozent [19].

Lage der MRT Ultraschall
Lasion
1) Proximales ) <5% der|l) Normal, fokale
MTJ Fasern Erhéhung der
betroffen Echogenitat moglich
2) Muskel A) proximal | a) Intramuskular i) Odem und | 1) Unterbrochene
B) mittig b) myofaszial Einblutung Fasern,
C) distal c) myofaszial/perifaszial | entlang Faszien | Hypervaskularisation,
d) myotendinds und zwischen | echoverstarkt
e) Kombination Muskelgruppen,
desorganisierte
Fasern
3) Distale MTJ )  komplette | 1ll) Wie bei MRT
Diskontinuitat

Tabelle 2: Einteilung der Muskelverletzung nach Chan et al.

Die eben dargestellten Einteilungen stellen nur einen kleinen Auszug der vorhandenen
Klassifikationen dar. Im Rahmen der Konsensus-Konferenz am 03. Marz 2011 in
Manchen wurde unter der Leitung von Maduller-Wohlfahrt eine neue Klassifikation
entwickelt, die sowohl die Ursache, als auch den funktionellen oder strukturellen
Schaden einbezieht (Siehe Abbildung 3) [7, 8]. Diese Klassifikation hat sich in
Deutschland seitdem durchgesetzt und vereinfacht so die Kommunikation zwischen
Arzten und allen beteiligten Therapeuten.
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Typ 1 und 2
Funktionelle
Muskellasionen

A
Indirekte
Muskelverletzungen

Typ3und 4
Strukturelle
Muskelverletzungen

B
Direkte
Muskelverletzungen

Abbildung 3: Klassifikation akuter

) Typ1
Uberlastungsbedingte
Muskelldsionen

Typ 2
Neuromuskulare
Muskellasionen

Typ 3
Partielle Muskelrisse

Typ 4
Komplette
Muskelverletzungen

Kontusion

Lazeration

Muskelverletzungen in

Ergebnissen der Konsensus-Konferenz, Miinchen (2011) [7, 8]
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Typ 1A
Ermidungsbedingte, schmerzhafte
Muskelverhartung

Typ 1B
,Muskelkater*
(DOMS)

Typ 2A
Riickenbedingte neuromuskulare
Muskelldsion

Typ 2B
,50g. Muskelzerrung®

Typ 3A
Muskelfaserriss
(intrafaszikularer Riss)

Typ 3B
Muskelbiindelriss
(interfaszikularer Riss)

(Sub-)totaler Muskelriss

Sehniger Ausriss/Avulsion

Ubereinstimmung mit den



2.3.3 Physiologische Muskelheilung

Um die verletzte Muskulatur wieder wie vor einer Lasion nutzen zu kénnen, bedarf es
wesentlicher Prozesse der Heilungskaskade. Diese drei Phasen der Heilung
(Entziindung, Regeneration, Remodelling) haben jedoch einen flieBenden Ubergang
und laufen physiologisch in der Regel parallel ab.

2.3.3.1 Entziindungsphase

Die erste Phase des Regenerationsprozesses wird auch ,Destruktionsphase” genannt.
Sie findet an den Tagen 1 bis 5 nach einem Muskeltrauma statt. Kennzeichnend fur
diese Phase ist eine Entzindung, die aufgrund von Zerstorung zellularer Strukturen
stattfindet. Zusatzliche Einblutungen kénnen die Entziindungsreaktion verstarken. Je
nach Lokalisation und Schweregrad kann die Blutmenge mehrere 100 ml betragen.
Die geschadigten Muskelzellen werden nekrotisch und sterben schliel3lich ab.
Eingewanderte  neutrophile  Granulozyten und Thrombozyten sezernieren
Wachstumsfaktoren und Zytokine. Sowohl diese, als auch die freigewordene
intrazellulare Matrix verstarken die Entzindungsreaktion.

Die Neutrophilen phagozytieren abgestorbene Zellen und sezernieren freie Radikale
und Proteasen. Diese konnen das Gewebe zusatzlich schadigen. Somit verstarkt sich
die Entzindungsreaktion selbst und fuhrt zu Sekundarschaden. Um diese zu
reduzieren, hat sich die Inhibierung von Neutrophilen als mdgliche Behandlung als
sinnvoll erwiesen [4].

Neben den neutrophilen Granulozyten und Thrombozyten wandern auch
Makrophagen ein. lhre Hauptfunktion besteht in der Phagozytose der apoptotischen
Zellreste. Dabei sezernieren sie ebenfalls Zytokine und Wachstumsfaktoren, die die
Muskelzellen anti-apoptotisch beeinflussen kénnen [4, 6] .

Zusammengefasst ist die Entzindungsphase ein komplex reguliertes Zusammenspiel
vieler Zellarten, die je nach Aktivitat die nachste Phase der Heilung verzdgern oder

beschleunigen kénnen.
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2.3.3.2 Regenerationsphase

An die Phase der Entziindung schlie3t sich die Phase der Regeneration an, welche
auch als Reparaturphase bezeichnet wird. Sie findet zwischen dem 5. und 10. Tag
statt. Dabei werden Zelltrutmmer abgebaut und das Hamatom resorbiert. Des Weiteren
werden zum Uberbriicken der Ruptur eine Bindegewebsbriicke und neue
Myofilamente gebildet [6].

Diese Phase ist richtungsweisend fur den weiteren Verlauf der Heilung. Entweder es
entsteht eine Narbe (Narbenheilung), oder es bildet sich wieder funktionsfahiges
Muskelgewebe (Restitutio ad integrum). Entscheidend hierfur sind die muskularen
Stammzellen, die sogenannten Satellitenzellen. Je nach umgebendem Milieu kdnnen
sie sich entweder in Myoblasten oder in Myofibroblasten differenzieren und somit die
Gewebeentwicklung entweder Richtung Muskel- oder Narbengewebe beeinflussen
[20]. Wachstumsfaktoren beeinflussen mal3geblich die Differenzierung. Der insulin-like
growth factor (IGF) zum Beispiel beglnstigt eine Muskelheilung, wahrend der
Transforming Growth Factor beta 1 (TGF-beta1) wiederum die Entstehung von

Narbengewebe begunstigt [4].
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2.3.3.3 Remodellingphase / Fibrose

Die Remodellingphase findet im Anschluss an die Reparaturphase statt und beginnt
etwa ab dem 14. Tag nach Muskellasion. Diese letzte Phase entscheidet Uber den
Erfolg oder Misserfolg der funktionellen Ausheilung. Die in der Reparaturphase
entstandene Gewebebricke dient den entstandenen Myoblasten als Leitschiene fur
die Ausbildung des neuen Muskelgewebes.

Sind jedoch nicht genug Myoblasten vorhanden, sondern Uberwiegen die
Myofibroblasten, wird die Fibrose dichter und es entsteht endgultiges Narbengewebe.
Narbengewebe ist weniger elastisch und flexibel als Muskelgewebe und stellt in der
funktionellen Einheit eines Muskels bei erneuter sportlicher Belastung eine
pradisponierte Region fur erneute Verletzungen (Re-Verletzungen) dar. So kann es
bei Belastungen zu Re-Rupturen an der gleichen Stelle kommen. Konnen die
gerissenen Enden der Muskelfibrillen nicht mehr funktionell zueinanderfinden, bleibt
eine Neuinnervation aus. Die Re-Innervation spielt eine wichtige Rolle in der
Remodellingphase. Bei fehlender Innervation atrophieren die bestehenden Fasern
weiter und die ursprungliche Muskelkraft kehrt nicht zurtck.

Meist entsteht jedoch im Rahmen der Heilung keine reine End-zu-End-
Muskelverbindung. Ein kleiner ,Narbenrest® verbleibt in der Regel immer. In der
Therapie von Muskelverletzungen im Sport ist daher oberstes Ziel, diesen Narbenrest

so klein wie maoglich zu halten oder sogar ganz zu vermeiden [6].
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2.4 Satellitenzellen

Satellitenzellen sind multipotente Muskelstammzellen. Im Gegensatz zu normalen
Muskelzellen, die sich nach der Zellteilung nicht mehr replizieren kdnnen, sind diese
in der Lage zur Proliferation und Differenzierung. Daher sind sie essentiell wichtig fur
Wachstum, Aufrechterhaltung und Heilung nach einer Verletzung der Muskulatur.
Physiologisch ruhen Satellitenzellen in der GO-Phase. Innerhalb des Aufbaus der
Muskulatur befinden sie sich unterhalb der Basallamina. Die Aktivitat der
Satellitenzellen wird von intensiven Reizen wie Muskelanstrengung, Verletzung oder
von generellen Zellschaden ausgelost. Eine aktivierte Satellitenzelle wird auch
Myoblast genannt und befindet sich in der G1-Phase. Als Muskelstammzellen haben
sie Potenzial, sich selbst zu erneuern, sich zu vermehren und durch Differenzierung
gar neue Muskelfasern zu bilden sowie mit bestehenden Muskelfasern zu
verschmelzen. Dies geschieht in Abhangigkeit der vorhandenen regulatorischen
Transkriptionsfaktoren. Bei der Neubildung von Muskelfasern beginnt nach der
Verletzung im Rahmen der Reparatur die Replikation von neuen Muskelzellen und ihre
Verschmelzung zu Myotuben. Nach einer Re-Innervation folgt die
Fasertypendifferenzierung, weiteres Wachstum und das Erlangen von
Kontraktionseigenschaften. Somit kann ein Schaden repariert und die Faserfunktion
wiedererlangt werden.

Nicht alle aktivierten Satellitenzellen differenzieren sich nach der Replikation zu
Muskelzellen. Einige Satellitenzellen kehren an ihren urspringlichen Ort in der
Basallamina zurlick und sorgen daflr, dass ein Muskelstammzellpool erhalten bleibt
[21, 22].

Um ruhende und aktive Satellitenzellen in der PCR darstellen zu kdnnen, kann Pax 7,
welches ein SchlUsselprotein einer funktionierenden Satellitenzelle ist, als Marker

benutzt werden [23].
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25 Pax7

Das ,paired box 7“ (Pax7) ist ein regulatorischer Transkriptionsfaktor, der von
ruhenden Satellitenzellen exprimiert wird. Er spielt eine wichtige Rolle bei Wachstum,
Entwicklung und Heilung der Muskulatur [21]. Werden die Satellitenzellen aktiviert,
wird Pax7 in Kombination mit anderen regulatorischen Transkriptionsfaktoren
exprimiert [24]. Muskeln im Wachstum, bei denen das Pax7-Gen geblockt wurde,
zeigen deutliche Defizite in GroRe, Kerngehalt und Durchmesser der Muskelfasern
[21]. Pax7 ist also essenziell wichtig fur das Fortbestehen und Funktionieren von
Satellitenzellen. Hierfur sind zwei wichtige Grunde anzufuhren.

Zum einen ist Pax7 ein Schllsselfaktor bei der Expression von Myf5. Myf5 gehort zur
Familie der myogenen Regulationsfaktoren. Wird Pax7 nun inhibiert, kann kaum mehr
Myf5 gebildet werden. Da Myf5 wie MyoD ein primarer myogener Regulationsfaktor
ist, beeinflusst er die Transformation einer ruhenden Satellitenzelle zu einem
Myoblasten. Die Anwesenheit von Myf5 foérdert also aktiv die Neubildung von
Muskulatur [25] . Ohne Pax7 kann nicht genug Myf5 gebildet werden. Somit wird das
Muskelwachstum inhibiert [21, 26].

Bei einem Versuch mit Mausen mit inhibierter Pax7-Expression zeigte sich eine
mangelhafte Proliferation von Satellitenzellen. Aul3erdem differenzierten diese sich
unter Pax7-Mangel friher. Insgesamt war bei diesen Tieren der Pool an
Muskelstammzellen erschopft [21].

Zusammenfassend kann man sagen, dass Pax7 dafur sorgt, dass ruhende
Satellitenzellen Uberleben und in ausreichender Zahl vorhanden sind. Pax7 ist ein
essenzieller Kofaktor in der Expression von myogenen Regulationsfaktoren, die das
Muskelwachstum fordern. Pax7 ist ein zentraler Faktor von vitalem und sich

regenerierendem Muskelgewebe.
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2.6 CD56

Das CD56 (Cluster of Differentiation 56), auch Neural Cell Adhesion Molecule-1
(NCAM) genannt, ist ein Oberflachenantigen, welches typischerweise auf
Satellitenzellen und Myoblasten exprimiert wird [27].

Es wird zwar prinzipiell auch auf anderen Zellen wie neuronalen Zellen und
Lymphozyten exprimiert, allerdings keinesfalls auf Fibroblasten. CD56 unterscheidet
zwischen proliferierender (CD56+) und reifer (CD56-) Muskulatur [28]. Ist also CD56
nachweisbar, kann man annehmen, dass sich aktive Myoblasten im Gewebe befinden
und eine Neubildung von Muskelgewebe stattfindet. Ist CD56 nur in geringem Maf}
nachweisbar, lasst sich der Schluss ziehen, dass es sich um Narbengewebe oder reife
Muskulatur handelt.

CD56 ist daruber hinaus als Marker geeignet, um zwischen einer Muskelregeneration
und einer Narbenbildung zu unterscheiden. Lasst sich CD56 nachweisen, ist eine

Heilung mit Ausbildung funktionsfahiger Muskulatur wahrscheinlich.

2.7 Medikamentose Therapie

Es gibt zahlreiche Therapieansatze bei Muskelverletzungen. Ziel ist immer die
Krankheitsphase zu verkurzen und die Heilung Richtung funktionalem Muskelgewebe
mit moglichst geringer Narbenbildung zu beeinflussen. Zu den Standardtherapien der
vergangenen Jahrzehnte zahlten Eistherapie, nicht-steroidale Antiphlogistika (NSAR)
und Physiotherapie. Diese Therapieansatze konnen zwar die Heilung aufgrund der
klinischen Erfahrung positiv unterstitzen, jedoch nicht in dem Male, wie es im
Leistungssport nétig ware [4]. In neuen Studien wurde sogar eine negative Auswirkung
von NSAIDs auf die Muskelheilung nach Lasion beschrieben. Sie kdnnen eine
Hemmung der Migration von neuen Muskelzellen, welche fir die Regeneration
essenziell ist, bewirken [29].

Zu den gangigen medikamentosen Therapieansatzen, die die Muskelheilung gunstig
beeinflussen kdnnen, zahlen Platelet-rich plasma (PRP), Actovegin und Traumeel S.
Das plattchenreiche Plasma soll die natlrliche Muskelheilung beschleunigen, indem
hochkonzentriert Thrombozyten an den Ort der Lasion injiziert werde um vor Ort
heilungsfordernde Wachstumsfaktoren zu sezernieren. Dieses Therapeutikum wird in
der heutigen Literatur kontrovers diskutiert [6, 30]. Trotz gut angelegter, randomisiert-
prospektiver Studien, die die positive Wirksamkeit von PRP belegen konnten, gibt es
genauso viele Studien, die das Gegenteil gezeigt haben. Dartber hinaus wurden die

Nebenwirkungen von PRP noch nicht ausreichend erforscht. Daher kann keine
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allgemeine Empfehlung ausgesprochen werden und auch das Internationale
Olympische Komitee (I0OC) rat zur Vorsicht beim Einsatz von PRP in der Sportmedizin,
bis grundlegende, vertrauenswirdige Studien verflugbar sind [31].

Alternative Medikamente zur Behandlung von Muskelverletzungen sind die Agenzien
Actovegin und Traumeel S. Diese Praparate erfreuen sich seit den medienwirksamen
klinischen Erfolgen von Maduller-Wohlfahrt zunehmender Beliebtheit. So werden
Actovegin- und Traumeel-Injektionen zur intramuskuldren Behandlung von
Muskelverletzungen angewendet. Zwar gibt es Fallstudien mit erfolgreicher
Anwendung und Verkurzung der Ausfallzeit, allerdings fehlen bis dato Studien, die die

Wirksamkeit dieser beiden beliebten Substanzen evidenzbasiert belegen.

2.7.1 Actovegin

Bei Actovegin handelt es sich um ein Kalberblut-Hamodialysat. Als ultrafiltriertes
Hamodialysat (6000 Dalton) enthalt Actovegin keine Proteine, Wachstumsfaktoren
oder Hormone, sondern lediglich Elektrolyte, Spurenelemente, Aminosauren,
Nukleoside und Stoffwechselprodukte des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels.
Actovegin wird im klinischen Alltag seit mehr als 60 Jahren angewendet, unter
anderem als intravendse Infusion bei akutem Schlaganfall oder topisch bei Haut- und
Mundulzera [32, 33].

Actovegin enthalt Inositol-Phospho-Oligosaccharide (IPO), welche einen teilweise
insulin-ahnlichen Effekt auf den Glukosetransport in Adipozyten haben [34].

Mit einer intramuskularen Injektion soll durch Begrenzung der Nekrose in der
Muskelzelle eine Verbesserung des Zellstoffwechsels und somit eine schnellere
Ausheilung ohne Narbenbildung erreicht werden. In Versuchen, die den Einfluss von
Hypoxie auf Leberzellen von Ratten untersuchten, zeigte Actovegin einen positiven
Einfluss auf das Zelluberleben. Zellen, deren Nahrmedium Actovegin zugesetzt war,
uberlebten bei 4-stundiger anaerober Inkubation zu 50 Prozent. In der Kontrollkultur
ohne Actovegin lag der Anteil der Uberlebenden Zellen nur bei 20 Prozent [35].
Actovegin wurde als sicher und nebenwirkungsarm in einer grof3en, multizentrischen,
randomisierten und kontrollierten Studie getestet [33]. Gerade in der Sportmedizin
erfreut sich dieses Medikament immer grolRerer Beliebtheit und ist ein grolder
Hoffnungstrager unter den Athleten in der Behandlung von Muskelverletzungen. Unter
anderem wurden in einer Pilotstudie FuBballspieler nach einer Muskelverletzung

zusatzlich mit Actovegin statt nur mit Physiotherapie behandelt. Im Vergleich zur
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Kontrollgruppe waren die mit Actovegin behandelten Spieler im Durchschnitt 8 Tage

frher wieder einsatzfahig als die Kontrollgruppe [36].

2.7.2 Traumeel S

Traumeel S ist ein Kombinationspraparat aus 14 verschiedenen homdopathischen
Inhaltsstoffen in unterschiedlichen Konzentrationen. Es wurde vom deutschen Arzt Dr.
Hans-Heinrich Reckeweg entwickelt und ist in Deutschland seit uber 60 Jahren ein in
Apotheken frei verkaufliches Praparat. Man kann es als Tabletten, als Gel, als Tropfen,
als Salbe oder als Injektionslésung anwenden.

Traumeel S setzt sich aus folgenden Wirkstoffen zusammen: Atropa belladonna
(Schmerz), Aconitum napellus, Hepar sulfuris (Infektionen), Mercurius solubilis
Hahnemanni (Schwellung), Chamomilla recutita (Wundheilung), Symphytum, Achillea
millefolium (Blutungen), Arnica montana (Hamatome), Calendula officinalis
(Wundheilung), Hamamelis virginiana, Bellis perennis, Echinacea angustifolia,
Echinacea purpurea, Hypericum perforatum. Die einzelnen Wirkstoffe sind in der
Phytotherapie und Homoopathie seit langer Zeit bekannt und werden dort haufig
eingesetzt. Einige von ihnen sollen anti-inflammatorisch wirken, andere hingegen pro-
inflammatorisch. Einige sollen die Wundheilung verbessern, Schmerz lindern oder
aber die Odembildung modifizieren. Insgesamt soll eine synergistische Wirkung aller
einzelnen Komponenten fir die letztendliche Wirkung verantwortlich sein.

Traumeel S wird nicht nur in Deutschland immer bekannter und beliebter, wenn es um
die Behandlung von akuten muskuloskelettalen Verletzungen, Schmerzen oder
Schwellungen geht. Aktuell ist es in mehr als 50 Landern weltweit erhaltlich. Viele
Menschen kdénnen oder wollen aufgrund der Nebenwirkungen und der Vertraglichkeit
keine nicht-steroidalen Antiphlogistika einnehmen und betrachten Traumeel S als
Alternative, insbesondere da das homoopathische Traumeel sehr gut vertraglich ist

und keine Nebenwirkungen wie gastrointestinale Blutungen bekannt sind [37].
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2.8 Therapie von Muskelverletzungen nach Dr. Hans-Wilhelm Miiller-Wohlfahrt
Die Therapie von Muskelverletzungen nach Muller-Wohlfahrt folgt einem festgelegten
zeitlichen Algorithmus. In der Akutphase sollte die verletzte Muskelregion mit Druck
und Kalte, im Idealfall mit einem Eiswasserdruckverband, grofflachig behandelt
werden. Um eine weitere Einblutung und Odembildung zu minimieren, sollten
erganzend eine Entlastung und Hochlagerung Uber Herzhdhe erfolgen. Diese
Akutbehandlung erfolgt nach dem PECH-Schema und wird in dieser Form allgemein
praktiziert.

