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1.  Einleitung und Zielsetzung

Die Erkrankung des M. Interosseus medius des Pferdes spielt, sowohl bei Sport-, als
auch bei Freizeitpferden, eine wichtige Rolle. Der wirtschaftliche Nutzen und Wert
eines Pferdes basiert fast ausschlieB3lich auf seiner Brauchbarkeit als Reitpferd. Ein
Sehnenschaden, entstanden durch chronische Uber-, bzw. Fehlbelastung oder
entstanden durch ein spontanes Trauma fuhrt fast immer zu einer Lahmheit des
Pferdes und damit zu einem voriibergehenden Ausfall. Insgesamt sind nach Pick
(1986) bis zu 14% aller Lahmheiten auf Sehnenprobleme zurtickzufihren.

Der lange Heilungsverlauf eines beschadigten Sehnenbandapparates steht schon
seit langerer Zeit im Fokus der Wissenschaft. Dementsprechend vielfaltig und
experimentell sind heutzutage die Therapiemdglichkeiten von Sehnenerkrankungen.
Insbesondere dem Bereich der zellvermittelten Heilung werden grol3e Erfolge
zugesprochen. Bisher fehlte es jedoch an entsprechenden Studien Uber den Erfolg
der regenerativen Therapien. Als Grinde hierfir wurden die technischen
Schwierigkeiten, entsprechende Lasionen (core-lesions) in der Sehne zu induzieren,
oder die fehlende Besitzerakzeptanz von Studien mit Placebo-Gruppen genannt
(Koch et al. 2009). Soweit existieren nur Studien ohne Kontrollpferde, bzw. es wurde
nur der historische Vergleich von erkrankten Pferden und unterschiedlichen
angewandten Therapieverfahren, inklusive konservativer Therapie, durchgefuhrt
(Fortier u. Travis 2011, Rijkenhuizen et al. 2007).

In folgender Arbeit soll nun die Heilung des Fesseltragers unter dem Einfluss
regenerativer Therapien auf ultrastruktureller Ebene mittels Elektronenmikroskopie
erfasst werden. Randomisiert wurden 30 Studienpferde mit vorab diagnostiziertem
Fesseltragerschaden in drei Gruppen eingeteilt, mit mesenchymalen Stammzellen
(MSC), platelet rich plasma (PRP) oder einem Placebo (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) behandelt und (ber den Zeitraum von 3 darauf folgenden Monaten
untersucht. Das Ziel dieser Studie ist es, den Heilungsverlauf einer
Fesseltragerlasion Uber den Zeitraum von 3 Monaten auf ultrastruktureller Ebene
vergleichend fir die verschiedenen Therapiegruppen zu erfassen. Kernpunkt hierbei
ist die Fragestellung einer méglicherweise besseren Heilung unter dem Einfluss von

MSC oder PRP. Die Untersuchung der Ultrastruktur erfolgt durch die Enthahme von



Biopsien aus dem geschéadigten Bereich und die Untersuchung der entnommenen
Proben mit Hilfe des Transmissionselektronenmikroskops. Dabei werden

Kollagenfibrillen in ihrem Querschnitt betrachtet und analysiert.

Ein weiterer zu differenzierender Aspekt ist die Qualitat des regenerierten Gewebes.
Durch Reparation entsteht zunachst ein Ersatzgewebe das sich von dem einer
gesunden Sehne unterscheidet. In wieweit durch regenerative Therapien die Bildung
eines qualitativ hochwertigeren Gewebe erzielt werden kann, wird ebenfalls
Uberpruft. Als Grundlage hierfir dienen die ultrastrukturellen Untersuchungen nach
gleicher Methode von gesunden Fesseltrdgern, durchgefiihrt im Laufe einer

vorangegangenen Doktorarbeit.

Die klinische und sonographische Untersuchung der Studienpferde ist bereits
abgeschlossen und wurde in einer vorangegangenen Doktorarbeit von Frau Dr.
Melanie Banse (2011) verdéffentlicht. Die Ergebnisse aus diesem Teil werden in diese

Arbeit mit einbezogen.