Bei strukturellen Muskelverletzungen (> Typ Il) erfolgt nach Diagnosestellung und
Bildgebung in der Regel bereits am Unfalltag die erste Infiltrationstherapie mit
Traumeel S und Actovegin, welche im Folgenden noch genauer beschrieben wird. Im
Anschluss wird ein Entlastungsverband angelegt und der Sportler wird zu Ruhe,
Hochlagerung und Alkoholkarenz angehalten. Die darauffolgende Therapie ist sehr
physiotherapieintensiv, und ab dem 5. Tag kann eine etappenweise
Belastungssteigerung erfolgen. Zur erganzenden Therapie greift Muller-Wohlfahrt auf
orale Medikamente zurlck. Neben der bereits genannten Infiltrationstherapie mit
Actovegin und Traumeel S beinhaltet diese oral gegebene Enzyme wie Phlogenzym®,

antioxidative Enzyme A, C und E sowie die Substitution von Zink und Magnesium [2].

Die Infiltrationstherapie nach Mduller-Wohlfahrt umfasst drei Behandlungen mit
Traumeel S und der physiologischen Aminosaurelésung Actovegin. Die einzelnen
Behandlungen finden direkt nach der Verletzung (Tag 0) sowie an den Tagen 2 und 4
statt. Nach lokaler Anasthesie der Muskulatur proximal und distal der Lasion mit
Mepivacain zur Detonisierung werden Traumeel S und Actovegin im Verhaltnis 2:1 an
drei Stellen (proximal und distal der Verletzung sowie in ihr Zentrum) gespritzt.

Diese Therapie soll den Heilungsprozess begunstigen und potentiell schadliche
Mangel im Muskelstoffwechsel ausgleichen. Insgesamt soll sie neben einer
Faserheilung aulerdem zu einer Detonisierung und zu einer Verbesserung des

Energiestoffwechsels flihren [2].
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3 Material und Methoden

In einem in-vivo-Tiermodell an der Ratte soll der Einfluss von Actovegin und Traumeel
auf die Heilung nach einem simulierten Muskelbundelriss (Typ 3B nach Mdller-
Wohlfahrt) dargestellt werden. Die Muskelbundelverletzung des M. rectus femoris des
Musculus quadriceps femoris wurde bei allen Tieren nach einem standardisierten

Vorgehen im Rahmen einer kurzen Operation in Narkose erzeugt.

3.1 Tiere und Materialien

3.1.1 Tiere und Tierhaltung

Sprague Dawley Ratten Janvier Labs, CS 4105 Le Genest-Saint-
Isle, F-53941 Saint-Berthevin Cedex
Makrolon Typ IV-K&fige Zoonlab, Castrop-Rauxel, Deutschland

Tabelle 3: Tiere und Tierhaltung

3.1.2 Reagenzien, Verbrauchsmaterialien, Primer

Reagenzien:

0,5% Eosin G, wassrig Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

5x Puffer (DS98200) ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Aqua dest. Spullosung Braun, Melsungen, Deutschland

dNTPs (201900) Qiagen, Hilden, Deutschland

DTT (P2325) ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Eisessig Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolute Lonza, Basel, Schweiz

Gill-3-Hamaytoxylin Polysciences Europe, Eppelheim,
Deutschland

Isopropylalkohol Carl-Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Kohlenstoffdioxid flissig

The Linde Group, Minchen,

Deutschland

Quantitect® Primer Assay (Random
Primers) (3116663)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Random Primers

Promega®, Madison, USA

Reverse Transkriptase (SuperScript® |l
Reverse Transcriptase)

ThermoFisher Scientific (Invitrogen™
Life Technologies), Waltham,
Massachusetts, USA

Richard-Allan Scientific™ Cytoseal™

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

RNAlaterRNA Stabilization Reagent
(76104)

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNase freies Wasser (204141)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Roti®-Histofix 4 % (saurefreie (pH 7),
phosphatgepufferte Formaldehydldsung
4 %)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Roti®-Plast Paraffin Pastillen,

Gewebeeinbettungsmedium

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SYBR Green (204141)

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Xylol

Applichem, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 4: Verwendete Reagenzien
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Verbrauchsmaterialien und Kits:

10er-Skalpell (Feather®, 200130010)

Pfm Medical, Koln, Deutschland

11er-Skalpell (Feather®, 200130011)

Pfm Medical, Koln, Deutschland

4-0 Monocryl-Faden

Ethicon, Johnson&Johnson, New

Brunswick, New Jersey, USA

4-0 Prolene-Faden

Ethicon, Johnson&Johnson, New
Brunswick, New Jersey, USA

96-Loch-Platte

Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland

Injekt®-F Solo, 1 ml, ohne Kanlle, 2-
teilig (9166017V)

Braun, Melsungen, Deutschland

Mulltupfer, steril, Groflze 2 (35019)

Maimed, Neuenkirchen, Deutschland

Objekttrager, Menzel-Glaser, Superfrost
Plus

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

PCR Strips (338176)

Qiagen, Hilden, Deutschland

PCR-Strips (AM12230)

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

QlAshredders homogenizer (79654)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Reaktionsgefale 0,5 ml und 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

RNase-free DNase-Set (79254)

Qiagen, Hilden, Deutschland

RNeasy Mini Kit (74104)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sterican® Gr. 18, G26 x 1"/ 2 0,45 x 25
mm, braun (4657683)

Braun, Melsungen, Deutschland

Steriles Abdecktuch

OPS™ Essential, Medline, Warrington,
United Kingdom

Tissue-Tek® Mega-Cassette®

Sakura Fintec Europe B.V, Alphen aan
den Rijn, Niederlande

15 ml Rohrchen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

0,5 ml Eppendorf Gefalie

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 5: Verbrauchsmaterialien und Kits

26




PCR-Primer:

Myosin

Rn_Myh1_1_SG QuantiTect Primer
Assay (QT00384307)
(NM_001135158, XM_001077982,

XM_001078018, XM_213345)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Hs_MYO1H_1_SG QuantiTect Primer
Assay (QT01678383)
(NM_001101421, NM_173597,
XM_001125815, XM_001132344)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Pax7

Rn_Pax7_1_SG QuantiTect Primer
Assay QT01301552

(NM_001191984, XM_001071787,
XM_575941)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Hs_PAX7_1_SG QuantiTect Primer
Assay QT00018942
(NM_001135254, NM_002584)

Qiagen, Hilden, Deutschland

CD56

Rn_Ncam1_1_SG QuantiTect Primer
Assay QT00181944
(NM_031521)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Hs_NCAM1_1_SG QuantiTect Primer
Assay QT00071211

(NM_000615, NM_001076682,
NM_001242608)

Qiagen, Hilden, Deutschland

18S Ratte

Rn_Rnr1_1_SG QuantiTect Primer
Assay QT00199374
(M11188)

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tabelle 6: PCR-Primer
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3.1.3 Medikamente

0,9%-ige NaCl-Losung

Braun, Melsungen, Deutschland

Atipamezol (Alzane® 5mg/ml)

Zoetis, Berlin, Deutschland GmbH

Corneregel®

Bausch+Lomb, Berlin, Deutschland

Fentanyl (0,1mg/2ml)

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln,
Deutschland

Flumazenil (Anexate® 0,5mg/5ml)

Roche, Basel, Schweiz

Isofluran (Forane®)

Abbott Laboratories, North Chicago, IL
60064, USA

Medetomidinhydrochlorid (Dorbene vet®
1mg/ml)

Laboratorios SYVA S.A., Leon,

Spannien

Midazolam (15mg/3ml)

Hameln Pharma Plus GmbH, Hameln,
Deutschland

Tramadol-Tropfen (100mg/ml)

Ratiopharm, Ulm, Deutschland

Tabelle 7: Medikamente
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3.1.4 Gerate

Autotechnicon (Einbettautomat)

Siemens Healthcare Diagnostic Inc.

AxioVision LE, Mikroskopsoftware

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,

Deutschland

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

EVOS® Mikroskop

Life Technologies, Carlsbad, CA, USA

Isofluran-Vapor

Drager, Lubeck, Deutschland

Leica MZ A Mikroskop und Leica DC
180 Kamera

Leica Microsystems AG, Wetzlar,

Deutschland

Microliter-Pipette

ThermoFisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA und Eppendorf,

Hamburg, Deutschland

Microtom 2030

Reichert-dung (Leica), Wetzlar,

Deutschland

Multistep-Pipette

Brand, Wertheim, Deutschland

PCR-Gerat mit Real-Time PCR 7300
System

ThermoFisher Scientific (Applied
Biosystems), Waltham, Massachusetts,
USA

Stickstofftank Nitrogen Container
Arpege 110

Air Liquide, Paris, Frankreich

Thermocycler

TISSUE-TEK® Dispensing Console

Miles Scientific, Newark, USA

Zentrifuge Centrifuge 5804R und
Heraeus Fresco 17 Centrifuge

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 8: Gerite
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3.2 Tierversuchsantrag
Eine Genehmigung der Tierversuche wurde eingeholt. Sie wurde Uber den
Tierschutzbeauftragten der Einrichtung beim Landesuntersuchungsamt in Koblenz

beantragt und unter der Nummer G 12-1-088 bewilligt.

3.3 Tiermodell
Im Tierversuch betragt die Gesamttierzahl 150 Ratten. Diese 150 Tiere wurden in 5
Gruppen zu je 30 Ratten aufgeteilt. Somit konnten pro Gruppe und Tag 10 Tiere

untersucht werden.

Behandlung mit: Anzahl der
Tiere
Gruppe 1 NaCl 30 Tag 1: 10 Tiere

Tag 3: 10 Tiere
Tag 7: 10 Tiere
Gruppe 2 Actovegin 30 Tag 1: 10 Tiere
Tag 3: 10 Tiere
Tag 7: 10 Tiere
Gruppe 3 Traumeel 30 Tag 1: 10 Tiere
Tag 3: 10 Tiere
Tag 7: 10 Tiere
Gruppe 4 Actovegin und Traumeel 30 Tag 1: 10 Tiere
Tag 3: 10 Tiere
Tag 7: 10 Tiere
Gruppe 5 Keine Injektionen, 30 Tag 1: 10 Tiere

Kontrollgruppe Tag 3: 10 Tiere
Tag 7: 10 Tiere

Tabelle 9: Gruppeneinteilung der Versuchstiere

Die Tiere der Gruppe 5 erhielten keine intramuskulare Injektion (Kontrollgruppe) und
entsprechen somit der physiologischen Muskelheilung. Bei ihnen wurde lediglich eine
Lasion gesetzt, aber keine anschlielende Injektionstherapie durchgefihrt, um eine
Vergleichsbasis fur die histologischen Analysen zu schaffen.

Insgesamt erstreckte sich die in-vivo-Versuchsreihe fur jedes Tier Uber einen Zeitraum
von acht Tagen (Tag 0 - 7).

Alle Tiere bekamen an Tag 0 die gleiche standardisierte OP, welche im Folgenden

erlautert wird.
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3.3.1 Zeitlicher Ablauf der Versuche

An Tag 0 erfolgte der chirurgische Eingriff. Hier wurde bei allen Tieren der 5 Gruppen
Uber eine Hautinzision der Muskel dargestellt und mit einem spitzen 11-er Skalpell eine
strukturelle Querlasion in den M. rectus femoris des M. quadriceps femoris gesetzt.
Alle Behandlungsgruppen aulier der Kontrollgruppe erhielten im Rahmen der
Operation an Tag 0 unter Sicht eine intramuskulare Injektion mit dem jeweiligen
Praparat. Die genaue Operationstechnik wird im nachfolgenden Absatz (3.3.5) in
Detail dargestellt.

An Tag 1 wurden pro Versuchsgruppe je 10 Tiere getotet und die Muskelproben aus
dem Lasionsbereich entnommen. Diese 10 Proben wurden aufgeteilt. Aus 6 Proben
wurden histologische Schnitte angefertigt. Dies wird im Kapitel 3.5 genauer erlautert.
Aus den Ubrigen 4 Proben wurde RNA isoliert und mittels reverser Transkription in
cDNA umgeschrieben. Diese wurde in einer RT-PCR hinsichtlich der Expression der
Zielgene (Pax 7, CD56, Myosin, 18S) untersucht. Die genaue Technik kann unter 3.4
nachvollzogen werden. Es verblieben 20 Ratten.

Diese 20 Tiere bekamen die zweite Injektion an Tag 2.

An Tag 3 der Versuchsreihe wurden weitere 10 Tiere pro Gruppe getotet. Wieder
wurde aus dem behandelten Bein der Musculus quadriceps femoris enthommen, um
eine histologische Untersuchung oder eine Polymerasekettenreaktion durchzuflhren.
Nach der erneuten Euthanasie verblieben noch 10 Tiere.

Diese 10 Tiere erhielten an Tag 4 ihre dritte intramuskulare Injektion. An Tag 7 wurden
die verblieben 10 Ratten pro Gruppe getdtet und der behandelte Muskel fur weitere

Untersuchungen enthommen.
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Abbildung 4: Zeitlicher Ablauf im Tiermodell einer stellvertretenden Versuchsgruppe

Um den Arbeitsablauf zu optimieren, wurden die Gruppen in zwei Durchgangen a 15
Tieren operiert. Daher verblieben fur die Untergruppen, die an Tag 1,3 und 7 getotet
wurden jeweils 5 Ratten. Der exakte Zeitplan der Versuche befindet sich im Anhang

unter Kapitel 8.
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3.3.2 Tierhaltung

Es wurden 150 mannliche Sprague Dawley Ratten der Firma Janvier Labs (CS 4105
Le Genest-Saint-Isle, F-53941 Saint-Berthevin Cedex, Frankreich) operiert. Die Tiere
hatten ein durchschnittliches Gewicht von 347 +/- 20 Gramm. Bei Beginn der
Experimente waren die Tiere 10 Wochen alt. Die Haltung der Tiere erfolgte in unserem
Labor mit Biosicherheitsstufe 1 in einem abgeschlossenen Raum mit einem 12-
stiindigen hell/dunkel-Rhythmus. Die Haltung erfolgte in Einzelhaltung in Makrolon Typ
IV-Kafigen mit einer Gro3e von 1815 cm? und einer Hohe von 20 cm. Der Zugang zu
Futter und Wasser sowie die Aktivitat im Kafig wurden nicht eingeschrankt.
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3.3.3 Anasthesie

Drei Tage praoperativ wurde das Trinkwasser der Tiere mit Tramadol (1mg/ml)
versetzt. Dies geschah im Voraus, damit die Tiere am OP-Tag an den Geschmack
gewohnt waren.

Zur Narkoseeinleitung wurden die Ratten einzeln in eine Box gesetzt, zu der eine Zu-

und Ableitung von Luft, Sauerstoff und Isofluran (Abbott) bestand.

Abbildung 5: Einleitungsbox fiir Andsthesie

Sobald optisch eine deutliche Verlangsamung der Atmung und eine Sedierung
erkennbar war, wurde das Tier aus der Box genommen und erhielt die
Medikamenteninjektionen fur die Narkose (siehe Tabelle 10). Die Injektion erfolgte in
die Ruckenfalte in Verlangerung von rechtem und linkem Ohr, hierzu wurde mit zwei
Fingern eine Falte erzeugt. In diese Falte wurden die Medikamente im Folgenden
subkutan injiziert. Bis zum vollstandigen Wirkungseintritt der Medikamente wurde die
Ratte, um Stress und Verletzungen zu vermeiden, erneut zurick in die Einleitungsbox
gesetzt. Die Uberpriifung der Narkosetiefe erfolgte mittels Prifung des

Ruckziehreflexes des Beines durch Kneifen in den Zehenzwischenraum.
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Narkoseeinleitung

Medikament Dosis
Fentanyl 0,005 mg/kg
Midazolam 4 mg/kg
Medetomidin 0,375 mg/kg
Narkoseausleitung

Medikament Dosis
Flumazenil 0,2 mg/kg
Atipamezol 1 mg/kg

Tabelle 10: Medikamentendosierung Anéasthesie
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3.3.4 Operationsvorbereitung

Im Rahmen der Vorbereitung wurde ein steriles OP-Feld geschaffen. Eine
Warmematte wurde auf dem OP-Tisch positioniert. Diese und die Oberflachen des
OP-Tischs wurden steril abgedeckt. Das Instrumentarium, bestehend aus Monocryl-
Faden (Ethicon) und Prolene-Faden (Ethicon), Tupfern, Nadelhalter, Schere, einem
10er-Skalpell sowie einem Skalpell der Grélke 11, wurde bereitgelegt. Das 11-er
Skalpell wurde im Vorfeld bei einer Klingenbreite von 3 mm markiert.

Nach vollstandiger Sedierung der Ratte wurde der rechte Oberschenkel der Ratte auf
einem separaten Tisch rasiert, um eine Kontamination des OP-Gebiets zu vermeiden.
Aulerdem wurden die Augen mit Augengel vor Austrocknen geschutzt. Nach der
Rasur wurde das Tier in Linksseitenlage auf der Warmematte platziert und der rechte
Oberschenkel mit einem Lochtuch abgedeckt. Im Operationsgebiet wurde eine

Hautdesinfektion vorgenommen.

Abbildung 6: OP-Gebiet am Oberschenkel des rechten Hinterbeines
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3.3.5 Operationstechnik
Der Hautschnitt erfolgte am rechten Oberschenkel, lateral des M. quadriceps femoris
an einer gedachten Linie zwischen lateralem Femurkondylus und Trochanter major.

Der Hautschnitt war circa 1,5 cm lang und wurde mittels 10-er Skalpell durchgefihrt.

Abbildung 7: Operativer Zugangsweg am Oberschenkel des rechten Hinterbeines

Danach wurde das Bein in Flexion und AuRenrotation gebracht und dort manuell fixiert,
um den Muskelbauch des M. rectus femoris des M. quadriceps femoris darzustellen.
In diesem Versuchsaufbau wurde aufgrund der guten Erreichbarkeit und der
Moglichkeit der Standardisierung im Musculus rectus femoris des Musculus
quadriceps femoris ein querverlaufender Muskelblindelriss simuliert. Durch die
gewahlte Position kommt es zu einer Verschiebung von Haut und darunterliegender
Muskulatur. In physiologischer Position liegen Schnitt und Lasion nicht Gbereinander,
da sich die Schichten dachziegelartig Ubereinanderlegen. Proximal der geplanten
Lasionsstelle wurde daher eine Einzelknopfnaht aus nicht resorbierbarem Material (4-
0 Prolene, Ethicon) gesetzt, um nach Beenden des Eingriffs den Knoten fur weitere

Injektionen perkutan tasten zu kénnen.
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Abbildung 8: Fadenmarkierung M. rectus femoris proximal der Lasionsstelle

Die Lasion erfolgte standardisiert mit einem markierten 11-er Skalpell, so dass eine
Schnittbreite von 3mm und eine Schnitttiefe von ebenfalls 3 mm erzeugt wurde. Hierzu
wurde das Skalpell vertikal einen Zentimeter proximal der Patella mittig in den
Muskelbauch des M. rectus femoris eingebracht und wieder herausgezogen. Durch
endgradige Flexion bei gleichzeitiger Extension im Huftgelenk wurde der Muskel
vorgespannt. Die Lasion wurde bewusst nicht mittig, sondern eher im Ubergang
mittleres zum distalen Drittel zur Patella hin, gesetzt, da klinisch diese Art von

Verletzungen gehauft am muskulotendinésen Ubergang auftreten.

Abbildung 9: Setzen der Muskelldsion mit einem 11-er Skalpell
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Im Anschluss wurde - wie in Tabelle 11 dargestellt - der jeweilige Wirkstoff

intramuskular bzw. intralasional appliziert.

Abbildung 10: Intraoperative Injektion der jeweiligen Praparate in die Lasionsstelle.
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Die anschlieRende Hautnaht erfolgte mit Einzelknopfnahten (4-0 Monocryl, Ethicon)

mit der Dichte von drei Knoten auf 1 cm.

Abbildung 11: Hautnaht

Die Gesamtdauer der Operation betrug im Durchschnitt 20 Minuten. Zur OP-
Ausleitung wurden Antidota gespritzt (siehe Tabelle 9). Hierzu wurde erneut in
Verlangerung des rechten Ohres in eine Falte am Rucken der Ratte subkutan
gespritzt.