10



2. Funktion, Anatomie und Histologie des Fesseltragers

2.1 Funktion

Der Fesseltrager trug wéhrend der phylogenetischen Entwicklung des Pferdes dazu
bei das Acropodium, die Fuldspitze, aufzurichten und von der Plantigradie in die
heutige Unguligradie Uberzugehen. Als Zehenspitzengénger ist es dem Pferd
mdglich seine raumgreifenden Bewegungen und sein schnelles Fluchtverhalten
auszufihren. Zudem unterstitzt der Fesseltrdger ein fast passives Belasten der
GliedmaRe im Stand. Dies ermdglicht dem Pferd langere Ruhephasen mit
gleichzeitig permanenter Fluchtbereitschaft (Schulze u. Budras 2008).

Der Fesseltrager, oder auch Fesseltrageapparat genannt (Salomon et al. 2005) ist
somit ein wichtiger stabilisierender Bestandteil der Bewegungsfunktion der
Gliedmalen des Pferdes. Er verhindert durch seine statisch-elastische Fixierung des
Fesselgelenks eine zu starke Hyperextension des Fesselgelenks und verhindert
somit den Bodenkontakt des Fesselkopfes (Girtler 2001, Nickel et al. 2001, Wissdorf
et al. 2002). Neben der oberflachlichen und der tiefen Beugesehne tragt der
Fesseltrager die Hauptlast in der Bewegung und im Stand. In einer Studie von
Forsell (1915) wurde festgestellt, dass auch nach Durchtrennung der tiefen und
oberflachlichen Beugesehne sich die Stellung des Fesselgelenks im Stand nicht
veranderte. Besonders im Galopprennsport oder nach dem Sprung wirken Kréfte von
10-30 kN auf die jeweilige Gliedmale ein (Geyer 2006). Der Fesseltrager wird dabei
bei einem 500kg schweren Pferd mit einer Kraft von 15,3-15,8 kN belastet. Unter
diesen Belastungen kommt es zu einer Spitzendehnung des Gewebes des M.
interosseus medius von ca. 7,9%. Dies Entspricht 80% der in vitro bestimmten
Rupturgrenze des Fesseltragers (Stanek 2004). Neben den Beugesehnen speichert
auch der M. interosseus medius wahrend der Bewegung elastische Energie. Das
Speicherpotential hilft dem Pferd seine Muskelenergie effizient zu verwalten. Durch
diesen Mechanismus kann wertvolle metabolische Energie, welche bei Muskelarbeit
bendtigt wird, gespart werden (Biewener 1998, Patterson-Kane et al. 2012, Soffler u.
Hermanson 2006). Die Stitzbeinphase der Bewegung des Pferdes besteht aus
Stutzen und Stemmen. Zu Beginn der Stitzbeinphase beginnt sich das Fesselgelenk

zu Uberstrecken. Am tiefsten Punkt erreicht das Fesselgelenk seine maximale
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Hyperextension (Girtler 2001). Diese betragt gemessen vom Standwinkel ausgehend
23,6° an der Vorderextremitat und 25,1° an der Hinterextremitat (Back et al. 1995).
Bis zum Zeitpunkt des Ubergangs in die Phase des Stemmens hat der M.
interosseus medius potentielle Energie aufgenommen. Diese kann er nun in der
Aufwartsbewegung der GliedmalRe in Form von kinetischer Energie durch die
Federwirkung der Sehne wieder abgeben (Alexander 1988). Sie betragt jedoch nur
etwa 40% der aufgenommenen Energie. Die restliche Energie wird in Form von
Warme frei (Stanek 2004).

2.2 Anatomie

Der Fesseltrageapparat setzt sich aus verschiedenen Komponenten zusammen
welche eine gemeinsame Wirkungseinheit bilden.
Der Hauptbestandteil ist der M. interosseus medius. Er verlduft an der Vorder- und
Hintergliedmalie in einer anatomischen Rinne gebildet aus der palmaren bzw.
plantaren Flache des Os metacarpale Ill bzw. des Os metatarsale Ill und den seitlich
begrenzenden den Axialflachen der Griffelbeine (Stashak 1989). Der M. interosseus
medius l&sst sich in drei Abschnitte einteilen:

a) Muskelkopf mit den Ursprungssehnen und dem Muskelhilus, auch als

proximaler Anteil bezeichnet

b) Muskelbauch, oder Kérper (body)

c) Muskelendigung mit seinen Endsehnen oder Fesseltragerschenkeln
(Dyson et al. 2008, Schulze u. Burdas 2008)

An der Vordergliedmalle hat der MI seinen Ursprung am proximalen Ende der
palmaren Flache des Os metacarpale Il (Budras u. Réck 2000, Nickel et al. 2001),
sowie an der distalen Reihe der Karpalgelenksknochen (Bischofberger et al. 2006,
Kdnig u. Liebich 2005, Stashak 1989).

Der zuséatzliche Ursprung am Lig. carpi radiale wird auch vermehrt beschieben
(Budras u. Réck 2000, Nickel et al. 2001, Salomon et al. 2005).

Die paarigen Anteile der Ursprungssehne des M. interosseus medius laufen ca. 8mm
distal des proximalen Endes des Rdhrbeins zusammen. Davor sind sie durch einen
Anteil bestehend aus Binde-, und Fettgewebe voneinander anndhernd getrennt. In

diesem Dreieck befindet sich auch der Muskelhilus, der Haupteingang fir die
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versorgenden Gefalle und Nerven. Die beiden Anteile der Ursprungssehne
unterscheiden sich an der Vordergliedmalie voneinander. Der mediale Anteil stellt
sich flach dar, der laterale Anteil dagegen ist insgesamt runder und dicker
(Bischofberger et al. 2006).

An der Hintergliedmale entspringt der M.interosseus medius an der distalen Reihe
der Tarsalgelenksknochen sowie der proximoplantaren Flache des Rd&hrbeins.
Lempe (2007) konnte durch die magnetresonanz-tomographische (MRT-)
Untersuchung des Fesseltrdgers der Hintergliedmalie des Pferdes zudem dessen
Ursprung im plantaren Bereich der Gelenkkapsel des Tarsometatarsalgelenks
darstellen. In dieser Studie konnte im Vergleich zu der MRT-Studie von
Bischofberger et al. (2006) eine Verbindung des Fesseltragers zu den Knochen der
distalen Sprunggelenksreihe nicht festgestellt werden. Als zusatzliche Struktur
entspringt der M. interosseus medius an der Hintergliedmalie mit seinen 2 Kdpfen
aus dem Bereich der Ligg. tarsometatarsalia plantaria (Wissdorf et al. 2002). Der
Ursprung des Ml ist an der Hintergliedmale insgesamt etwas lateral und nicht zentral
plantar angelegt. Die Trennung der beiden Ursprungssehnen ist weniger deutlich als
an der Vordergliedmale. Hierbei sind jedoch auch beide Teile gleichermalen
ausgebildet (Bischofberger et al. 2006). Diese angedeutete Zweiteilung wurde auch

von Lempe (2007) im MRT-Transversalschnitt beobachtet.

Eine zusatzliche lange Ursprungssehne des MI wird in einer Studie von Schulze u.
Budras (2008) beschrieben. Diese zieht ausgehend vom der lateralen Seitenflache
des Calcaneus Uber den vierten Tarsalknochen, wo sie ebenfalls inseriert, weiter
zum lateralen Anteil der Ursprungssehne. Der laterale Teil der Ursprungssehne
besteht demnach aus der langen Ursprungssehne und der darunter liegenden kurzen
Ursprungessehne, welche sich dann vereinigen (Schulze u. Budras 2008).

Als weitere Besonderheit der HintergliedmalRe wird der Verlauf der sehr starken
Fascia plantaris beschrieben. Diese heftet sich straff an beide Griffelbeine an und
schliel3t den Fesseltrager somit ein. Dies wird als klinisch relevant in Betracht
gezogen, da durch die Eingrenzung im Falle einer Unfangsvermehrung des M.
interosseus medius ein Kompartmentsyndrom entstehen kann (&hnlich dem
Karpaltunnelsyndrom). Durch den sich aufbauenden Druck, der nicht entweichen

kann, werden die anliegenden Nervenbahnen komprimiert. Dies fuhrt zu
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Schmerzhaftigkeit und damit auch zu vermehrter Lahmheit der Pferdes (Lempe
2007, Wissdort et al. 2002).

Der Korper der M. interosseus medius, oder Muskelbauch verlauft weiter Richtung
distal, enganliegend in seiner beschriebenen Rinne. Er wird Gberlagert von der tiefen
und der oberflachlichen Beugesehne.