Nach Abschluss der operativen Malkhahmen wurden die Tiere zurlick in ihre Kafige
gesetzt und bis zum vollstandigen Abklingen der Sedierung beobachtet. Das mit
Tramadol versetzte Trinkwasser wurde den Tieren postoperativ fir 7 Tage zur

Verfligung gestellt.
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3.3.6 Therapeutische Injektionen

Fir weitere Injektionen wurden die Tiere erneut in die Narkosebox gesetzt und wie bei
der Operation mit einem Isofluran-Sauerstoffgemisch kurzzeitig betaubt. Auch hier
wurde die Verlangsamung der Atmung als suffizientes Zeichen der Sedierung
betrachtet. Bei ausreichender Sedierung wurden die Tiere auf die steril abgedeckte
Warmematte gelegt und das rechte Bein erneut in eine Aufdenrotation und Flexion
gebracht. Bei manueller Fixation wurde der Knoten unter der Haut getastet.
AnschlieRend erfolgte die intramuskulare Injektion knapp distal des gut tastbaren
Knotens. Bei Erwachsenen wird in der Injektionstherapie nach Muller-Wohlfahrt ein
Verhaltnis von 2:1 (Actovegin:Traumeel) gewahlt. Eine Ampulle Actovegin
(200mg/5ml) wird zusammen mit einer Ampulle Traumeel (2,2 ml) aufgezogen. Aus
diesen 7,2 ml Gemisch werden 2 ml fur die Injektion beim erwachsenen Menschen von
80kg verwendet. Dies entspricht heruntergerechnet auf ein durchschnittliches
Rattengewicht von 350 Gramm 8,75 ul Injektionsvolumen des Gemisches.

FUr Monoinjektionen von Actovegin oder Traumeel wurden die jeweiligen Ampullen mit
physiologischer NaCl-Losung (Braun, Melsungen, Deutschland) auf das Zielvolumen
von 7,2 ml aufgezogen. Daraus wurden ebenfalls 8,75 yl entnommen.

Die 8,75 pl Therapeutikum wurden bis auf ein Volumen von 0,1 ml zur besseren
Applizierbarkeit mit physiologischer NaCl-Lésung aufgeflllt. In der Gruppe, die nur
NaCl-Losung erhielt, wurde ebenfalls ein Volumen von 0,1 ml appliziert. Gruppe 5
erhielt keine Injektionen.

Nach erfolgter Injektion wurden die Tiere wieder in ihre Kafige gesetzt. Eine

Beobachtung erfolgte im Anschluss, bis keine Anzeichen flr eine Sedierung mehr

erkennbar waren.
Medikament Zielvolumen
Gruppe 1 0,9%ige NaCl-L6sung 0,1 ml NaCl
Gruppe 2 5 ml Actovegin + 2,2 ml 0,9%ige NaCl-Losung 8,75 ul Medikament + 91,25 pl NaCl
Gruppe 3 2,2 ml Traumeel + 5 ml 0,9%ige NaCl-Lésung 8,75 pl Medikament + 91,25 pl NaCl
Gruppe 4 5 ml Actovegin + 2,2 ml Traumeel 8,75 pl Medikament + 91,25 pl NaCl
Gruppe 5 Keine Injektionen

Tabelle 11: Injektionsvolumina
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3.3.7 Euthanasie der Tiere

Die Euthanasie der Tiere erfolgte mittels Kohlenstoffdioxidgas-Inhalation. Dazu
wurden die Tiere in eine Box gesetzt und solange dem CO2 ausgesetzt, bis das Herz
palpatorisch aufhérte zu schlagen und keine Bewegungen, zum Beispiel durch das
Setzen eines Schmerzreizes an der Schwanzspitze, mehr provoziert werden konnten.
Die Euthanasie der Tiere erfolgte, entsprechend ihrer Gruppe, an Tag 1, 3 oder 7
postoperativ. In jeder untersuchten Gruppe (1-5) wurden pro Untergruppe (Tag 1,3,

oder 7) je 10 Tiere getotet.

Tag 1 postoperativ
10 Tiere

30 Tiere pro Il Tag 3 postoperativ
Gruppe 10 Tiere

Tag 7 postoperativ
10 Tiere

Diagramm 1: Euthanasie der Tiere, Gruppenaufteilung
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3.3.8 Entnahme der Muskelproben

Nach der Euthanasie der Tiere wurde umgehend mit der Entnahme der Muskelproben
begonnen. Hierzu wurde ein Schnitt am rechten Oberschenkel lateral des Musculus
quadriceps femoris und parallel zur bestehenden OP-Narbe gesetzt. Das Bein wurde
so weit rotiert, bis ein groRer Teil des Ober- und Unterschenkels dargestellt werden
konnte. Jeweils seitlich der Lasion wurde eine Einzelknopfnaht aus nicht
resorbierbarem Material (4-0 Prolene, Ethicon) in das Perimysium als Markierung zur
histologischen SchnittfUhrung gesetzt. Die proximale Markierungsnaht fur die

Injektionen wurde vorsichtig entfernt.

Abbildung 12: Fadenmarkierung fiir Histologie

Anschlieflend wurde die Patellasehne unterhalb der Patella durchtrennt und mit einer
Pinzette nach kranial gezogen. Durch dieses Mandver lie3 sich nun die Patella I16sen.
Der Musculus quadriceps femoris konnte mit dem Skalpell langsam am Femurknochen
entlang in toto abgeldst werden. War der Muskel bis gut einen Zentimeter oberhalb der
Lasion abgelost, wurde der Muskelbauch mit einem glatten transversalen Schnitt
abgetrennt. Die Muskelprobe konnte nun als Stlick entnommen werden.

Die gewonnenen Gewebesticke wurden umgehend entsprechend der

Weiterverarbeitung wie folgt behandelt: Fur eine spatere RNA-Extraktion wurden zwei
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der pro Gruppe und Tag gewonnenen funf Proben mit einem Skalpell in ca. 1x1 mm
grolde Stlcke zerkleinert und in einer Aufbewahrungslosung des RNA-Extraktionskits
(,RNAlater-Losung“, Qiagen, Venlo, Niederlande) bis zur weiteren zeitnahen
Verarbeitung in 15 ml-Rohrchen gelagert. Aus drei der funf gewonnen Proben wurden
histologische Schnitte angefertigt. Diese Gewebeproben wurden umgehen in Roti®-
Histofix 4% (saurefreie (pH 7), phosphatgepufferte Formaldehydldésung, Carl Roth
GmbH + Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert. Nach ca. 30 Minuten wurde diese
Histofix-LOsung erneuert, um etwaige Verunreinigungen beispielsweise durch Blut

oder andere Gewebereste zu vermeiden.
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3.4 RNA-Extraktion und PCR-Analyse

Um die gewonnenen Muskelgewebeproben zu untersuchen und auszuwerten, wurde
RNA protokollgetreu mit dem RNeasy Mini Kit der Firma (Qiagen, Venlo, Niederlande)
extrahiert. Mit der gewonnenen RNA wurde eine reverse Transkription zur cDNA-
Gewinnung durchgefuhrt. Die hierbei entstandene cDNA wurde im Folgenden mit einer
RT-PCR im Hinblick auf die Aktivitat der Satellitenzellen untersucht. Es wurden
Primerpaare fur die Marker Myosin, CD56, Pax7 sowie fur 18S der Ratte als
.Housekeeping“-Gen (Qiagen, Venlo, Niederlande) verwendet. Die gewonnen Daten
wurden beziglich der Quantitat der vorkommenden Marker beurteilt.

RNA- reverse
: Trans- PCR
Extraktion kription

Diagramm 2: Zeitlicher Ablauf der gesamten PCR Untersuchung
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3.4.1 Isolation
Die RNA-Extraktion erfolgte protokollgetreu des RNeasy Mini Kit-Handbuchs, wobei
zusatzlich das RNase-freie DNase-Set (Qiagen, Hilden, Deutschland) handbuchgetreu

eingesetzt wurde.

Inhalt RNeasy Mini Kit:

RNeasy Mini Spin Columns

Collection Tubes (1.5 ml)

Collection Tubes (2 ml)

Buffer RLT

Buffer RW1

Buffer RPE- Konzentrat (wird 1:4 mit 100% Ethanol verdunnt)
RNase-Free Water

Quick-Start Protocol

Inhalt RNase-freies DNase Set:
RNase-freie DNase |
RNase-freier Buffer RDD

RNase-freies Wasser

Lyse und Homogenisierung

Die zerkleinerten Gewebestlicke wurden aus der RNA/ater-Lésung entnommen und in
eine Morserschale gegeben. Nach Begielten mit flissigem Stickstoff wurden diese
umgehend zu Pulver gemorsert. Das pulverisierte Gewebe wurde in 700 ul Portionen
mit je 600 pl Buffer RLT in ein dem verwendeten RNA-Extraktionskit (RNeasy Mini Kit,
Qiagen, Hilden, Deutschland) zugehoérigen QlAshredder-Réhrchen (Qiagen, Hilden,
Deutschland) gegeben, welches auf einem 2 ml Sammelréhrchen platziert wurde, und
fur 2 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die extrahierte Flissigkeit
wurde im 2 ml Sammelrohrchen nun fur 3 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig in ein neues Sammelrdhrchen

abpipettiert.
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Laden und Binden

Dem gewonnenen Filtrat wurden je 600 ul 70%iges Ethanol zugegeben und durch auf-
und abpipettieren gemischt. 700 ul hiervon wurden in eine RNeasy-Spin-Column auf
einem 2 ml Sammelréhrchen gegeben und 15 Sekunden mit 10.000 rpm (rounds-per-

minute) zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen.

Waschen | und DNA-Verdau

Auf die RNeasy-Spin-Column wurden 350 ul Buffer RW1 gegeben und 15 Sekunden
mit 10.000 rpm zentrifugiert. Erneut wurde der Durchfluss verworfen. 10 yl DNase |
wurden zu 70 ul Buffer RDD gegeben und vorsichtig vermischt. 80 ul dieser Mischung
wurden direkt auf die Sdule gegeben und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Im Anschluss wurden 350 pl Buffer RW1 hinzugefugt und fur 15 Sekunden bei 10.000

rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde auch hier verworfen.

Waschen Il

Im Folgenden wurden 500 ul Buffer RPE auf die Saule gegeben, erneut 15 Sekunden
mit 10.000 rpm zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Danach wurden 500 pl
Buffer RPE auf die Saule gegeben, dieses Mal allerdings 2 Minuten bei 10.000 rpm

zentrifugiert.

Trocknen
Die Saule wurde auf eine neues 2 ml-Sammelréhrchen gestellt und flr 1 Minute bei

maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert.

Eluieren
Die Saule wurde auf ein neues 1,5 ml-Sammelrohrchen platziert. Es wurden 50 pl

RNase-freies Wasser hinzugegeben und bei 10.000 rpm flr 1 Minute zentrifugiert.

Die gewonnenen Proben wurden im Photometer (BioPhotometer, Eppendorf) auf ihren
RNA-Gehalt geprift. Hierfir wurden 2 pl der RNA auf die Kivette (uKuvette G1.0,
Eppendorf) aufgetragen. Als Leerwert diente RNase-freies Wasser. Es erfolgte eine
Messung bei 260 und 280 nm. RNA hat das Absorptionsmaximum bei 260 nm und
Proteine bei 280 nm. Dieses Verhaltnis gibt Aufschluss Uber die Qualitat und
Konzentration der RNA. In dieser Versuchsreihe lag das 260/280nm-Verhaltnis

zwischen 1,7 und 2,0.
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3.4.2 Reverse Transkription

Ziel der reversen Transkription ist es, aus der gewonnenen RNA eine cDNA
herzustellen. Hierfur wird ein spezielles Enzym, die reverse Transkriptase
(Invitrogen/ThermoFischer Scientific), benutzt. Dieses ist in der Lage, aus
einzelstrangiger RNA unter Anwesenheit eines Primers einen komplementaren DNA-
Strang (cDNA) zu erzeugen. Die isolierte RNA wird also unspezifisch umgeschrieben.
Hierzu dienen ,Random Hexamer Primers®, welche 6 Nukleotide lang sind. Diese
randomisierten Sequenzen binden nicht an definierten Stellen der RNA. Somit
entstehen unterschiedliche Startpunkte fur die reverse Transkription.

FUr die reverse Transkription wurde die isolierte, eingefrorene RNA schonend aus Eis
aufgetaut.

Je 2 uyg RNA wurden mit je 2 yl Random Primers und 2 pl dNTPs in ein Rohrchen
eines PCR-Strips gegeben. AnschlieBend wurden 29 pl H20 hinzugegeben. Im
Thermocycler wurden die Strips fur 5 Minuten auf 65 °C denaturiert. Nach diesem
Schritt liegen alle kohasiven Enden ungepaart vor. Im Anschluss wurden die Rdhrchen
sofort auf Eis gekuhlt. Danach wurde eine vorbereitete Mischung, bestehend aus je
8ul 5x Puffer, 2ul DTT und 1ul Super Script Reverse Transkriptase, in jedes Rohrchen
hinzugefligt. AnschlieRend wurden die Strips wieder in den Thermocycler gestellt und
5 Minuten bei 25°C, danach 60 Minuten bei 50°C und abschlieRend 15 Minuten bei
70°C zur Enzymdeaktivierung erhitzt. Die entstehende cDNA wurde bis zur
Durchfuhrung der PCR bei -20°C eingefroren. Diese wurde nach Beendigung der

Tierversuche mit allen Proben gemeinsam durchgeflhrt.
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Basismischung vor Zugabe zur Basismischung fiir reverse
Denaturierung Transkription
2 ug RNA 8ul 5x Puffer
2 yl Random Primers 2ul DTT
2 M dNTPs 1ul Super Script Reverse Transkriptase
29 yl H20
5 Minuten 65°C 5 Minuten 25°C
60 Minuten 50°C
15 Minuten 70°C

Tabelle 12: Durchfiihrung der reversen Transkription

3.4.3 Quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)

Die zuvor gewonnene cDNA (siehe Kapitel 2.3.2) wird in Real-Time-PCR als Vorlage
benutzt. Wahrend der Amplifikation der Ziel-cDNA wird die Zunahme der amplifizierten
cDNA durch Fluoreszenzmessungen detektiert. Dies geschieht durch die Nutzung der
Eigenschaften von SYBR-Green. SYBR-Green ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der starker
fluoresziert, wenn er mit Nukleinsduren interkaliert.

Im Zuge dieser Arbeit sollte die Expression der Zielgene Myosin, CD56, Pax7 und 18S
der Ratte (Qiagen, Hilden, Deutschland) analysiert werden (siehe Tabelle 4).

Die Myosin-Primer dienen dem Nachweis der Neubildung von Myosinfilamenten, die
ein essentieller Bestandteil der Muskulatur sind. Werden vermehrt ,Myosin-Gene*
transkribiert, ist dies als Hinweis zu werten, dass mehr regenerative Heilung als
fibrosierende Narbenbildung stattfindet.

Des Weiteren wurde das Pax7-Gen untersucht. Es gibt Aufschluss Uber die Aktivitat
der Satellitenzellen und somit Uber das Wachstum der Muskulatur.

Der Nachweis der Transkription des CD56-Gens gibt ebenfalls Aufschluss Uber die
qualitative Menge und Aktivitat der Satellitenzellen.

Der 18S Primer als ,Housekeeping“-Gen der Ratte diente in diesem Versuchsaufbau

als interne Kontrolle.
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Hs_ MYO1H_1_SG QuantiTect Primer Assay QT01678383
Hs_PAX7_1_SG QuantiTect Primer Assay QT00018942
Hs_NCAM1_1_SG QuantiTect Primer Assay QTO00071211
Rn_Rnr1_1_SG QuantiTect Primer Assay QT00199374

Tabelle 13: Verwendete Primer

Fir die Durchfuhrung der RT-PCR wurde die bereits erzeugte cDNA 1:3 mit RNase-
freiem Wasser in 0,5 ml Eppendorf-Gefalden verdinnt. Jede einzelne Probe wurde mit
den 4 verschiedenen Primern untersucht. Pro Probe und Primer wurden Triplikate
angesetzt, um einen Pipettierfehler auszuschlieBen. Es erfolgten insgesamt vier
Durchgange der RT-PCR. Pro Primer wurde eine PCR-Analyse durchgefuhrt.

Jedes Loch der 96-Loch-Platte (96-Well-Platte) wurde mit 5 ul der verdunnten cDNA
beflllt. In jeden Well wurden au3erdem noch 10 yl SYBR Green PCR Master Mix, 2yl
des jeweiligen Primers und 3 pl H20 gegeben. Diese drei Komponenten wurden im
Vorfeld fur die gesamte Platte in 1,5 ml Eppendorf-Gefalten hergestellt und jeweils 15
gl dieser Mischung in jedes Loch pipettiert. Mit dieser Vorgehensweise sollte eine
einheitliche  Basis geschaffen werden und es sollten geringfugige
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Lochern vermieden werden.
AnschlieRend wurde die Platte in das PCR-Analyse-Gerat gestellt und die Realtime-
PCR gestartet.

Zuerst wurde die cDNA fur 10 Minuten bei 95 °C denaturiert und eventuell noch
vorhandene Enzyme zerstort. Im Anschluss erfolgte 40 Zyklen zur DNA-
Amplifizierung, bestehend aus Denaturieren flr 15 Sekunden bei 95°C, 30 Sekunden
Anlagerung bei 55°C und Verlangerung fur 35 Sekunden bei 72°C.

Die Analyse erfolgte mit dem 7300 Real-Time-PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

5 yl der verdinnten cDNA 10 Minuten 95°C
10 ul SYBR Green PCR Master Mix
2ul des entsprechenden Primers

3 pulH20

20 pul pro Loch

15 Sekunden 95°C
30 Sekunden 55°C  } 40 Zyklen
35 Sekunden 72°C

Tabelle 14: Volumina und Zeiten fiir Real-Time-PCR
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3.5 Histologische Schnitte

Um die Muskelgewebeproben mikroskopisch beurteilen zu koénnen, wurden
histologische Schnitte angefertigt. Die histologische Beurteilung dient der
Einschatzung des Heilungsprozesses. Man kann beobachten, ob und wie viel Fibrose
oder Muskelregeneration stattgefunden hat, wie viele Entzindungszellen im verletzten
Gewebe zum jeweiligen Zeitpunkt vorliegen oder aber auch, ob es flachige Nekrosen
gibt.
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3.5.1 Praparation der Histologie

Die Muskelproben wurden direkt nach der Entnahme in 4%iger Formaldehydl6sung
(Histofix®) gelagert. Dieses wurde nach 30 Minuten erneuert, um eventuelle Blutreste
oder andere Verunreinigungen zu entfernen.

Die einzelnen Proben wurden individuell zugeschnitten. Das bedeutet, dass ein glatter
transversaler Schnitt oberhalb der Verletzung quer zur Faserrichtung erfolgte. Rechts
und links der Lasion wurde die Probe passgenau fiur die Gewebekassetten
zugeschnitten. Die Patella wurde vorsichtig entfernt, um ein Zerreilen der Probe beim

Schneiden zu verhindern.

Der zugeschnittene Muskel wurde in eine Gewebekassette (Tissue-Tek-Mega

Lasion
Schnittkanten

, Patella

Abbildung 13: Schematische Darstellung des Zuschnitts der Muskelprobe

Cassette, Firma Sakura) eingebettet und diese beschriftet. Die beschrifteten Kassetten
wurden bis zum Einbetten in Paraffin erneut in Histofix® gelagert.

Die einzelnen Kassetten wurden, um die Proben in Paraffin einzubetten, in
verschiedenen Schritten im Einbettautomat (Autotechnicon) gewaschen und

dehydriert. Im Anschluss wurden die Proben in Paraffin zu Blécken gegossen.
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Die Paraffinblocke wurden im Mikrotom quer zur Lasion geschnitten. Anfanglich wurde
hierflr eine Schnittdicke von 10um gewahlt. Innerhalb der Lasionszone wurde eine
Schnittdicke von 5um gewahlt. Jeder Schnitt wurde auf ein Deckglas aufgezogen und

fur eine Stunde im Inkubator bei 50°C getrocknet.

Schnittfihrung

Lasion

Im Folgenden wurde jeder 5. Schnitt mit einer HE-Farbung eingefarbt. Um die Schnitte

Abbildung 14: Schnittfiihrung im Mikrotom

weiter zu verarbeiten, war es notwendig, diese nun vom Paraffin zu befreien. Die
Schnitte wurden je 3 mal 10 Minuten in 100% Xylol gelegt, um so das enthaltene
Paraffin zu entfernen. Im Anschluss wurden sie je 5 Minuten in einer absteigenden
Alkoholreihe (2 x 5 Minuten 100%iger Isopropylalkohol, 2 x 5 Minuten 96%iger
Isopropylalkohol, 1 x 5 Minuten 70%iger Isopropylalkohol, 1 x 5 Minuten 50%iger
Isopropylalkohol) hydriert. AnschlieBend wurden die Schnitte kurz in destilliertem
Wasser gespult.

Im Folgenden wurden sie zur Kernfarbung fur 7 Minuten in Gill-3-Hamatoxylin gefarbt.
Dieses wurde anschlieBend fur 20 Minuten unter flieRendem Leitungswasser
abgespult (Blauen der Schnitte).

Die anschlielende Plasmafarbung erfolgte mit 0,5% wassrigem Eosin G und 1 gtt
Eisessig fur 2 Minuten. Danach wurde die Schnitte in der aufsteigenden Alkoholreihe
entwassert und im Anschluss 3 x 5 Minuten in 100% Xylol gelegt. Abschlieend

wurden die Schnitte mit Cytoseal™, dem Eindeckmedium, eingedeckt.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden die Ergebnisse der PCR-Untersuchung und der histologischen
Schnitte dargestellt.

Es wurden 87 histologische Praparate angefertigt und 60 RNA-Essays durchgefihrt.
Im Versuchsablauf sind drei Tiere aus unbekannten Griunden verstorben. Sie wurden
am Morgen nach der OP leblos in ihren Kafigen aufgefunden. Die Proben dieser Tiere
konnten nicht ausgewertet werden, da der exakte Zeitpunkt des Todes zu weit von
unserem ersten Zeitpunkt fur die Probenentnahme (1 Tag postoperativ) entfernt war.
Es ist ein Tier der Gruppe Traumeel Tag 1 verstorben (Tier Nummer 38). Des Weiteren
verstarb ein Tier aus der Gruppe Actovegin und Traumeel an Tag 3 sowie ein Tier aus
der Kontrollgruppe an Tag 1. Die verendeten Tiere waren alle der Gruppen fur die
histologischen Untersuchungen zugeordnet.

Nach der Euthanasie wurden aus den 10 isolierten Muskeln, je 6 Serien histologischer
Schnitte angefertigt, und in je 4 weiteren Proben wurde die Expression spezifischer
Zielgene mittels RT-PCR untersucht.
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41 RT-PCR

Zur Analyse der Ergebnisse der angefertigten RT-PCR wurden der cycle thresholt-
Wert (Ct-Wert, auch Schwellenwert-Zyklus), der ACt-Wert und der AACt-Wert
herangezogen. Der Ct-Wert reprasentiert den Zyklus, in dem die Fluoreszenz der zu
messenden Probe erstmalig Uber die Hintergrundfluoreszenz ansteigt. Um eine
relative Quantifizierung durchzufuhren, wird der Ct-Wert in Bezug zu einer internen
Kontrolle gesetzt, in unserem Fall 18S als Housekeeping-Gen. Hierdurch werden
Variationen in der Ausgangsmenge der RNA normiert (Ct-Zielgen — Mittelwert-Ct-
Referenz). Um nun unsere untersuchten Gruppen zu vergleichen, wird der AACt-Wert
(Zielgen-ACt — Mittelwert-ACt-Kontrolle) gebildet. Dieser ermdglicht den Vergleich
zwischen den behandelten Gruppen (Gruppe 1-4) und der Kontrollgruppe, die keine
Injektionen erhielt (Gruppe 5). Der AACt-Wert wird nun in die Gleichung

x — fache Expression = 27%4¢t gingeflgt [38].

Die weitere statistische Auswertung der Daten erfolgte mit GraphPadPrism7
(GraphPad Software). Die Ergebnisse wurden als Mittelwert +/- Standardfehler des
Mittelwerts dargestellt. Mittels Normalwahrscheinlichkeitsdiagramm und Shapiro-Wilk-
Test wurde die Verteilung getestet. Im Falle einer Normalverteilung wurde der
ungepaarte t-Test verwendet. Bei nicht normal verteilten Daten wurde der Kruskal-
Wallis-Test, gefolgt vom Mann-Whitney-U-Test angewendet. Ein p-Wert von <0,05
wurde als statistisch signifikant gewertet.

In den folgenden Abbildungen werden die erfassten mRNA-Werte grafisch dargestellt.
Diese wurden mittels des Housekeeping-Gens 18S normalisiert und in Bezug auf die
unbehandelte Gruppe dargestellt, welche als durchgezogene Linie in den Abbildungen

zu sehen ist [39].
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Abbildung 6: Genexpressionsanalyse von Myh1
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001)

NaCl
Actovegin
Traumeel

=1 Actovegin + Traumeel

Myosinexpression

An Tag 1 ist die Myosinexpression in Gruppe 4, welche mit Actovegin und Traumeel
behandelt wurde, 23-mal héher als in der unbehandelten Kontrollgruppe (statistisch
nicht signifikant). Eine Monotherapie mit NaCl, Actovegin oder Traumeel zeigte
zunachst keinen Effekt auf die Expression von Myosin. Drei Tage postoperativ zeigte
sich die Myosinexpression in allen mit Actovegin und/oder Traumeel behandelten
Gruppen gesteigert. Hierbei lieBen sich jedoch keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen ermitteln. An Tag 7 zeigte sich die
Myosinexpression in allen Gruppen gemindert im Vergleich zu den Vortagen. Auch
hier zeigte sich in Gruppe 4 die hochste absolute Expression. Gruppe 2 und 4 zeigten
eine Erhohung der Myosinexpression in Bezug auf die Kontrollgruppe, welche bei

Gruppe 2 sogar als statistisch signifikant zu werten ist.
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NCAM1-Expression

An Tag 1 und 7 postoperativ zeigte sich die NCAM1-Expression in Gruppe 4
(Kombinationstherapie) gesteigert. Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Expression
sogar in allen anderen Gruppen und Zeitpunkten statistisch signifikant vermindert.
Eine Kombinationstherapie aus Actovegin und Traumeel fihrte zu einer gesteigerten
Expression an Tag 1 und 7 im Vergleich zu allen behandelten Gruppen, was allerdings

statistisch nicht signifikant ist.
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Pax7-Expression

Insgesamt zeigte sich eine statistisch signifikant verminderte Expression von Pax7 an
Tag 1 und 3 in allen Gruppen, welche eine Monotherapie erhielten. Gruppe 4 zeigte
an Tag 1 und 7 sowie Gruppe 2 und 3 an Tag 7 eine gesteigerte Pax7-Expression. Im
Vergleich zu allen Gruppen mit Monotherapie zeigt sich die Pax 7-Expression an Tag
1 und 7 der Kombinationstherapiegruppe gesteigert. Dies ist allerdings statistisch nicht

signifikant.
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4.1.1 Zusammenfassung der RT-PCR-Analyse
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Abbildung 9: Zusammenfassung der RT-PCR-Analyse. Mittelwert der Triplikate (n=12)
dargestellt mit dem Standardfehler. p-Werte < 0.05 werden als statistisch signifikant gewertet.
(* p <0.05, * p <0.01, ** p < 0.001, **** p < 0.0001)

Actovegin als Monotherapie (Gruppe 2) beeinflusst die Myosinexpression an Tag 3
und statistisch signifikant an Tag 7 postoperativ positiv. Auch die Pax7-Expression an
Tag 7 ist im Vergleich zur Kontrollgruppe vermehrt nachweisbar.

Traumeel als Monotherapie zeigte einen positiven Einfluss auf Myosin an Tag 1 und 3
sowie auf Pax7 an Tag 7.

Actovegin und Traumeel zeigen in Kombination (Gruppe 4) ebenfalls einen positiven
Effekt auf die Myosinexpression. Insbesondere an Tag 1 ist dies besonders deutlich
zu erkennen, namlich 23-mal mehr als in der unbehandelten Kontrollgruppe. Dies ist
zwar statistisch nicht signifikant, zeigt jedoch eine Wirkungstendenz. Auch eine
vermehrte Expression von NCAM1 und Pax7 ist an Tag 1 und 7 erkennbar.

Eine Injektionstherapie mit NaCl scheint keinen positiven Effekt zu haben. Hier ist die
Genexpression der untersuchten Marker sogar uUberwiegend geringer als in der

unbehandelten Kontrollgruppe.
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4.1.2 Daten der RT-PCR-Analyse

Tag 1
Gruppe Praparat 18S |NCAM-1 |Mw 18S ﬁ%tAM_1 rc‘:ﬂtl ﬁ%(;\tm-1 )I;::::ssion
nummer KG NCAM-1
Kontrolle-d1-1 2093| 2127| 3600 1929| 16,71 13,22
2093| 21,66| 3414 1929| 14,85 13,22
2093| 22,30 3399 1929| 14,71] 1322
Kontrolle-d1-2 2094 | 1432| 2879| 19,29 9,50 | 13,22
2094 | 14,78| 2922| 19,29 9,03| 13,22
2094| 1457| 3139 1929| 12,10] 13,22
Kontrolle-d1-3 2095 1522| 3302 1929| 1373 13,22
2095| 1504| 3272 1929| 1343] 13,22
2095| 1514| 3331| 1929|  14,02] 13,22
Kontrolle-d1-4 2096 | 25,87 19,29
2096 | 25,60 19,29
2096 | 25,69 19,29
NaCl-d1-1 1049| 744| 2554 821 17.33] 13,22 411 0,058
1040| 722 2527 821| 17,06] 13,22 3,84 0,070
1049| 679 2567 821| 17.45| 13,22 4,23 0,053
NaCl-d1-2 2055| 10,40| 29,19 821| 2098| 13,22 7,76 0,005
2055| 952| 29,51 821| 2129|1322 8,07 0,004
2055| 962| 2891 821| 2070] 13,22 7,48 0,006
NaCl-d1-3 1950| 594| 2516 821 16,94| 13,22 3,72 0,076
1950| 620 2567 821 17.45] 13,22 4,23 0,053
1950 | 574| 2525 821 17,04| 1322 3,82 0,071
NaCl-d1-4 2056| 942| 28,99 821| 2077|1322 7,55 0,005
2056| 9,83| 29,14 821| 2093] 13,22 7,70 0,005
2056| 10,43| 29,12 821| 2090] 13,22 7,68 0,005
Actovegin-d1-1 1080| 13,17 3061| 1077| 19,84| 13,22 6,62 0,010
1080 | 13,00| 30,14| 10,77|  19,38| 13,22 6,16 0,014
1080| 12,82| 3040| 1077| 19.64| 13,22 6,42 0,012
Actovegin-d1-2 2061| 1028| 2054| 1077| 1877] 13,22 5,55 0,021
2061 9,95| 3003 10,77| 19,27 13,22 6,05 0,015
2061| 968| 2085 1077| 19,08] 13,22 5,86 0,017
Actovegin-d1-3 1081| 7.66| 27,06 1077| 16,29| 13,22 3,07 0,119
1081| 845| 2702 1077 16.25| 13,22 3,03 0,122
1081| 914| 2660| 10,77| 1584| 13,22 2,62 0,163
Actovegin-d1-4 2062| 11,82 3052 10,77| 19,75| 13,22 6,53 0,011
2062| 11,57 3032 1077| 19,55| 13,22 6,33 0,012
2062| 11,66| 30,78| 10,77|  20,01| 13,22 6,79 0,009
Traumeel-d1-1 1086| 881 3057 867| 21,91] 13,22 8,68 0,002
1086| 9,06| 30,05 867| 2138|1322 8,16 0,003
1086| 887 3065 867| 2198|1322 8,76 0,002
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Traumeel-d1-2 2067 | 8,14 28,79 8,67 20,12| 13,22 6,90 0,008
2067 | 8,23 28,65 8,67 19,99 | 13,22 6,77 0,009
2067 | 8,18 28,43 8,67 19,76 | 13,22 6,54 0,011
Traumeel-d1-3 1987 | 7,54 28,52 8,67 19,85| 13,22 6,63 0,010
1987 | 7,25 28,33 8,67 19,66 | 13,22 6,44 0,012
1987 | 7,24 28,11 8,67 19,44 | 13,22 6,22 0,013
Traumeel-d1-4 2068 | 10,28 28,38 8,67 19,71 13,22 6,49 0,011
2068 | 10,12 28,78 8,67 20,11] 13,22 6,89 0,008
2068 | 10,28 28,61 8,67 19,94 | 13,22 6,72 0,009
A+T-d1-1 1992
1992
1992
A+T-d1-2 2087 | 14,53 27,49 16,18 11,30 | 13,22 -1,92 3,775
2087 | 14,36 27,32 16,18 11,14 | 13,22 -2,08 4,238
2087 | 14,26 27,18 16,18 10,99 | 13,22 -2,23 4,688
A+T-d1-3 1993 | 19,13 36,38 16,18 20,20 | 13,22 6,97 0,008
1993 | 20,22 36,67 16,18 20,49 | 13,22 7,27 0,006
1993 | 20,15 35,85 16,18 19,66 | 13,22 6,44 0,012
A+T-d1-4 2088 | 14,43 29,00 16,18 12,81 13,22 -0,41 1,325
2088 | 14,18 28,74 16,18 12,55| 13,22 -0,67 1,591
2088 | 14,40 29,34 16,18 13,16 | 13,22 -0,06 1,046
Tabelle 15: PCR-Daten Tag 1 18S und NCAM1
u x-fach
Gruppe F:‘r:'m'::tr Myosin | MW 18S | ACt Myosin Ac':":"xe %‘;‘sin Ex:(r:g:sion
Myosin
Kontrolle-d1-1 2093 29,99 19,29 10,71 9,32
2093 29,83 19,29 10,54 9,32
2093 30,03 19,29 10,75 9,32
Kontrolle-d1-2 2094 24,11 19,29 4,82 9,32
2094 22,88 19,29 3,59 9,32
2094 22,83 19,29 3,54 9,32
Kontrolle-d1-3 2095 28,02 19,29 8,74 9,32
2095 24,92 19,29 5,63 9,32
2095 24,84 19,29 5,55 9,32
Kontrolle-d1-4 2096 35,18 19,29 15,89 9,32
2096 35,51 19,29 16,23 9,32
2096 35,18 19,29 15,90 9,32
NaCl-d1-1 1949 18,67 8,21 10,46 9,32 1,13 0,455
1949 17,99 8,21 9,78 9,32 0,46 0,728
1949 33,64 8,21 25,43 9,32 16,11 0,000
NaCl-d1-2 2055 21,19 8,21 12,98 9,32 3,65 0,079
2055 21,41 8,21 13,19 9,32 3,87 0,068
2055 21,06 8,21 12,85 9,32 3,53 0,087
NaCl-d1-3 1950 17,97 8,21 9,76 9,32 0,44 0,739
1950 16,76 8,21 8,55 9,32 -0,77 1,709
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1950 17,06 8,21 8,85 9,32 -0,47 1,386
NaCl-d1-4 2056 20,18 8,21 11,97 9,32 2,64 0,160
2056 20,24 8,21 12,03 9,32 2,70 0,153
2056 20,20 8,21 11,98 9,32 2,66 0,158
Actovegin-d1-1 1980 22,63 10,77 11,86 9,32 2,54 0,172
1980 22,40 10,77 11,63 9,32 2,31 0,202
1980 22,53 10,77 11,76 9,32 2,44 0,184
Actovegin-d1-2 2061 20,37 10,77 9,60 9,32 0,28 0,824
2061 21,00 10,77 10,23 9,32 0,91 0,534
2061 20,79 10,77 10,03 9,32 0,70 0,614
Actovegin-d1-3 1981 19,48 10,77 8,71 9,32 -0,61 1,526
1981 19,16 10,77 8,40 9,32 -0,93 1,900
1981 18,13 10,77 7,37 9,32 -1,96 3,882
Actovegin-d1-4 2062 20,92 10,77 10,15 9,32 0,83 0,562
2062 21,26 10,77 10,49 9,32 1,17 0,445
2062 20,81 10,77 10,05 9,32 0,72 0,606
Traumeel-d1-1 1986 18,75 8,67 10,08 9,32 0,76 0,592
1986 18,76 8,67 10,09 9,32 0,77 0,588
1986 19,07 8,67 10,40 9,32 1,08 0,473
Traumeel-d1-2 2067 20,31 8,67 11,65 9,32 2,32 0,200
2067 20,16 8,67 11,49 9,32 2,17 0,223
2067 20,01 8,67 11,35 9,32 2,02 0,246
Traumeel-d1-3 1987 19,54 8,67 10,87 9,32 1,55 0,342
1987 19,41 8,67 10,74 9,32 1,42 0,374
1987 19,47 8,67 10,81 9,32 1,48 0,358
Traumeel-d1-4 2068 20,32 8,67 11,66 9,32 2,33 0,198
2068 20,25 8,67 11,58 9,32 2,26 0,209
2068 20,14 8,67 11,48 9,32 2,15 0,225
A+T-d1-1 1992
1992
1992
A+T-d1-2 2087 19,95 16,18 3,77 9,32 -5,565 46,944
2087 19,79 16,18 3,61 9,32 -5,72 52,577
2087 20,30 16,18 4,12 9,32 -5,21 36,892
A+T-d1-3 1993 27,33 16,18 11,14 9,32 1,82 0,283
1993 27,42 16,18 11,23 9,32 1,91 0,266
1993 27,45 16,18 11,26 9,32 1,94 0,261
A+T-d1-4 2088 20,97 16,18 4,78 9,32 -4,54 23,263
2088 20,76 16,18 4,58 9,32 -4,75 26,856
2088 21,06 16,18 4,88 9,32 -4,45 21,785

Tabelle 16: PCR-Daten Tag 1 Myosin
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Mw

x-fache

Gruppe ZT&?;Z? Pax7Rn !IVISV; Iég)t?Rn ACt éﬁan Expression
KG Pax7Rn
Kontrolle-d1-1 2093 33,68 19,29 14,40| 13,99
2093 31,16 | 19,29 11,87 13,99
2093 32,67 | 19,29 13,38 13,99
Kontrolle-d1-2 2094 30,03| 19,29 10,74| 13,99
2094 30,27 | 19,29 10,99| 13,99
2094 29,43 | 19,29 10,15| 13,99
Kontrolle-d1-3 2095 32,72 19,29 13,43| 13,99
2095 31,15] 19,29 11,87 13,99
2095 32,13| 19,29 12,84 | 13,99
Kontrolle-d1-4 2096 36,75| 19,29 17,46 13,99
2096 39,70 19,29 20,41 13,99
2096 39,70 19,29 20,42 13,99
NaCl-d1-1 1949 25,07 8,21 16,86 13,99 2,86 0,138
1949 25,20 8,21 16,99| 13,99 3,00 0,125
1949 37,87 8,21 29,66 13,99 15,66 0,000
NaCl-d1-2 2055 30,34 8,21 22,13 13,99 8,13 0,004
2055 30,01 8,21 21,80 13,99 7,81 0,004
2055 37,54 8,21 29,32 13,99 15,33 0,000
NaCl-d1-3 1950 2449| 8,21 16,28 | 13,99 2,28 0,206
1950 25,13| 8,21 16,92| 13,99 2,93 0,131
1950 2510 8,21 16,89| 13,99 2,89 0,135
NaCl-d1-4 2056 2942 | 8,21 21,20 13,99 7,21 0,007
2056 29,96 | 8,21 21,74 13,99 7,75 0,005
2056 29,19| 8,21 20,98 13,99 6,99 0,008
Actovegin-d1-1 1980 30,91| 10,77 20,14 13,99 6,14 0,014
1980 31,83| 10,77 21,06 13,99 7,07 0,007
1980 30,39 | 10,77 19,62| 13,99 5,63 0,020
Actovegin-d1-2 2061 29,52 | 10,77 18,75| 13,99 4,76 0,037
2061 29,87 | 10,77 19,10 13,99 5,10 0,029
2061 29,32| 10,77 18,56| 13,99 4,56 0,042
Actovegin-d1-3 1981 27,40| 10,77 16,63 | 13,99 2,64 0,161
1981 27,41| 10,77 16,64 | 13,99 2,65 0,159
1981 27,13| 10,77 16,36 | 13,99 2,37 0,194
Actovegin-d1-4 2062 30,28 | 10,77 19,52 13,99 5,52 0,022
2062 29,66 | 10,77 18,90| 13,99 4,90 0,033
2062 29,99 | 10,77 19,23| 13,99 5,23 0,027
Traumeel-d1-1 1986 28,26 | 8,67 19,59| 13,99 5,60 0,021
1986 27,66 | 8,67 18,99| 13,99 4,99 0,031
1986 27,38| 8,67 18,71 13,99 4,71 0,038
Traumeel-d1-2 2067 27,38| 8,67 18,71 13,99 4,71 0,038
2067 2745| 8,67 18,79 13,99 4,79 0,036
2067 27,19| 8,67 18,52 13,99 4,53 0,043
Traumeel-d1-3 1987 27,27| 8,67 18,60 13,99 4,61 0,041
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1987 27,34| 8,67 18,67| 13,99 4,67 0,039
1987 27,55| 8,67 18,88 | 13,99 4,88 0,034
Traumeel-d1-4 2068 28,21| 8,67 19,54| 13,99 5,55 0,021
2068 28,27 | 8,67 19,61 13,99 5,61 0,020
2068 28,29| 8,67 19,62| 13,99 5,63 0,020
A+T-d1-1 1992
1992
1992
A+T-d1-2 2087 27,19| 16,18 11,01 13,99 -2,99 7,927
2087 27,20 | 16,18 11,02 13,99 -2,98 7,887
2087 27,71| 16,18 11,63 | 13,99 -2,47 5,538
A+T-d1-3 1993 38,41| 16,18 22,22 13,99 8,23 0,003
1993 34,58 | 16,18 18,40 13,99 4,40 0,047
1993 36,00 | 16,18 19,82| 13,99 5,82 0,018
A+T-d1-4 2088 28,25| 16,18 12,07 13,99 -1,93 3,800
2088 27,52| 16,18 11,33| 13,99 -2,66 6,324
2088 27,75| 16,18 11,57 13,99 -2,43 5,376