Im distalen Drittel bis zum distalen Viertel (Stashak 1989) teilt sich der M. interosseus
medius in seine beiden Schenkel oder Muskelendigungen. Die beiden Schenkel
inserieren an der abaxialen Flache der jeweiligen Gleichbeine (Soffer u. Hermanson
2006). An dieser Stelle geben die beiden Schenkel je ein Unterstitzungsband Uber
lateral nach dorsal zur gemeinsamen Strecksehne ab (Nickel et al. 2001, Salomon et
al. 2005, Wissdorf et al. 2002).

14



Abb. 1: M. interosseus medius (rot), laterale Ansicht (modifiziert nach Nickel et
al. 2001)
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Neben dem M. interossues medius wird der gesamte Fesseltrager noch durch
folgende Strukturen erganzt: Das Lig. sesamoidem rectum, welches von den
Gleichbeinen nach distal ziehend am Fesselbein inseriert und die Ligg. sesamoida
obliqua (Nickel et al. 2001, Salomon et al. 2005).

Das Lig. palmare, welches die beiden Gleichbeine verbindet und Teil des proximalen
Gleitkdrpers fur die tiefe Beugesehne bildet, wird teilweise auch der funktionellen
Einheit des Fesseltrageapparates zugeordnet (Wissdorf et al. 2002), ebenso die
Gleichbeine an sich sowie die Ligg. sesamoidea (Kainer 1989b). Die Gleichbeine
haben die Funktion als Knocheneinlagerungen in die Sehnenstrukturen als

Gleitdruckkérper zu fungieren (Nickel et al. 2001).

Abb. 2: Aufteilung der M. interosseus medius in 2 Schenkel. Fesselgelenk des
linken Vorderbeins. MittelfuRknochen herausgeklappt (modifiziert nach Nickel
et al. 2001)
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Abb. 3: M. interosseus medius, palmare Ansicht (modifiziert nach Nickel et al.
2001)

Ergadnzend sind noch die Mm. interossei medialis et lateralis zu erwahnen. Die
beiden nur rudimentér ausgebildeten Muskeln, von Starke eines Grasshalms in blass
rosa Farbe, entspringen an der axialen Flache der Griffelbeinbasis und verlaufen
enganliegend in der Rinne zwischen Griffelbein, Os metatarsale Ill bzw. Os
metacarpale Ill und M. interosseus medius bis zum Griffelbeinképfchen. Dort haben
sie ihren Ansatz und strahlen zudem in das Sporn-Griffelbein-Band aus (Nickel et al.
2001). Anders beschrieben enden die Muskeln in der Unterschenkelfaszie und
medial und lateral in der Verstarkung dieser, bzw. im Fesselringband. Die Funktion
dieser Muskeln ist von untergeordneter Bedeutung. Bei Frakturen der Griffelbeine
kommt es unter anderem durch den Zug der Mm. interossei medialis et lateralis zur
Dislokation der distalen Frakturenden (Wissdorf et al. 2002).
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Die Innervation des Fessltradgers geschieht am Vorderbein tUber den R. profundus
des N. palmaris lateralis, der auch Fasern des N. medianus und der N. ulnaris enthalt
(Kainer 1989a u. 1989b, Keg et al. 1996, Muyelle et al. 1998, Wissdorf et al. 2002).
Er gibt Aste an den M. interosseus medius Ursprung ab bevor er sich in seine beiden
tiefen Nervenbahnen, die Nn. metacarpi palmaris und lateralist aufteilt (Lischer et al.
2006). Diese beiden Nerven perforieren den Fesseltrager und verlaufen, zusammen
mit den begleitenden BlutgefdRen, weiter Richtung distal, beidseits in den
anatomischen Rinnen, gebildet aus Rdhrbein und Griffelbeinen (Kainer 1989b). Am
Hinterbein wird der M. interosseus medius vom R. profundus des N. plantaris
lateralis aus dem N. tibialis (Dyson 2000) innerviert. Weiter distal verlauft dieser Nerv

ahnlich wie an der Vordergliedmale (Kainer 1989b).

2.3 Histologie und Ultrastruktur des Fesseltragers

Der M. interosseus medius besitzt zum Hauptteil einen bandartigen Charakter mit
einem variablen Anteil an Muskelfasern. Somit besteht seine Grundeinheit
Uberwiegend aus Sehnengewebe (Soffler u. Hermanson 2006).