Tabelle 17: PCR-Daten Tag 1 Pax7
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Tag 3

. MW x-fache
Gruppe ':'5.?1?521 185 | NCAM-1 |1\n8v; ﬁ%tAM-1 ﬁgt ﬁg\tm-1 ﬁ’é‘f’ms_?m"
Kontrolle-d3-1 2007| 16,69| 3394| 1449| 1945/ 1549
2097| 16,96| 3505| 1449| 20,57]| 1549
2097| 16,78|  35.60| 1449| 21,11] 1549
Kontrolle-d3-2 2098| 14,17|  30,15| 14.49| 1566/ 1549
2008| 1426| 30,11] 1449| 1563 1549
2098| 14,07| 30,16] 1449| 1568/ 1549
Kontrolle-d3-3 2099| 17.42| 2852| 14.49|  14,03] 1549
2099| 17.26| 28,84| 1449| 14,35| 1549
2099| 17,32 29.35| 1449| 14,87] 1549
Kontrolle-d3-4 2100| 9,72| 26,02] 1449] 11,53] 1549
2100| 964| 26,05| 1449| 11,56| 1549
2100| 955| 2592| 1449| 1143 1549
NaCl-d3-1 1951| 652| 2524 839 16,85| 1549 1,36 0,390
1051| 694| 2527| 839] 16,88] 1549 1,39 0,382
1951 6,69| 2472 839] 16,34| 1549 0,85 0,556
NaCl-d3-2 2057] 10,69| 3034| 839] 21,95| 1549 6,46 0,011
2057| 11,44 30,11] 839] 21,72] 1549 6,23 0,013
2057] 10,72]  30,03| 839] 21,64 1549 6,15 0,014
NaCl-d3-3 1052| 866| 2759 839] 19.21] 1549 3,72 0,076
1952| 947| 2754 839 1915| 1549 3,66 0,079
1052| 884| 2720 839] 1881] 1549 3,32 0,100
NaCl-d3-4 2058| 698 2437| 839| 1598 1549 0,49 0,712
2058| 6,85 2498 839 16,60 1549 1,11 0,465
2058| 6,85 2469| 839| 16,30 1549 0,81 0,570
Actovegin-d3-1 1082| 1408| 3262| 960| 23,02| 1549 7,53 0,005
1082 1388] 3212 960| 2252] 1549 7,03 0,008
1082 1443| 3274 960| 23,14] 1549 7,65 0,005
Actovegin-d3-2 2063 7.43| 27.72] 960 1812] 1549 2,63 0,161
2063| 805| 2728 960| 17,68 1549 2,19 0,220
2063 7.66| 27.43] 960 17,83] 1549 2,34 0,198
Actovegin-d3-3 1083| 728| 2763| 960| 18,03] 1549 2,54 0,172
1083| 658| 2762| 960| 18,02] 1549 2,53 0,173
1083 722| 2763] 960| 18,03] 1549 2,54 0,172
Actovegin-d3-4 2064| 951| 2893| 960 19,33] 1549 3,84 0,070
2064| 953| 2918| 960 19,58| 1549 4,09 0,059
2064| 953| 2862| 960 19,02| 1549 3,53 0,087
Traumeel-d3-1 1088 1063 31,16 965 21,52| 1549 6,03 0,015
1088 1062] 3035| 965| 20,71] 1549 5,22 0,027
1088 1003| 31,16 965| 21,51| 1549 6,02 0,015
Traumeel-d3-2 2069| 10,53| 2953| 965 19,88 1549 4,39 0,048
2069| 10,64| 2897| 965 19,33| 1549 3,84 0,070
2069| 10,66| 29,14| 965 1949] 1549 4,00 0,062
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Traumeel-d3-3 1989 | 9,65 30,26 9,65 20,61 15,49 5,12 0,029
1989 | 9,79 30,06 | 9,65 20,41 15,49 4,92 0,033
1989 | 10,15 29,71 9,65 20,06 | 15,49 4,57 0,042

Traumeel-d3-4 2070 7,71 27,29| 9,65 17,64 | 15,49 2,15 0,225
2070| 7,26 27,34 9,65 17,70 | 15,49 2,21 0,217
2070| 8,11 27,12 9,65 17,48 | 15,49 1,99 0,252

A+T-d3-1 1994
1994
1994

A+T-d3-2 2089| 8,45 28,80 | 12,69 16,11 | 15,49 0,62 0,651
2089 9,24 29,05| 12,69 16,36 | 15,49 0,87 0,548
2089| 8,80 29,07 | 12,69 16,37 | 15,49 0,88 0,543

A+T-d3-3 1995 | 19,44 38,53 | 12,69 25,84 | 15,49 10,35 0,001
1995 | 19,00 38,25| 12,69 25,55| 15,49 10,06 0,001
1995 | 18,44 38,82 | 12,69 26,13 | 15,49 10,64 0,001

A+T-d3-4 2090| 10,28 29,13 | 12,69 16,44 | 15,49 0,95 0,517
2090| 10,33 29,33 | 12,69 16,64 | 15,49 1,15 0,451
2090] 10,28 29,85| 12,69 17,15| 15,49 1,66 0,316

Tabelle 18: PCR-Daten Tag 3 18S und NCAMA1

Gruppe Praparat- Myosin MW jaCt MW | AACt )I;-::::ssion
nummer 18S |Myosin | ACt KG | Myosin Myosin
Kontrolle-d3-1 2097 28,22 14,49 13,73 11,21
2097 28,25 14,49 13,76 | 11,21
2097 28,17 14,49 13,68 11,21
Kontrolle-d3-2 2098 33,00 14,49 18,51 11,21
2098 32,65 14,49 18,16 11,21
2098 32,45 14,49 17,96 | 11,21
Kontrolle-d3-3 2099 22,43 14,49 795 11,21
2099 22,16 14,49 7,68 11,21
2099 21,52 14,49 7,03] 11,21
Kontrolle-d3-4 2100 19,80| 14,49 5,31 11,21
2100 19,84| 14,49 535 11,21
2100 19,88| 14,49 539 11,21
NaCl-d3-1 1951 17,82 8,39 943 11,21 -1,78 3,429
1951 18,49 8,39 10,11 11,21 -1,10 2,149
1951 18,55 8,39 10,17 11,21 -1,04 2,060
NaCl-d3-2 2057 21,30 8,39 12,91 11,21 1,70 0,307
2057 21,19 8,39 12,80 11,21 1,59 0,332
2057 21,24 8,39 12,86 11,21 1,65 0,319
NaCl-d3-3 1952 20,93 8,39 12,54 11,21 1,33 0,398
1952 20,25 8,39 11,86 | 11,21 0,65 0,637
1952 20,58 8,39 12,19 11,21 0,98 0,506
NaCl-d3-4 2058 39,31 8,39 30,92 11,21 19,71 0,000
2058 17,87 8,39 948 11,21 -1,73 3,320
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2058 33,64 8,39 2526 11,21 14,05 0,000
Actovegin-d3-1 1982 26,11 9,60 16,51 11,21 5,30 0,025
1982 26,11 9,60 16,51 11,21 5,30 0,025
1982 25,96 9,60 16,36 | 11,21 5,16 0,028
Actovegin-d3-2 2063 19,22 9,60 962 11,21 -1,59 3,003
2063 18,58 9,60 8,98| 11,21 -2,23 4,695
2063 18,52 9,60 892 11,21 -2,29 4,880
Actovegin-d3-3 1983 18,17 9,60 8,57 11,21 -2,64 6,240
1983 18,77 9,60 9,171 11,21 -2,04 4,105
1983 18,98 9,60 9,38 11,21 -1,83 3,566
Actovegin-d3-4 2064 19,55 9,60 9,95 11,21 -1,25 2,386
2064 19,83 9,60 10,23 | 11,21 -0,98 1,968
2064 19,46 9,60 9,86 11,21 -1,34 2,540
Traumeel-d3-1 1988 21,66 9,65 12,01 11,21 0,80 0,573
1988 21,64 9,65 12,00 11,21 0,79 0,579
1988 21,47 9,65 11,82 11,21 0,61 0,654
Traumeel-d3-2 2069 19,37 9,65 9,73 11,21 -1,48 2,794
2069 19,60 9,65 9,95 11,21 -1,26 2,390
2069 19,43 9,65 9,79 11,21 -1,42 2,680
Traumeel-d3-3 1989 21,26 9,65 11,61 11,21 0,40 0,757
1989 21,59 9,65 11,94 11,21 0,73 0,602
1989 21,46 9,65 11,81 11,21 0,60 0,659
Traumeel-d3-4 2070 17,55 9,65 7,90 11,21 -3,31 9,930
2070 16,16 9,65 6,52 11,21 -4,69 25,857
2070 22,08 9,65 1243 11,21 1,22 0,429
A+T-d3-1 1994
1994
1994
A+T-d3-2 2089 18,85| 12,69 6,15 11,21 -5,06 33,251
2089 19,10 12,69 6,41 11,21 -4,80 27,887
2089 18,85| 12,69 6,15 11,21 -5,06 33,297
A+T-d3-3 1995 29,00 12,69 16,31 11,21 5,10 0,029
1995 28,00 12,69 15,31 11,21 4,10 0,058
1995 29,78 12,69 17,09 11,21 5,88 0,017
A+T-d3-4 2090 19,68| 12,69 6,99 11,21 -4,22 18,615
2090 19,76 12,69 707 11,21 -4,14 17,632
2090 19,74 12,69 7,04 11,21 -4,17 17,976

Tabelle 19: PCR-Daten Tag 3 Myosin
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. Mw x-fach
Gruppe T:lr':\?r::t- Pax7Rn !IVISV; IA’g)thn ACt IA’g)c(:;Rn Ex::esesion
KG Pax7Rn
Kontrolle-d3-1 2097 32,41| 14,49 17,93| 16,07
2097 32,73| 14,49 18,24 | 16,07
2097 32,00| 14,49 17,51 16,07
Kontrolle-d3-2 2098 35,00| 14,49 20,51| 16,07
2098 30,19| 14,49 15,70 16,07
2098 30,70| 14,49 16,22 16,07
Kontrolle-d3-3 2099 29,61 14,49 15,12 16,07
2099 29,96 | 14,49 15,47 16,07
2099 32,54 | 14,49 18,06 | 16,07
Kontrolle-d3-4 2100 27,25| 14,49 12,76 | 16,07
2100 26,65| 14,49 12,16| 16,07
2100 27,67 | 14,49 13,18| 16,07
NaCl-d3-1 1951 2599| 8,39 17,60 16,07 1,53 0,346
1951 25,72 8,39 17,33| 16,07 1,26 0,417
1951 2514 8,39 16,75| 16,07 0,68 0,623
NaCl-d3-2 2057 29,60 8,39 21,21| 16,07 5,14 0,028
2057 29,81 8,39 21,42| 16,07 5,35 0,025
2057 30,07 8,39 21,69| 16,07 5,61 0,020
NaCl-d3-3 1952 28,28 8,39 19,89 16,07 3,82 0,071
1952 27,89 8,39 19,50 | 16,07 3,43 0,093
1952 27,21 8,39 18,82 16,07 2,75 0,148
NaCl-d3-4 2058 2524 8,39 16,86 | 16,07 0,78 0,581
2058 2592| 8,39 17,53| 16,07 1,46 0,363
2058 2539 8,39 17,00| 16,07 0,93 0,524
Actovegin-d3-1 1982 32,62 9,60 23,02| 16,07 6,95 0,008
1982 32,85| 9,60 23,25| 16,07 7,18 0,007
1982 32,39| 9,60 22,79| 16,07 6,71 0,010
Actovegin-d3-2 2063 27,65| 9,60 18,05| 16,07 1,98 0,253
2063 27,80 9,60 18,20 | 16,07 2,13 0,229
2063 27,73| 9,60 18,13| 16,07 2,06 0,240
Actovegin-d3-3 1983 27,70 9,60 18,10 16,07 2,03 0,245
1983 27,06 9,60 17,46| 16,07 1,39 0,381
1983 27,18 9,60 17,58 | 16,07 1,51 0,351
Actovegin-d3-4 2064 28,76 9,60 19,16 16,07 3,09 0,118
2064 28,13| 9,60 18,53| 16,07 2,45 0,182
2064 38,14 9,60 28,54| 16,07 12,47 0,000
Traumeel-d3-1 1988 29,19 9,65 19,54 16,07 3,47 0,090
1988 28,99 9,65 19,35| 16,07 3,27 0,103
1988 29,59 9,65 19,95| 16,07 3,88 0,068
Traumeel-d3-2 2069 28,34| 9,65 18,69| 16,07 2,62 0,162
2069 28,34 9,65 18,69| 16,07 2,62 0,163
2069 28,75| 9,65 19,10 16,07 3,03 0,122
Traumeel-d3-3 1989 28,41 9,65 18,77 16,07 2,69 0,154
1989 28,24 9,65 18,59 | 16,07 2,52 0,174
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1989 29,21 9,65 19,56 | 16,07 3,49 0,089
Traumeel-d3-4 2070 25,89 9,65 16,24 | 16,07 0,17 0,890
2070 25,68| 9,65 16,04 | 16,07 -0,03 1,024
2070 26,12 9,65 16,48 | 16,07 0,41 0,755
A+T-d3-1 1994
1994
1994
A+T-d3-2 2089 27,90 12,69 15,21 | 16,07 -0,86 1,816
2089 28,16 | 12,69 15,47 | 16,07 -0,61 1,522
2089 28,02 12,69 15,32 | 16,07 -0,75 1,679
A+T-d3-3 1995 37,32 12,69 24,62| 16,07 8,55 0,003
1995 37,89| 12,69 25,20 16,07 9,13 0,002
1995 38,47 | 12,69 25,78 | 16,07 9,71 0,001
A+T-d3-4 2090 28,64 | 12,69 15,95| 16,07 -0,12 1,089
2090 27,85| 12,69 15,16 | 16,07 -0,91 1,885
2090 28,42 12,69 15,73 | 16,07 -0,34 1,267

Tabelle 20: PCR-Daten Tag 3 Pax7
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Tag 7

. MW x-fache
Gruppe ':'5.?1?521 185 | NCAM-1 'f'é'é’ ﬁ%tAM-1 ﬁgt ﬁg\tm-1 ﬁ’é‘f’ms_?m"
Kontrolle-d7-1 2101] 13,01  20,29|1655| 12,74 15,50
2101] 1297 2021|1655 12,66 15,50
2101] 12,98 2035|1655 12,80 15,50
Kontrolle-d7-2 2102] 17,10] 3145|1655 14,90] 15,50
2102] 1723  32,83|1655| 16,28 15,50
2102] 17.26]  32,36]16,55| 1581/ 15,50
Kontrolle-d7-3 2103] 1337| 2939|1655 12,84 15,50
2103| 1249| 2053|1655 12,97 15,50
2103] 1249| 2029|1655 12,74 15,50
Kontrolle-d7-4 2104| 2306| 3417|1655 17,62| 15,50
2104] 2356 3825|1655 21,70 15,50
2104| 2312| 3956|1655  23,01] 15,50
NaCl-d7-1 1953
1953
1953
NaCl-d7-2 2059| 855 2850/1037] 18,13] 15,50 2,62 0,162
2059| 810|  2831/1037| 17,94 15,50 2,44 0,185
2059| 812 27,57]1037] 17,20 15,50 1,70 0,308
NaCl-d7-3 1054| 1264|  2848[1037| 18,11] 15,50 2,60 0,164
1054| 1174  2826|1037] 17.89] 1550 2,39 0,191
1054 1251  2857]1037] 18,20] 1550 2,70 0,154
NaCl-d7-4 2060| 10,92  20559|1037|  19,22] 15,50 3,72 0,076
2060| 10,16]  20,62]10,37] 19,25 15,50 3,74 0,075
2060| 10,60  29,26|10,37| 18,289 15,50 3,38 0,096
Actovegin-d7-1 1984 | 1638|  32,50|11,93|  20,77| 15,50 5,26 0,026
1084 1616|  3322[11,93] 2148] 1550 5,98 0,016
1084 | 1662|  32,78]11,93]  21,05] 15,50 5,55 0,021
Actovegin-d7-2 2065| 901| 2036|1193 17.62] 15,50 2,12 0,230
2065| 9,08 2045|11,93| 17,72] 15,50 2,21 0,215
2065| 925| 2887/11,93] 17,14] 1550 163 0,322
Actovegin-d7-3 1085| 804| 2729]11,93] 1556] 1550 0,05 0,064
1085| 806| 27.84|11,93] 16,11] 1550 0,60 0,658
1085| 818| 27.86/11,93] 16,12] 1550 0,62 0,651
Actovegin-d7-4 2066 14,19  32,88|11,93|  21,14] 1550 5,64 0,020
2066 14,10|  32,16/11,93] 2042] 15,50 4,92 0,033
2066 | 14,09|  31,97]11,93] 2143 1550 5,93 0,016
Traumeel-d7-1 1000 877] 2882[1024] 1828] 1550 2,78 0,145
1000 839] 2895[1024] 1841 1550 2,91 0,133
1000 860| 2916|1024 18,62] 1550 3,12 0,115
Traumeel-d7-2 2071] 14,13]  30,75]10,24| 20,21/ 15,50 4,71 0,038
2071] 14,09  30,30|1024| 19,76 15,50 4,26 0,052
2071] 1447] 2050|1024 18,96/ 15,50 3,46 0,091
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Traumeel-d7-3 1991 | 9,06 29,50] 10,24 18,96 | 15,50 3,46 0,091
1991| 9,36 29,44110,24 18,90 | 15,50 3,40 0,095
1991| 9,08 29,64 10,24 19,10 | 15,50 3,59 0,083
Traumeel-d7-4 2072 9,07 29,65] 10,24 19,11 | 15,50 3,61 0,082
2072 9,02 28,941 10,24 18,40 | 15,50 2,90 0,134
2072| 8,88 29,231 10,24 18,69 | 15,50 3,19 0,110
A+T-d7-1 1996
1996
1996
A+T-d7-2 2091| 17,33 32,26 | 15,02 17,23 | 15,50 1,73 0,301
2091 | 16,68 32,30 15,02 17,28 | 15,50 1,78 0,292
2091 | 17,04 31,90 15,02 16,87 | 15,50 1,37 0,387
A+T-d7-3 1997 | 13,32 29,63 15,02 14,61 | 15,50 -0,90 1,863
1997 | 13,21 28,63 15,02 13,61 | 15,50 -1,90 3,726
1997 | 12,90 29,03 15,02 14,01 | 15,50 -1,50 2,824
A+T-d7-4 2092 | 14,58 31,99 15,02 16,96 | 15,50 1,46 0,363
2092 | 15,21 32,04 | 15,02 17,02 | 15,50 1,51 0,350
2092 | 14,95 32,491 15,02 17,47 | 15,50 1,96 0,256
Tabelle 21: PCR-Daten Tag 7 18S und NCAMA1
Grppe | PP uyogin | MW 00t | ot st | Eupresion
yosin
Kontrolle-d7-1 2101 21,98 | 16,55 543] 9,32
2101 22,11] 16,55 556| 9,32
2101 22,01] 16,55 545| 9,32
Kontrolle-d7-2 2102 25,74 | 16,55 9,18| 9,32
2102 26,12| 16,55 9,57 9,32
2102 25,92 | 16,55 9,36| 9,32
Kontrolle-d7-3 2103 21,60| 16,55 504 9,32
2103 21,57 | 16,55 501] 9,32
2103 21,07 | 16,55 451 9,32
Kontrolle-d7-4 2104 31,69| 16,55 15,13| 9,32
2104 31,49 | 16,55 14,93 | 9,32
2104 31,85| 16,55 15,30 9,32
NaCl-d7-1 1953
1953
1953
NaCl-d7-2 2059 20,15| 10,37 9,78| 9,32 1,07 0,476
2059 20,30| 10,37 9,93| 9,32 1,22 0,428
2059 19,80 | 10,37 9,43| 9,32 0,73 0,604
NaCl-d7-3 1954 23,32| 10,37 12,95| 9,32 4,24 0,053
1954 24,37| 10,37 14,00 9,32 5,29 0,025
1954 27,12| 10,37 16,75| 9,32 8,05 0,004
NaCl-d7-4 2060 21,22] 10,37 10,85| 9,32 2,15 0,226
2060 21,36] 10,37 10,99| 9,32 2,28 0,206
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2060 21,48 | 10,37 11,11 9,32 2,40 0,189
Actovegin-d7-1 1984 26,25| 11,93 14,52 9,32 5,81 0,018
1984 26,31 | 11,93 14,58 | 9,32 5,87 0,017
1984 25,96 | 11,93 14,23| 9,32 5,52 0,022
Actovegin-d7-2 2065 18,94 | 11,93 721 9,32 -1,50 2,830
2065 19,27 | 11,93 7,53 9,32 -1,18 2,259
2065 19,27 | 11,93 754 9,32 -1,17 2,246
Actovegin-d7-3 1985 18,28 | 11,93 6,55| 9,32 -2,16 4,476
1985 18,27 | 11,93 6,54| 9,32 -2,17 4,498
1985 18,12 11,93 6,39| 9,32 -2,32 4,990
Actovegin-d7-4 2066 23,91 11,93 12,18 9,32 3,47 0,090
2066 24,26 | 11,93 12,52 9,32 3,81 0,071
2066 26,12 | 11,93 15,58 | 9,32 6,87 0,009
Traumeel-d7-1 1990 19,69 | 10,24 9,15 9,32 0,44 0,737
1990 18,88 | 10,24 8,34| 9,32 -0,37 1,289
1990 19,14 | 10,24 8,60 9,32 -0,11 1,080
Traumeel-d7-2 2071 21,53| 10,24 10,99| 9,32 2,28 0,206
2071 20,35| 10,24 9,81 9,32 1,10 0,467
2071 22,69| 10,24 12,15 9,32 3,44 0,092
Traumeel-d7-3 1991 19,98 | 10,24 9,44| 9,32 0,73 0,601
1991 20,49 10,24 9,95| 9,32 1,25 0,421
1991 20,72| 10,24 10,18 | 9,32 1,47 0,360
Traumeel-d7-4 2072 18,64 | 10,24 8,11 9,32 -0,60 1,518
2072 18,79 | 10,24 8,25| 9,32 -0,46 1,373
2072 19,20 | 10,24 8,66 9,32 -0,05 1,035
A+T-d7-1 1996
1996
1996
A+T-d7-2 2091 23,35| 15,02 8,32| 9,32 -0,38 1,305
2091 23,94 | 15,02 8,91 9,32 0,20 0,868
2091 23,72 | 15,02 8,70 9,32 -0,01 1,007
A+T-d7-3 1997 20,78 | 15,02 576 9,32 -2,95 7,736
1997 21,05 15,02 6,03| 9,32 -2,68 6,415
1997 20,98 | 15,02 596| 9,32 -2,75 6,734
A+T-d7-4 2092 22,11 15,02 7,09 9,32 -1,62 3,075
2092 22,38 | 15,02 7,36 9,32 -1,35 2,549
2092 21,45] 15,02 6,42 9,32 -2,29 4,877

Tabelle 22: PCR-Daten Tag 7 Myosin
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. Mw x-fach
Gruppe T:lr':\?r::t- Pax7Rn !IVISV; IA’g)thn ACT IA’g)c(:;Rn Ex::esesion
KG Pax7Rn
Kontrolle-d7-1 2101 29,98 | 16,55 13,43| 17,13
2101 30,77 | 16,55 14,22 17,13
2101 30,28 | 16,55 13,72 17,13
Kontrolle-d7-2 2102 33,95| 16,55 17,39 17,13
2102 33,71 16,55 17,15 17,13
2102 37,76 | 16,55 21,21 17,13
Kontrolle-d7-3 2103 30,36 | 16,55 13,81 17,13
2103 29,54 | 16,55 12,99 17,13
2103 30,32 | 16,55 13,76 | 17,13
Kontrolle-d7-4 2104 38,09| 16,55 21,53| 17,13
2104 39,79| 16,55 2324 17,13
2104 39,68 | 16,55 23,13| 17,13
NaCl-d7-1 1953 17,13
1953 17,13
1953 17,13
NaCl-d7-2 2059 29,15| 10,37 18,78 17,13 1,65 0,319
2059 28,36| 10,37 17,99 17,13 0,86 0,551
2059 28,62| 10,37 18,25| 17,13 1,12 0,461
NaCl-d7-3 1954 28,44 | 10,37 18,07 17,13 0,94 0,522
1954 29,68 | 10,37 19,31 17,13 2,18 0,221
1954 29,50| 10,37 19,13 17,13 2,00 0,250
NaCl-d7-4 2060 28,93 | 10,37 18,56 17,13 1,43 0,371
2060 30,02| 10,37 19,65| 17,13 2,52 0,175
2060 29,68 | 10,37 19,30 17,13 2,17 0,222
Actovegin-d7-1 1984 33,05| 11,93 21,32 17,13 4,18 0,055
1984 33,88 ] 11,93 2215 17,13 5,01 0,031
1984 33,39] 11,93 2165 17,13 4,52 0,044
Actovegin-d7-2 2065 28,71 11,93 16,98| 17,13 -0,15 1,112
2065 28,56 | 11,93 16,82 17,13 -0,31 1,239
2065 28,37 11,93 16,64| 17,13 -0,49 1,409
Actovegin-d7-3 1985 27,07 11,93 15,33 17,13 -1,80 3,486
1985 27,24 | 11,93 15,51 17,13 -1,63 3,090
1985 26,89 | 11,93 15,15 17,13 -1,98 3,939
Actovegin-d7-4 2066 3241 11,93 20,67 17,13 3,54 0,086
2066 31,48 | 11,93 19,75 17,13 2,61 0,163
2066 32,01 11,93 2147 | 17,13 4,34 0,049
Traumeel-d7-1 1990 26,69| 10,24 16,15 17,13 -0,99 1,981
1990 26,72| 10,24 16,18 17,13 -0,95 1,934
1990 26,84 | 10,24 16,30 17,13 -0,83 1,779
Traumeel-d7-2 2071 29,65| 10,24 19,11 17,13 1,98 0,254
2071 29,97 | 10,24 19,43| 17,13 2,30 0,203
2071 29,35| 10,24 18,81 17,13 1,68 0,312
Traumeel-d7-3 1991 18,54 | 10,24 8,00| 17,13 -9,13 560,793
1991 17,82 10,24 729| 17,13 -9,85 921,363
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1991 24,86| 10,24 14,32| 17,13 -2,82 7,038
Traumeel-d7-4 2072 28,03| 10,24 17,49| 17,13 0,36 0,778
2072 28,20 10,24 17,66 | 17,13 0,53 0,692
2072 27,99| 10,24 17,45| 17,13 0,31 0,804
A+T-d7-1 1996
1996
1996
A+T-d7-2 2091 30,19| 15,02 15,17 17,13 -1,97 3,911
2091 31,16| 15,02 16,14 | 17,13 -1,00 1,995
2091 30,88| 15,02 15,85| 17,13 -1,28 2,425
A+T-d7-3 1997 27,65| 15,02 12,63| 17,13 -4,51 22,736
1997 26,99| 15,02 11,97 17,13 -5,17 35,925
1997 27,52| 15,02 12,50 17,13 -4,64 24,880
A+T-d7-4 2092 29,60| 15,02 14,58 | 17,13 -2,56 5,880
2092 29,85| 15,02 14,83 | 17,13 -2,30 4,936
2092 29,98 | 15,02 1496 | 17,13 -2,17 4,515

Tabelle 23: PCR-Daten Tag 7 Pax7
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4.2 Histologische Schnitte
In der qualitativen, histologischen Auswertung der HE-Schnitte wurden folgende
Kriterien beurteilt: Leukozyteneinwanderung, Auflockerung durch Odembildung,

Nekrose, Einblutungen und bereits erfolgte Fibrose.

Abbildung 15 zeigt normales Muskelgewebe der Ratte ohne Defekt zum Vergleich.
Man erkennt die einzelnen Muskelbindel im Querschnitt, in denen die Muskelfasern
zusammengefasst sind. Zwischen den Muskelblndeln liegen einzelne Leukozyten.
Die weilten Furchen sind Septen und Epimysium und teilen die einzelnen Blndel in

Sekundarbindel auf.

Abbildung 15: Muskelgewebe ohne Defekt, 10-fache VergréRerung

Die histologische Auswertung erfolgte qualitativ und ohne graphische Hilfsmittel.
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4.2.1 NaCl-Injektionen (Gruppe 1)

AR A

Tag 1

Tag 3

Tag 7

Abbildung 16: NaCIl-Gruppe (Gruppe 1), 10-fache Vergroferung
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Gruppe 1, deren histologische Schnittbilder hier dargestellt werden, erhielt lediglich
Injektionen mit physiologischer NaCl-Lésung. Am 1. Tag nach Setzen der Lasion sind
zahlreiche Entziindungszellen im Muskelgewebe vorhanden. Im Lasionsareal erkennt
man Zellexsudat und nekrotische Muskelbundel. Im gesamten abgebildeten Muskel ist
aufgelockertes Gewebe als Zeichen fiir ein massives Odem erkennbar.

Am 3. Tag nach Setzen der Lasion schreitet die Nekrosebildung fort. Es sind weiterhin
zahlreiche Leukozyten nachweisbar. Leukozyten und nekrotische Areale bilden eine
band&hnliche Struktur. Ein begleitendes Odem ist noch flachig im gesamten Praparat

zu erkennen.

Am 7. Tag nach operativer Lasion sind kaum noch Leukozyten zu erkennen. Das
Lasionsareal ist immer noch von leichtem Odem aufgelockert und zeigt nach wie vor
ein flachiges nekrotisches Areal. Insgesamt wirkt die gesamte Muskelarchitektur im
Vergleich zu Tag 1 und 3 nach Setzen der Lasion deutlich organisierter. Man kann den
Stichkanal des Skalpells, der einen Muskelblindelriss simuliert, mikroskopisch gut
erkennen und abgrenzen. In diesem Bereich dominiert zum Zeitpunkt der
Untersuchung die Fibrosebildung. Zwischen den Muskelstimpfen hat sich ein

fibrotisches Areal gebildet. Die Entziindung zeigt sich rucklaufig.
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4.2.2 Actovegin-Injektionen (Gruppe 2)

Tag 1

Tag 3

Tag 7

Abbildung 17: Actovegin-Gruppe (Gruppe 2), 10-fache VergroRerung
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Gruppe 2 bekam nur Actovegin in den simulierten Muskelbundelriss injiziert.
Direkt am Tag 1 nach dem Eingriff Iasst sich kaum organisiertes Muskelgewebe
ausmachen. Ein groRes Odem sowie das Einwandern zahlreicher Leukozyten als

Ausdruck einer massiven Entzundungsreaktion dominieren das Bild.

Am 3. postoperativen Tag zeigt sich das Odem leicht riicklaufig. Die einzelnen
Muskelblindel sind wieder naher zusammengerickt. Die Menge der Leukozyten
scheint im Vergleich zum ersten postoperativen Tag angestiegen zu sein. Es sind
grof¥flachige nekrotische Bereiche zu erkennen.

Am 7.Tag nach der Operation finden sich optisch im Actovegin-Praparat mehr
Leukozyten als im NaCl-Praparat. Insgesamt wirkt hier der Lasionsbereich jedoch
besser organisiert. Der verbliebene Lasionsbereich erscheint kleiner als bei den
Vergleichsgruppen. Des Weiteren scheint auch die GroRe des verbliebenen Fibrose-
und Nekrosebereichs geringer als in den Vergleichspraparaten.

Die Ergebnisse von Tag 7 weisen eine augenscheinlich bessere Heilungstendenz als
die Kontrollgruppe ohne Injektionen auf. Gruppe 2 zeigt am 7. Tag nach Setzen der
Lasion insgesamt weniger Fibrose und weniger Nekrose. Auch finden sich weniger

Nekrose und Fibrose im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 5).
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Tag 1

Tag 3

Tag 7

Abbildung 18: Traumeel-Gruppe (Gruppe 3), 10-fache VergroRerung
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Der folgende Abschnitt beschreibt die histologischen Ergebnisse, welche bei der 3.
Gruppe, die nur Traumeel injiziert bekam, gewonnen werden konnten.

Am Tag 1 nach dem Eingriff findet sich wie in allen Praparaten dieses Zeitpunkts ein
starkes Odem. Das gesamte Gewebe erscheint aufgelockert und unorganisiert. Des
Weiteren finden sich auch viele Leukozyten und eine omniprasente, beginnende

Nekrose. Ebenso lassen sich kleinere Einblutungen erkennen.

Im Verlauf erkennt man am Tag 3, dass sich zwischen den 6dematOs veranderten
Muskelfasern weitere Leukozyten anreichern. Das Muskelgewebe ist weiterhin sehr
unorganisiert, insbesondere im Vergleich mit Gruppe 1 und 2 an Tag 3. Es lassen sich

vereinzelt erste Fibrosebildungen erkennen.

Der bandformige Lasionsbereich ist am Tag 7 als deutliche Narbe mit Fibroblasten zu
erkennen. Ein Restddem im umgebenden Gewebe ist noch vorhanden. Die
Leukozyten sind weitestgehend aus dem Gewebe verschwunden, aber es bestehen
weiterhin nekrotische Areale, welche noch nicht suffizient abgetragen wurden. Im
Lasionsbereich zeigen sich keine Anhaltspunkte fur eine hohergradige muskulare
Reorganisation, vielmehr Uberwiegt die Narbenbildung durch Fibrosierung. In Bezug
auf die Kontrollgruppe, welche keine Injektionen erhielt, wirkt die Fibrosierung an Tag
7 in den Praparaten der Traumeel-Gruppe (Gruppe 3) ausgepragter. Unter allen
angefertigten Praparaten des Untersuchungszeitpunktes Tag 7 zeigt Gruppe 3 die

deutlichste Fibrose.
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4.2.4 Kombinierte Actovegin & Traumeel-Injektionen (Gruppe 4)

SR R RN

Tag 1

Tag 3

Tag 7

Abbildung 19: Actovegin und Traumeel-Gruppe (Gruppe 4), 10-fache Vergroferung
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Die hier dargestellten Ergebnisse sind die der Gruppe 4. Diese Gruppe erhielt
kombinierte Injektionen mit Actovegin und Traumeel. Am ersten Tag nach Zufligen der
Lasion sieht man auch in diesen Praparaten ein flachiges Odem,
Leukozyteneinwanderung und zahlreiche Nekrosen. Auflerdem sind wie in den

anderen Gruppen zu diesem Zeitpunkt auch kleinere Einblutungen zu erkennen.

An Tag 3 nach Operation zeigen sich die nekrotischen Bereiche leicht ricklaufig. Auch
das Odem hat sich etwas zurlickgebildet. Eine deutliche Infiltration mit Leukozyten ist
noch vorhanden, erscheint aber geringer ausgepragt als in der Kontrollgruppe ohne
Injektionen. Nur in dieser Gruppe ist eine ab dem 3. Tag erkennbare
Neovaskularisation vorhanden. Kleinere GefalRe mit Endothelzellen sind bereits

erkennbar.

In den Praparaten des 7. Tages nach Setzen der Lasion ist das Gewebe zwar noch
O0dematds, aber es ist eine rucklaufige Tendenz im Vergleich zu den vorherigen
Zeitpunkten erkennbar. Im La&sionsbereich lasst sich noch eine kleine Zone mit
nekrotischem Zellmaterial erkennen. Des Weiteren finden sich noch einige Leukozyten
sowie eine beginnende kleinflachige Fibrosierung im Apex des Lasionsgebiets. Die
bereits an Tag 3 erkennbare Neovaskularisation zeigt sich an Tag 7 noch deutlicher.
Kleinere Blutgefalde sprief3en in das Lasionsareal ein.

Die mikroskopische Betrachtung legt den Schluss nahe, dass die Reorganisation und
Neovaskularisation in diesem Praparat insgesamt am weitesten vorangeschritten ist

zum Zeitpunkt des 7. Tags nach Setzen der Lasion.
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Tag 1

Tag 3

Tag7

Abbildung 20: Kontrollgruppe (Gruppe 5) ohne Injektionen, 10-fache VergroRerung
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Die hier prasentierten Schnitte stammen von Gruppe 5. Diese erhielt keine Injektionen,
sondern wird als Kontrollgruppe fur eine physiologische Heilung herangezogen. Am
Tag 1 nach Setzen der Muskellasionen zeigen die histologischen Schnitte eine
vollstandige Zerstorung der Muskelgewebsarchitektur. In der Lasion sind flachig
eingewanderte Leukozyten erkennbar. Insgesamt erscheint das Gewebe aufgelockert.
Die einzelnen Muskelfasern erscheinen dédematds. Auflerdem erkennt man viele
nekrotische Bereiche. Im gesamten Praparat sind an unterschiedlichsten Stellen

Einblutungen zu erkennen.

An Tag 3 sind die Einblutungen und das Odem im Vergleich zum ersten Tag nach
Setzen der Lasion rucklaufig. Die Gesamtarchitektur des Muskelgewebes ist wieder
besser erkennbar. Im gesamten Praparat lassen sich viele Leukozyten erkennen. Eine

Randfibrosierung an den Kanten der Lasion hat begonnen.

Am Tag 7 nach dem Eingriff wurde das perimuskuldre Odem weitestgehend aufgeldst.
Lediglich die dargestellten Muskelfasern sind noch in sich 6dematos aufgelockert. Man
erkennt noch deutlich ein grolles Nekroseareal, welches noch keine optischen
Anzeichen der Reorganisation zeigt. Lediglich die Fibrosierung schreitet im
Lasionsareal im Vergleich zu Tag 3 voran. Die Gewebsorganisation ist zwar
erkennbar, jedoch ist das verbliebene Areal, welches die Lasion erzeugt hat, nach wie
vor sehr grof3.
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4.2.6 Zusammenfassung der histologischen Ergebnisse

In der folgenden Tabelle sind die histologischen Ergebnisse anhand der
Beurteilungskriterien (Blutung, Leukozyteneinwanderung, Nekrose, Odem, Fibrose
und Neovasularisation) zusammengefasst. Die einzelnen Kriterien wurden in einer
Skala von + (geringes Vorkommen) bis ++++ (deutliches Vorkommen) dargestellt. Eine
genaue Beschreibung sowie die Bebilderung finden sich in den jeweiligen

Unterkapiteln der einzelnen Gruppen.

Tag 1 Tag 3
Gruppe |B L N e) F Neo |B L N ) F Neo
1 + +++  |[++ +++ |/ + +++ | +++ [+ |/
2 ++ +++ | ++ +++ |/ + ++++ | +++ [+ /
3 ++ +++ | ++ +++ |/ + +++ |+ [+ |+
4 ++ ++ ++ +++ |/ ++ ++ ++ ++ / NEO
5 ++ +++  |[++ ++++ |/ + +++ | +++ [+ |/
Tag 7
B L N o} F Neo
1 / + + ++ ++
2 / ++ ++ ++ +
3 / +++ |+ [+t
4 ++ + ++ ++ + NEO
5 / ++ +++ [ ++ ++

Tabelle 24: Ubersicht der histologischen Ergebnisse. (B: Blutung, L: Leukozyten, N: Nekrose,
O: Odem, F: Fibrose NEO: Neovaskularisation; Gruppenaufteilung: 1: NACL, 2: Actovegin, 3:
Traumeel, 4: Actovegin und Traumeel, 5: keine Injektionen)

Alle folgenden Vergleiche in diesem Abschnitt beziehen sich, sofern nicht anders
beschrieben, auf die Kontrollgruppe (Gruppe 5), die keine Injektionen erhielt.

Gruppe 1, die eine Injektionstherapie mit physiologischer NaCl-Losung erhielt, zeigte
an Tag 1 im Vergleich kaum Unterschiede. Ebenso an Tag 3 nach Setzen der Lasion
dominierten zahlreiche Leukozyten, grof3e Nekroseareale sowie ein ausgepragtes
Odem das Bild. Am 7. Tag nach Intervention zeigte sich jedoch eine geringere, noch
bestehende Nekrose sowie eine leicht verminderte Leukozytenzahl.

Gruppe 2 erhielt eine Monotherapie mit Actovegin. Hier lassen sich am ersten Tag
ebenfalls kaum Unterschiede zur physiologischen Heilung beobachten. An Tag 3
postoperativ zeigt sich eine etwas starkere Leukozyteninvasion bei etwas geringerem
Odem. Am letzten histologischen Beobachtungstag lassen sich eine etwas geringere
Fibrosebildung und eine nun leicht geringere Leukozytenmenge erkennen.

Gruppe 3, welche nur Traumeel injiziert bekam, zeigte am ersten Tag keinen

bedeutenden Unterschied zur Kontrollgruppe. An Tag 3 postoperativ erkennt man
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sogar eine starkere Odembildung sowie eine bereits beginnende Fibrose. Diese
blieben auch am Tag 7 beobachtbar. Insgesamt scheint es, dass diese Gruppe an Tag
7 das schlechteste Ergebnis aufweist. In der histologischen Betrachtung scheint, es,
als wurde Traumeel die Fibrosierung nach einer Verletzung begunstigen.

Gruppe 4 erhielt Actovegin und Traumeel in Kombination. Unter diesem Einfluss
zeigten sich am ersten postoperativen Tag eine geringere Leukozyteneinwanderung
sowie Odembildung. Auch im weiteren Verlauf waren diese Tendenzen zu
beobachten. Ab Tag 3 postoperativ liel} sich bereits eine Neovaskularisation
darstellen und war an Tag 7 deutlich ausgepragt. Das war so in keiner anderen
untersuchten Gruppe zu erkennen. Des Weiteren wirkten sowohl an Tag 3 als auch an
Tag 7 Leukozyteneinwanderung, NekrosegroBRe und Odembildung weniger stark

ausgepragt als in der Kontrollgruppe.
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5 Diskussion

Esistder 24.10.2017. Die Fu3ballmannschaft des 1. FSV Mainz 05 steht im Pokalspiel
gegen Holstein-Kiel. Alle Spieler haben nur ein Ziel vor Augen: den Sieg. In der 38.
Minute gelingt Holstein-Kiel ein direkter Schuss auf das Mainzer Tor. Torwart René
Adler setzt zu einer Parade an. Er springt ab und halt den Ball auf. Danach fallt er auf
den Rasen und steht nicht mehr auf. Adler windet sich vor Schmerzen liegend am
Boden und halt sich den rechten Oberschenkel. Er kann nicht mehr weiterspielen und
wird noch vom Spielfeld aus ins Krankenhaus gebracht. Fir den Stammtorwart der
Mainzer Mannschaft sieht es nicht gut aus. ,Adler habe sich eine Verletzung der
Muskulatur des rechten, hinteren Oberschenkels zugezogen und werde fur langere
Zeit nicht spielen kdnnen®, verkindet sein Trainer am nachsten Tag. Doch was hat
diese Geschichte mit den 150 auch am Oberschenkel verletzten Ratten zu tun, um
welche sich der Versuchsaufbau dieser Doktorarbeit dreht?

Verletzungen von der Art, wie sie Adler erlitten hat, sind langwierig und konnen
kostspielig fur Verein und Athlet sein. Einen einheitlichen und Erfolg versprechenden
Therapieansatz gibt es derzeit noch nicht. Es gibt viele unterschiedliche
Therapieansatze fur intramuskulare Injektionen nach einer Muskelverletzung [40, 41].
Eine eindeutige Empfehlung gibt es aber nicht. Aktuelle Studien relativieren
beziehungsweise negativieren sogar die Effekte fur bis dato erfolgversprechende
Substanzen [42-44].

Zu Beginn dieser Studie musste ein geeignetes Tiermodell etabliert werden, welches
in vivo einen Muskelblndelriss, wie er im Leistungssport haufig vorkommt, simuliert.
Um zu untersuchen, ob die Therapie mit Actovegin und Traumeel eine Perspektive fur
Adler und alle zukunftig verletzten Sportler birgt, muss eine solche Verletzung
mdglichst standardisiert und analog im Tiermodell simuliert werden. Actovegin und
Traumeel werden seit Jahren im Profisport angewendet [8, 37, 45]. Der gewahlte
Versuchsaufbau lehnt sich an bereits bestehende Modelle fur die Erzeugung einer
Muskelverletzung bei Ratten und Kleintieren an, wurde jedoch teilweise modifiziert und
an die Anforderungen dieser Untersuchung im Speziellen angepasst.

Die histologischen und PCR-Ergebnisse wurden hinsichtlich der Beeinflussung von
Injektionen mit Actovegin und/oder Traumeel auf die Muskelheilung nach einem
Muskelbundelriss ausgewertet.
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5.1 Etablierung des Tiermodells

FUr simulierte Muskelverletzungen wurden bis dato unterschiedliche Kleintiere wie
Mause [46] oder Kaninchen [47] eingesetzt. Fur die Versuche, die dieser Dissertation
zugrunde liegen, wurden Ratten gewahlt. Da Ratten verhaltnismaRig groRer sind als
Mause, ist auch der M. rectus des M. quadriceps femoris groRer. Das macht die
standardisierte Durchflihrung der Versuche einfacher und ermdglicht die ausreichende
Gewinnung von Gewebe. Die in dieser Arbeit dargestellten Versuche an gréfleren
Tieren durchzufuhren, ist bei einer lediglich orientierenden Untersuchung
unverhaltnismalig. Auflerdem gibt es zahlreiche, bereits etablierte Modelle flr
Muskelverletzungen an Ratten wie das Modell nach Nakasa und Ishikawa [48] und
somit ein breites Erfahrungsspektrum. Nakasa und Ishikawa haben in ihrem
Tiermodell eine keilformige, dreidimensionale Lasion in der Groe 6mmx4mmx5mm
mit einem Skalpell am Musculus tibialis anterior gesetzt. Darauf folgte eine einmalige
Injektion von miRNA oder Kontroll-siRNA.

Muskelverletzungen wurden nicht nur von Nakasa und Ishikawa simuliert. Garrett und
Seaber beispielsweise untersuchten die Heilung von Muskeln nach Lazeration und
Naht. Sie setzten in ihren Versuchen die Lasion am Musculus extensor digitorum
longus von Kaninchen. Die Lasion erfolgte mittig im Muskelbauch, etwa 60% der
Lange vom proximalen Ursprung des Muskels entfernt, was sehr nah am
Nerveninnervationspunkt war. Garrett und Seaber unterteilten die Tiere in zwei
Gruppen. Bei einer wurde mit dem Skalpell eine komplette Lazeration durchgefihrt,
bei der anderen eine partielle Lazeration von 50-75% [47].

Menetrey und Kasemkijwattana orientierten sich bei ihren Versuchen an diesem
Modell, allerdings setzten sie nur eine partielle Lazeration bei Mausen bei 60% der
Gesamtlange mit einer Breite von 75% der Gesamtbreite des Muskels und circa 50%
der Gesamtdicke. Der operierte Muskel war der Musculus gastrocnemius. Im
Anschluss an die Lasion nahten sie diese und injizierten Wachstumsfaktoren in die
simulierte Verletzung [46, 49].

FUr den Leistungssport sind komplette Lazerationen wie auch Teillazerationen als
direkte  Muskelverletzungen zwar relevant, aber deutlich seltener als
Muskelblndelrisse, welche zu den indirekten Muskelverletzungen zahlen und einen
Groldteil der Muskelverletzungen im Leistungssport ausmachen [50]. AufRRerdem
unterscheidet sich das Therapieschema bei einem kompletten Muskelabriss von dem

bei einem Muskelblndelriss. Deshalb sind die Modelle von Garrett und Seaber [47],
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sowie von Menetrey und Kasemkijwattana [46, 49] nicht mit unserer Studie unmittelbar
vergleichbar.

In unseren Versuchen, sollte ein in Grole, Auspragung und Lokalisation
standardisierter Muskelblndelriss simuliert werden, weshalb eine geringere
Lasionsgrofe, als in eben genannten Beispielen gewahlt wurde. Die Lazeration
erfolgte am M. rectus femoris des M. quadriceps femoris, da er besser zuganglich,
groler und beim Leistungssportler, insbesondere beim Profifullballer, deutlich
haufiger verletzt ist [51, 52].

Das Setzen der Lasion erfolgte bei Nakasa und Ishikawa [48] analog zu unserem
Modell mit Hilfe eines Skalpells, welches eine Lasion im Muskel erzeugte. Eine
genauere Technik wurde von den genannten Autoren nicht erldutert. Da
unterschiedlich grof3e Lasionen naturlich auch zeitlich unterschiedlich heilen, lag unser
Fokus darauf moglichst standardisiert und zur Vergleichbarkeit der untersuchten
Gruppen eine einheitliche GroRe der Lasion zu erzeugen. In unserer Studie wurde
jeweils ein 11-er Skalpell 3mm von der Spitze entfernt markiert und bei der Lazeration
des Muskels bis exakt zu dieser Markierung in das Muskelgewebe versenkt. Somit
entstand eine keilférmige Lasion, deren Dimension in die Breite und Tiefe stets gleich
grold war. Auch wollten wir bei unseren gesetzten Lasionen keinen Spalt zwischen den
Muskelstumpfen erzeugen, wie es bei Nakasa und Ishikawa der Fall war [48], da ein
Muskelbundelriss in der Praxis am haufigsten aus einer inneren Ursache heraus
entsteht und es hierbei nur selten zur Unterbrechung der Muskelfaszie kommt und
umgebende Muskelblindel meist intakt bleiben [53].

Nach Setzen der Lasion sollten, wie im Therapieregime nach Mauller-Wohlfahrt
verankert, bis zu drei Injektionen der verwendeten Agentien durchgefuhrt werden. In
der Literatur finden sich, beispielsweise bei Nakasa und Ishikawa [48], Modelle fur
einmalig postoperative therapeutische Injektionen. Daher musste eine Maoglichkeit
geschaffen werden, die Lasion ohne Erdffnen der Hautnaht moglichst genau zu
lokalisieren. Theoretisch hatte fur jede erneute Injektion die Naht geodffnet werden
konnen, um unter Sicht die intramuskulare Injektion vorzunehmen. Es ware
mdglicherweise eine prazisere Lokalisation mdglich gewesen, jedoch birgt jede
erneute Operation auch die Gefahr, unsere Ergebnisse zu verfalschen. Es sei in
diesem Zusammenhang auch erwahnt, dass jede Operation fur die Tiere Stress und
erneute Schmerzen bedeutet hatte. Des Weiteren kann ohne ein erneutes Offnen der
Hautnaht die mutmaliliche Rate der Wundinfektionen gesenkt werden. Innerhalb

unserer Versuche trat keine postoperative Wundinfektion auf.
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Wir wahlten fur die Landmarke zum Wiederauffinden der Lasion einen dicken, dicht
proximal der Lasion sitzenden Knoten. Dieser lie3 sich durch die Haut problemlos
tasten, und bei gleicher Beinstellung wie intraoperativ konnte die Injektion auf einer
gedachten Verbindungslinie zwischen Knoten und Patella knapp distal des tastbaren
Knotens erfolgen. Aullerdem konnte durch dieses Verfahren auf eine
Allgemeinanasthesie zugunsten einer Kurznarkose durch schnell an- und abflutendes
Isofluran verzichtet werden und somit auf die geringstmdgliche Dauer beschrankt
werden. Contreras-Munoz et al. untersuchten in einem Rattenmodell den Einfluss von
Training und PRP-Injektionen auf die Muskelheilung nach einer Verletzung. Auch sie
fuhrten in ihrem Tiermodell postoperative Injektionen durch. Die Lasion wurde in den
Musculus gastrocnemius mittels einer 18 Gauge starken Biopsienadel transversal
gesetzt. Fur folgende Injektionen wurde die Lasionsstelle mittels Ultraschallsonde
aufgesucht [54]. Dies ist zwar per se weniger invasiv als das Einbringen einer
Fadenmarkierung, jedoch bringt Letztere unserer Meinung nach mehrere Vorteile.
Durch ein mogliches generalisiertes Odem nach Lésion und Injektionen ist es denkbar,
dass die kleine Lasionsstelle mittels Ultraschalls nicht prazise lokalisiert werden kann.
Aulerdem ermaglicht die Fadenmarkierung ein genaueres Auffinden des
Lasionsbereich im Rahmen der Anfertigung der histologischen Schnitte, da strukturelle
Muskelschaden sonographisch oft schon nach 7 Tagen nicht mehr nachweisbar und
sichtbar sind [55].

Das Injektionsvolumen musste an die technischen Moglichkeiten angepasst werden.
Das auf ein Rattengewicht von etwa 350 Gramm adaptierte Dosisvolumen von 8,5 ul
wurde mittels physiologischer 0,9%-iger NaCl-Losung auf 100 ul erweitert, da eine
Injektion von 8,5ul durch das kleine Volumen sehr storanfallig ist, beispielsweise durch
Ruckstande in Spritze oder Kanule. Mogliche Bedenken, dass der Muskel durch das
im Vergleich doch grof3e Volumen geschadigt wird, konnten rein nach Sichtung der
histologischen Schnitte entkraftet werden. In diesen fanden sich keinerlei
Anhaltspunkte hierfar.

Um eine interindividuelle Variation als mogliche Fehlerquelle in der Beurteilung der
Ergebnisse zu vermeiden, wurden samtliche Operationen und die folgenden
Injektionen stets von ein und derselben Person ausgefihrt. Dies verhindert
interpersonelle Abweichung aufgrund einer veranderten Beinhaltung, beispielsweise
wegen einer unterschiedlichen Handgrofie bei unterschiedlichen Operateuren.

Das in dieser Arbeit entwickelte Tiermodell hat sich als geeignet flr unsere

Fragestellung erwiesen. In den histologischen Untersuchungen konnten die
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zugefugten Lasionen mikroskopisch eindeutig dargestellt werden. Die Komplikations-
bzw. Mortalitatsrate in der Versuchsreihe war insgesamt mit 0,02% (3/150) niedrig und
nach der retrospektiven Aufarbeitung durch keine der Praventivmallnahmen
kalkulierbar und somit vermeidbar.

Nach Prellung und Lazeration verlauft die Muskelheilung weitgehend identisch. Egal
welche Art von Trauma der Verletzung zu Grunde liegt, solange ein Kontakt zwischen
einzelnen Muskelfasern zlgig wiederhergestellt wird und die Licke nicht zu grof3
bleibt, werden die einzelnen Phasen der Heilung simultan durchlaufen [56]. Somit kann
dieses Tiermodell, welches eine Lazerationsverletzung zeigt, durchaus reprasentativ
fur andere Verletzungstypen sein.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das somit verifizierte Ratten-Tiermodell es
ermoglicht, Therapeutika an einer standardisierten strukturellen Muskelverletzung zu

untersuchen.
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5.2 In-vivo-Versuche

Die Myosinexpression ist bei Monotherapie mit Actovegin sowie bei der
Kombinationstherapie im Vergleich zur Kontrollgruppe gesteigert. Eine gesteigerte
Myosinsynthese ist ein Marker fur Muskelregeneration. Dies bekraftigt eine Studie von
Schiaffino et al., welche in einem Rattenmodell zeigte, dass das Myosin-heavy chain
1-Gen in sich regenerierenden Muskelfasern insbesondere in den ersten Tagen der
Heilung gesteigert exprimiert ist [57]. Eine Steigerung der Myosinexpression im
Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Injektionstherapie in der frihen Heilung deutet also
auf einen positiven Einfluss von Actovegin und Traumeel als Kombinationsbehandlung
auf die Muskelheilung hin. Auch Actovegin als Monotherapie zeigt eine positive
Beeinflussung.

In Gruppe 4, welche beide untersuchten Substanzen erhielt, liel3 sich an Tag 1 und 7
eine gesteigerte NCAM1-Expression darstellen. NCAM1 ist, mit einigen anderen
Markern, ein Oberflachenantigen von Satellitenzellen und Myoblasten [27]. Eine
erhohte Expression deutet auch hier auf einen positiven Effekt auf die
Muskelregeneration durch eine Kombinationstherapie von Actovegin und Traumeel
hin.

Pax7, welcher ein Marker fr sie Satellitenzellaktivitat in Muskeln darstellt [21, 58], ist
in der Gruppe, die mit Actovegin und Traumeel behandelt wurde, erhéht exprimiert.
Fisher et al. zeigten, dass Satellitenzellen gehauft in regenerierenden Arealen nach
Verletzung auftreten und somit ein Wegweiser fur die Heilung sind [59]. Dass bei
Kombinationsbehandlung an Tag 1 und 7 diese Exprimierung gesteigert ist, deutet
ebenso auf einen pro-myogenen Effekt dieser Therapie hin.

Aus den Ergebnissen der PCR lautet die Schlussfolgerung, dass Actovegin in
Monotherapie die Myosinexpression als unverzichtbarer Baustein fur Muskelgewebe
steigert. Die Kombinationstherapie aus Actovegin und Traumeel hingegen scheint
sowohl die Myosinsynthese, als auch die Aktivitat der Satellitenzellen positiv zu
beeinflussen und somit die Muskelheilung nach einer Lasion zu fordern.

Interessant ist auch, dass eine Injektionstherapie mit NaCl ohne zugesetzten Wirkstoff
sogar einen Nachteil im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe zeigt. Hier sind
alle Marker zu fast allen Zeitpunkten statistisch signifikant vermindert exprimiert. Die
Muskelheilung scheint schlechter zu verlaufen als ohne Therapie. Eine in-vivo-
Untersuchung von Graven-Nielsen hat gezeigt, dass die intramuskulare Injektion von

isotoner Kochsalzlésung zu einer intramuskularen Druckerhdhung fuhrt, da die Losung
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sich im Muskelgewebe ansammelt [60]. Maoglicherweise werden hierbei die
heilungsférdernden Faktoren verdinnt und das Muskelgewebe durch zusatzlichen

Druck geschadigt.

In der mikroskopischen Betrachtung der Schnittbilder zeigten sich an Tag 1, welcher
die Entzindungsphase darstellt, keine relevanten, sichtbaren Unterschiede zwischen
den Gruppen. Die Entziindungsreaktion nach einer Muskelfaserverletzung lasst sich
also durch die unterschiedlichen Agentien mikroskopisch nicht beeinflussen.

Am dritten Tag nach Lasion, welcher die frihe Regenrationsphase darstellt, zeigte sich
in Gruppe 4 eine Neovaskularisation in den Schnittbildern. Diese ist sehr bedeutsam
fur die unterschiedlichen Endpunkte der Heilung. Mit einer Neovaskularisation kann
neues, vitales Muskelgewebe gebildet werden. Sie kann als Ausdruck einer wirklichen
Gewebeneubildung im Sinne einer Muskelheilung interpretiert werden. Eine zu
beobachtende Gefallineubildung dient nicht nur der Gewebsoxygenierung und
Nahrstoffversorgung, sondern hat auch durch den direkten Kontakt von Endothelzellen
und Satellitenzellen pro-myogene Effekte [61].

Am letzten untersuchten Tag (Tag 7), welcher den Ubergang von der
Regenerationsphase hin zur Remodelling-/Fibrosephase markiert, zeigen sich erneut
positive Ergebnisse fur Gruppe 2 (Actovegin-Monotherapie) und Gruppe 4
(Kombinationstherapie Actovegin & Traumeel). Bei beiden Gruppen ist die
Fibrosebildung geringer als bei den anderen Gruppen. Die bereits an Tag 3
beobachtbare Neovaskularisation geschieht weiter.

Da dieser positive Effekt nur in den beiden Gruppen, welche eine Actovegin-Therapie
erhielten (Gruppe 2 und 4) nachgewiesen werden konnte, lasst sich schlussfolgern,
dass Actovegin fur die beobachteten Phanomene als Schlisselsubstanz
verantwortlich ist. Zwar bekam Gruppe 4 auch Traumeel in Kombination, allerdings
gab es unter der Verwendung von Traumeel als Monotherapie (Gruppe 3) diese
Effekte nicht.

Dass Actovegin die Muskelzellproliferation verbessert, zeigte auch eine in-vitro-Studie
von Reichl et al. Sie kultivierten C2C12-Myoblasten in Medien mit unterschiedlichen
Actovegin-Konzentrationen. In der Folge wurden der Proliferationsmarker Ki67 und
schwere Myosinketten mittels Immunfluoreszenz nachgewiesen. Actovegin erhohte
Ki67 sowie die Myosinkettenexpression [45].

Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit, da auch hier in der RT-PCR

ein positiver Einfluss von Actovegin auf die Myosinexpression nachgewiesen werden
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kann, fur Traumeel als Monotherapie jedoch nicht. Eine mogliche Erklarung liefert
Reichl in seiner Arbeit, in der er gezeigt hat, dass im Vergleich zum menschlichen
Serum eines Erwachsenen in Actovegin die Konzentration einiger Stoffe hdher und
einiger geringer ist [45]. Maglicherweise sind gerade diese
Konzentrationsunterschiede entscheidend fur eine positive Beeinflussung der
Muskelheilung.

FUr Traumeel als Monopraparat konnte mikroskopisch keine positive Wirkung auf
Muskelregeneration oder Angioneogenese nachgewiesen werden. In der RT-PCR
zeigte Gruppe 3 lediglich an Tag 3 eine gesteigerte Myosinexpression (4-fach) und an
Tag 7 eine gesteigerte Pax7-Expression (1,5 fach) im Vergleich zur Kontrollgruppe.
Dies ist allerdings nicht als statistisch signifikant zu werten. An allen anderen
untersuchten Endpunkten zeigten sich sogar geringere Expressionswerte im Vergleich
zur unbehandelten Kontrollgruppe. In den histologischen Untersuchungen zeigte sich
sogar eine negative Auswirkung der Therapie mit Traumeel auf die
Muskelregeneration. Hier war - sowohl im Vergleich zur physiologischen Heilung, als
auch zu Gruppe 1 - eine friher und heftiger einsetzende Fibrose beobachtbar. Muders
et al. untersuchten in einer doppelt verblindeten randomisierten klinischen Studie den
Einfluss von Traumeel-Tabletten auf die inflammatorische Antwort nach forcierter,
wiederholter kdrperlicher Belastung auf einem Fahrrad. Als laborchemische Marker
dienten hierbei IL-1ra, IL-6, sowie weitere immunologische Marker und Marker fur
Muskelschadigung. Sie beschrieben in ihrer Arbeit einen pro-inflammatorischen Effekt
von Traumeel [62]. Dies deckt sich mit den Ergebnissen dieser Arbeit, dass Traumeel
keinen positiven Einfluss auf die Muskelheilung hat und mdglicherweise durch pro-
inflammatorische Zytokine die Heilung nach einem Muskelschaden zur Fibrosebildung
hin beeinflusst.

Die Kombination aus Actovegin und Traumeel erbrachte die besten Ergebnisse im
Hinblick auf Muskelregeneration und auf Angioneogenese. Mdglicherweise unterstitzt
Traumeel die Wirkung von Actovegin und die beiden Mittel erganzen sich hinsichtlich
ihrer Wirkung. Dies ist ein interessanter Ansatz fur eine weitere Untersuchung. Eine
Metaanalyse hinsichtlich der Toxizitdt von Injektionstherapeutika nach
Muskelverletzungen erbrachte keinen Hinweis, dass Actovegin oder Traumeel

zytotoxisch nach intramuskularer Injektion wirken [42].

Von einer rein qualitativen Analyse der histologischen Ergebnisse kann nur eine

Wirkungstendenz abgelesen werden. Um eine detailliertere Aussage treffen zu
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konnen, ware es notwendig, die vorliegenden histologischen Praparate auch
quantitativ auszuwerten. Dazu kdnnte man eine Farbung, beispielsweise die Masson-
Goldner-Trichrom-Farbung, vornehmen, die fibrotisches Narbengewebe von
Muskelgewebe deutlicher farblich unterscheidet. Anhand der Farben konnte das
Narbengewebe vom Muskelgewebe genau abgegrenzt werden und quantitativ
ausgewertet werden. Diese Untersuchungen sind im Anschluss an diese Arbeit im
Rahmen einer weiteren Dissertationsarbeit geplant.

Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit nur ein kleiner Teil der Faktoren
untersucht, welche an dem komplexen Ablauf der Muskelheilung und -regeneration
beteiligt sind. Da unter der Kombinationsbehandlung mit Actovegin und Traumeel eine
Neovaskularisation beobachtet werden konnte, waren weitere Untersuchungen mit
Analyse der Expression von pro-angiogenen Faktoren sinnvoll, um die Ergebnisse
differenzierter beurteilen zu konnen.

Aulerdem zeigen Ratten eine deutlich beschleunigte Heilung im Vergleich zum
Menschen. Bereits 7 Tage nach einer Lasion zeigten sich nur noch geringe strukturelle
Unterschiede im Vergleich zu einem unverletzten Muskel, weshalb Tag 7 nach der
Lasion ein guter Endpunkt im Rattenmodell ist, um Unterscheide in der Heilung nach
Ablauf der einzelnen Regenerationsphasen zu beurteilen [55]. In dieser Arbeit wird
eine auf den Menschen ausgerichtete Therapie auf eine andere Spezies Ubertragen.
Es sollten weitere klinische Studien durchgefuhrt werden, die die in dieser Arbeit
dargestellten Ergebnisse am Menschen prufen. Hiermit konnte die klinische
Wirksamkeit der Kombinationstherapie von Actovegin und Traumeel weiter
herausgearbeitet werden, um eine eindeutigere Empfehlung zur
Heilungsbeschleunigung nach einer Muskelverletzung im Profisport zu treffen.
Aulerdem wird in dieser Arbeit lediglich die Veranderung der Genexpression, sowie
die mikroskopische Veranderung der Muskelarchitektur unter Einfluss der
unterschiedlichen Therapeutika untersucht. In wie weit diese Einflisse einen
relevanten und messbaren Effekt auf die Muskelfunktion, Muskelkraft und die Rate an
erneuten Verletzungen an der betroffenen Stelle haben, muss weiter klinisch

untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Muskelverletzungen gehoren im Leistungssport zu den haufigsten Verletzungen und
sind somit hauptverantwortlich fur Trainings- und Wettkampfpausen. Bis dato gibt es
keinen allgemeingultigen Konsens bezlglich einer medikamentdsen Therapie. In der
Sportmedizin werden Actovegin und Traumeel S trotz fehlender Evidenz seit Jahren
als Injektionstherapie in der Behandlung von strukturellen Muskelverletzungen
angewendet. Aktuell basiert somit die Anwendungsempfehlung auf der Erfahrung von
Anwendern statt auf wissenschaftlich fundiertem Wissen.

Deshalb wurde in dieser Arbeit ein Tiermodell fur eine strukturelle Muskelverletzung
etabliert und anhand dessen die Wirkung von Actovegin und Traumeel auf die
Muskelheilung untersucht.

Es liel® sich mittels RT-PCR belegen, dass Actovegin in Kombination mit Traumeel
positiven Einfluss auf die Aktivitat der Gene von Myosin, Pax7 und CD56 nimmt.
Actovegin als Monotherapie scheint ebenso die Myosinbildung zu begunstigen.
Aulerdem ergaben histologische Untersuchungen den Nachweis, dass die
Anwendung von Actovegin und Traumeel in Kombination sich glnstig auf die
Neovaskularisation der verletzten Muskelregion auswirkt und im Vergleich zur
physiologischen Heilung die Narbenbildung reduziert sowie eine echte
Muskelreorganisation begunstigt. Auch fur Actovegin in Monotherapie zeigten sich
positive Ergebnisse.

Somit belegt diese in-vivo-Studie am Rattenmodell die Arbeitshypothese, dass die
klinische Anwendung von Actovegin, ob als Monotherapie oder in Kombination mit
Traumeel, tatsachlich eine sinnvolle Therapiealternative zur Behandlung von
strukturellen Muskelverletzungen ist.

Die Absicht dieser Arbeit war eine Wirkungstendenz der beiden Medikamente
herauszuarbeiten und ein hierfir geeignetes Tiermodell zu entwickeln. Im hier
dargestellten Tiermodell konnte ein Uberblick ber die Beeinflussung der Heilung
sowie eine Darstellung der Verletzung ermoglicht werden. Dazu zeigte diese Arbeit,
dass Actovegin ein  zukunftstrachtiges Medikament im  Bereich der
Muskelverletzungen sein kann und es ein durchaus lohnenswerter Ansatz ist, die
genauere Wirkung zu untersuchen. Mit der Kombination von Actovegin und Traumeel
konnte in Zukunft eine bessere Therapie von Muskelverletzungen im Profisport
ermdglicht werden, da es offenbar die Muskelheilung Uber eine verbesserte

Neovaskularisation positiv beeinflusst.
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8 Anhang

Zeitplan der Tierversuche

Tier- OP-Datum & Datum der Proben-

Nr. Gruppe 1. Injektion Euthanasie 2. Injektion 3. Injektion verwendung

1 NaCl 28.07.2014 04.08.2014 30.07.2014 | 01.08.2014 | Histologischer
Schnitt

2 NaCl 28.07.2014 04.08.2014 30.07.2014 | 01.08.2014 | Histologischer
Schnitt

3 NaCl 28.07.2014 04.08.2014 30.07.2014 | 01.08.2014 | Histologischer
Schnitt

4 NaCl 28.07.2014 04.08.2014 30.07.2014 | 01.08.2014 | RNA Extraktion

NaCl 28.07.2014 04.08.2014 30.07.2014 | 01.08.2014 | RNA Extraktion
NaCl 29.07.2014 01.08.2014 31.07.2014 Histologischer

Schnitt

7 NaCl 29.07.2014 01.08.2014 31.07.2014 Histologischer
Schnitt

8 NaCl 29.07.2014 01.08.2014 31.07.2014 Histologischer
Schnitt

9 NaCl 29.07.2014 01.08.2014 31.07.2014 RNA Extraktion

10 NaCl 29.07.2014 01.08.2014 31.07.2014 RNA Extraktion

11 NaCl 30.07.2014 31.07.2014 Histologischer
Schnitt

12 NaCl 30.07.2014 31.07.2014 Histologischer
Schnitt

13 NaCl 30.07.2014 31.07.2014 Histologischer
Schnitt

14 NaCl 30.07.2014 31.07.2014 RNA Extraktion

15 NaCl 30.07.2014 31.07.2014 RNA Extraktion

16 Actovegin 11.08.2014 18.08.2014 13.08.2014 | 15.08.2014 | Histologischer
Schnitt

17 Actovegin 11.08.2014 18.08.2014 13.08.2014 | 15.08.2014 | Histologischer
Schnitt

18 Actovegin 11.08.2014 18.08.2014 13.08.2014 | 15.08.2014 | Histologischer
Schnitt

19 Actovegin 11.08.2014 18.08.2014 13.08.2014 | 15.08.2014 | RNA Extraktion

20 Actovegin 11.08.2014 18.08.2014 13.08.2014 | 15.08.2014 | RNA Extraktion

21 Actovegin 12.08.2014 15.08.2014 14.08.2014 Histologischer
Schnitt

22 Actovegin 12.08.2014 15.08.2014 14.08.2014 Histologischer

Schnitt
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23 Actovegin 12.08.2014 15.08.2014 14.08.2014 Histologischer
Schnitt
24 Actovegin 12.08.2014 15.08.2014 14.08.2014 RNA Extraktion
25 Actovegin 12.08.2014 15.08.2014 14.08.2014 RNA Extraktion
26 Actovegin 13.08.2014 14.08.2014 Histologischer
Schnitt
27 Actovegin 13.08.2014 14.08.2014 Histologischer
Schnitt
28 Actovegin 13.08.2014 14.08.2014 Histologischer
Schnitt
29 Actovegin 13.08.2014 14.08.2014 RNA Extraktion
30 Actovegin 13.08.2014 14.08.2014 RNA Extraktion
31 Traumeel 18.08.2014 25.08.2014 20.08.2014 | 22.08.2014 | Histologischer
Schnitt
32 Traumeel 18.08.2014 25.08.2014 20.08.2014 | 22.08.2014 | Histologischer
Schnitt
33 Traumeel 18.08.2014 25.08.2014 20.08.2014 | 22.08.2014 | Histologischer
Schnitt
34 Traumeel 18.08.2014 25.08.2014 20.08.2014 | 22.08.2014 | RNA Extraktion
35 Traumeel 18.08.2014 25.08.2014 20.08.2014 | 22.08.2014 | RNA Extraktion
36 Traumeel 19.08.2014 22.08.2014 21.08.2014 Histologischer
Schnitt
37 Traumeel 19.08.2014 22.08.2014 21.08.2014 Histologischer
Schnitt
38 Traumeel 19.08.2014 Verstorben
39 Traumeel 19.08.2014 22.08.2014 21.08.2014 RNA Extraktion
40 Traumeel 19.08.2014 22.08.2014 21.08.2014 RNA Extraktion
41 Traumeel 20.08.2014 21.08.2014 Histologischer
Schnitt
42 Traumeel 20.08.2014 21.08.2014 Histologischer
Schnitt
43 Traumeel 20.08.2014 21.08.2014 Histologischer
Schnitt
44 Traumeel 20.08.2014 21.08.2014 RNA Extraktion
45 Traumeel 20.08.2014 21.08.2014 RNA Extraktion
46 Actovegin + | 25.08.2014 01.09.2014 27.08.2014 | 29.08.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
47 Actovegin + | 25.08.2014 01.09.2014 27.08.2014 | 29.08.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
48 Actovegin + | 25.08.2014 01.09.2014 27.08.2014 | 29.08.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
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49 Actovegin + | 25.08.2014 01.09.2014 27.08.2014 | 29.08.2014 | RNA Extraktion
Traumeel
50 Actovegin + | 25.08.2014 01.09.2014 27.08.2014 | 29.08.2014 | RNA Extraktion
Traumeel
51 Actovegin + | 26.08.2014 29.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
52 Actovegin + | 26.08.2014 29.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
53 Actovegin + | 26.08.2014 29.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
54 Actovegin + | 26.08.2014 29.08.2014 28.08.2014 RNA Extraktion
Traumeel
55 Actovegin + | 26.08.2014 29.08.2014 28.08.2014 RNA Extraktion
Traumeel
56 Actovegin + | 27.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
57 Actovegin + | 27.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
58 Actovegin + | 27.08.2014 28.08.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
59 Actovegin + | 27.08.2014 28.08.2014 RNA Extraktion
Traumeel
60 Actovegin + | 27.08.2014 28.08.2014 RNA Extraktion
Traumeel
61 NacCl 13.10.2014 20.10.2014 15.10.2014 | 17.10.2014 | Histologischer
Schnitt
62 NacCl 13.10.2014 20.10.2014 15.10.2014 | 17.10.2014 | Histologischer
Schnitt
63 NacCl 13.10.2014 20.10.2014 15.10.2014 | 17.10.2014 | Histologischer
Schnitt
64 NaCl 13.10.2014 20.10.2014 15.10.2014 | 17.10.2014 | RNA Extraktion
65 NaCl 13.10.2014 20.10.2014 15.10.2014 | 17.10.2014 | RNA Extraktion
66 NaCl 14.10.2014 17.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt
67 NaCl 14.10.2014 17.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt
68 NacCl 14.10.2014 17.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt
69 NaCl 14.10.2014 17.10.2014 16.10.2014 RNA Extraktion
70 NacCl 14.10.2014 17.10.2014 16.10.2014 RNA Extraktion
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71 NaCl 15.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt

72 NacCl 15.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt

73 NacCl 15.10.2014 16.10.2014 Histologischer
Schnitt

74 NacCl 15.10.2014 16.10.2014 RNA Extraktion

75 NaCl 15.10.2014 16.10.2014 RNA Extraktion

76 Actovegin 20.10.2014 27.10.2014 22.10.2014 | 24.10.2014 | Histologischer
Schnitt

77 Actovegin 20.10.2014 27.10.2014 22.10.2014 | 24.10.2014 | Histologischer
Schnitt

78 Actovegin 20.10.2014 27.10.2014 22.10.2014 | 24.10.2014 | Histologischer
Schnitt

79 Actovegin 20.10.2014 27.10.2014 22.10.2014 | 24.10.2014 | RNA Extraktion

80 Actovegin 20.10.2014 27.10.2014 22.10.2014 | 24.10.2014 | RNA Extraktion

81 Actovegin 21.10.2014 24.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

82 Actovegin 21.10.2014 24.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

83 Actovegin 21.10.2014 24.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

84 Actovegin 21.10.2014 24.10.2014 23.10.2014 RNA Extraktion

85 Actovegin 21.10.2014 24.10.2014 23.10.2014 RNA Extraktion

86 Actovegin 22.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

87 Actovegin 22.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

88 Actovegin 22.10.2014 23.10.2014 Histologischer
Schnitt

89 Actovegin 22.10.2014 23.10.2014 RNA Extraktion

90 Actovegin 22.10.2014 23.10.2014 RNA Extraktion

91 Traumeel 27.10.2014 03.11.2014 29.10.2014 | 31.10.2014 | Histologischer
Schnitt

92 Traumeel 27.10.2014 03.11.2014 29.10.2014 | 31.10.2014 | Histologischer
Schnitt

93 Traumeel 27.10.2014 03.11.2014 29.10.2014 | 31.10.2014 | Histologischer
Schnitt

94 Traumeel 27.10.2014 03.11.2014 29.10.2014 | 31.10.2014 | RNA Extraktion

95 Traumeel 27.10.2014 03.11.2014 29.10.2014 | 31.10.2014 | RNA Extraktion
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96 Traumeel 28.10.2014 31.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
97 Traumeel 28.10.2014 31.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
98 Traumeel 28.10.2014 31.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
99 Traumeel 28.10.2014 31.10.2014 30.10.2014 RNA Extraktion
100 | Traumeel 28.10.2014 31.10.2014 30.10.2014 RNA Extraktion
101 Traumeel 29.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
102 Traumeel 29.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
103 Traumeel 29.10.2014 30.10.2014 Histologischer
Schnitt
104 Traumeel 29.10.2014 30.10.2014 RNA Extraktion
105 Traumeel 29.10.2014 30.10.2014 RNA Extraktion
106 | Actovegin + | 03.11.2014 10.11.2014 05.11.2014 | 07.11.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
107 | Actovegin + | 03.11.2014 10.11.2014 05.11.2014 | 07.11.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
108 | Actovegin + | 03.11.2014 10.11.2014 05.11.2014 | 07.11.2014 | Histologischer
Traumeel Schnitt
109 | Actovegin + | 03.11.2014 10.11.2014 05.11.2014 | 07.11.2014 | RNA Extraktion
Traumeel
110 | Actovegin + | 03.11.2014 10.11.2014 05.11.2014 | 07.11.2014 | RNA Extraktion
Traumeel
111 Actovegin + | 04.11.2014 07.11.2014 06.11.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
112 Actovegin + | 04.11.2014 07.11.2014 06.11.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
113 Actovegin + | 04.11.2014 Verstorben
Traumeel
114 | Actovegin + | 04.11.2014 07.11.2014 06.11.2014 RNA Extraktion
Traumeel
115 | Actovegin + | 04.11.2014 07.11.2014 06.11.2014 RNA Extraktion
Traumeel
116 Actovegin + | 05.11.2014 06.11.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
117 Actovegin + | 05.11.2014 06.11.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
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118 Actovegin + | 05.11.2014 06.11.2014 Histologischer
Traumeel Schnitt
119 Actovegin + | 05.11.2014 06.11.2014 RNA Extraktion
Traumeel
120 Actovegin + | 05.11.2014 06.11.2014 RNA Extraktion
Traumeel
121 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
122 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
123 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
124 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
125 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
126 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 Histologischer
Schnitt
127 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 RNA Extraktion
128 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 RNA Extraktion
129 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 RNA Extraktion
130 Kontrolle 15.12.2014 22.12.2014 RNA Extraktion
131 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 Histologischer
Schnitt
132 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 Histologischer
Schnitt
133 Kontrolle 15.12.2014 Verstorben
134 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 Histologischer
Schnitt
135 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 Histologischer
Schnitt
136 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 Histologischer
Schnitt
137 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 RNA Extraktion
138 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 RNA Extraktion
139 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 RNA Extraktion
140 Kontrolle 15.12.2014 16.12.2014 RNA Extraktion
141 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer
Schnitt
142 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer

Schnitt
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143 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer
Schnitt

144 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer
Schnitt

145 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer
Schnitt

146 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 Histologischer
Schnitt

147 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 RNA Extraktion

148 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 RNA Extraktion

149 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 RNA Extraktion

150 Kontrolle 16.12.2014 19.12.2014 RNA Extraktion

Tabelle 25: Zeitplan der Tierversuche
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