Sehnen bestehen zu 60-70% aus Wasser und zu ca. 30% aus Trockensubstanz.
Diese setzt sich aus Kollagen (etwa 80% der Trockenmasse) und einer nicht-
kollagenen Matrix zusammen. Die nicht-kollagene Matrix enthalt Tendozyten,
BlutgefalRe, Nerven, sowie unterschiedliche Glykoproteine und Proteoglykane
(Liebich 2004, Stanek 2004). Die Synthese des Kollagens ist eine spezifische
Leistung der Tendozyten und Fibroblasten, bzw. deren Abkémmlinge, der Chondro-
und Osteoblasten. Tendozyten stellen eine modifizierte Form von Fibroblasten dar.
Wahrend der intrazellularen Phase der Kollagensynthesen werden an den
Ribosomen des rauen endoplasmatischen Retikulums Polypeptidketten gebildet
(Liebich 2004). Diese Ketten sind in ihrem Aufbau nur geringfligig unterschiedlich.
Die Aminosaurensequenz verlduft dabei stets mit Glyzin an jeder dritten Position.
Daraus ergibt sich folgendes Schema: Gly-Xaa-Yaa, wobei Xaa und Yaa jede
beliebige Aminosdure sein kénnen, haufig jedoch Prolin und Hydroxyprolin. Die
synthetisierten Ketten bilden im nachsten Schritt auf molekularer Ebene eine Triple
Helix aus drei Polypeptidketten. Diese entsprechen einer a-Kette und werden als
Prokollagen bezeichnet. Die intrazellular hergestellten o-Ketten werden dann

extrazellular beférdert. Dort wird durch enzymatische Abspaltung von N- und C-
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Telopeptiden die Fahigkeit der Bindung mit anderen Ketten ermdglicht. Durch
Aneinanderlagern von mehreren Triple Helices kommt es zur Bildung von D-
periodischen (D= 67nm), quer gestreiften Fibrillen (Tropokollagen, L&ange ca.
280nm). Die Querstreifung kommt durch Licken (gaps) der &uferen langs
verlaufenden Helices zustande. Die Helices, bzw. Fibrillen sind entweder unipolar mit
dem Verlauf vom N- zum C-Terminus, oder bipolar (N-N-Terminus). Eine weitere
Verbesserung der Stabilitdt bilden kovalente Querverbindungen unter den Helices.
Gebildet werden die Briicken vor allem durch enzymatische oxidative Desaminierung
von Lysin und Hydroxylysin. Die genaueren Vorgange der Formation von
Kollagenfibrillen sind nicht bekannt. Es wird generell von dem Mechanismus der
,collagen fibril self assembly gesprochen“ (Kadler et al. 1996). Liebich (2004)
beschreibt die Annahme der elektrostatischen Anziehung benachbarter

Tropokollagenmolekiile als Ursache fiir die Bildung der Kollagenfibrillen.

Abb. 4: Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Kollagenfibrillen des M.
interosseus medius im Langs-, und Querschnitt. Querstreifung der Fibrillen im
Langsschnitt
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Insgesamt gibt es Uber 20 verschiedene Kollagen Typen. Sie unterscheiden sich in
der Aminosauresequenz ihrer Ketten und in der Anzahl der Zuckerreste (Liebich
2004, Kadler et al. 1996). Das Kollagen der Sehne des Pferdes besteht zu etwa 95%
aus Kollagen Typ |, bestehend aus zwei identischen a1-Ketten und einer a2-Ketten
Variante {[a1(I)]2a2(])}. Typ | Kollagen weist meist einen Durchmesser von 70-
260nm auf (Liebich 2004, Mohr 1978, Williams et al. 1980). Der Restanteil des
Kollagens besteht aus Typ Ill und IV Kollagen. Typ Il Kollagen findet sich
hauptsachlich im Endotenon. Der Gehalt an Kollagen Typ Il nimmt mit dem
Lebensalter zu. Typ Il Kollagenfibrillen besitzen einen deutlich geringeren
Durchmesser als Typ | Kollagenfibrillen (Goodship et al. 1994). In gesundem
Sehnengewebe spielt dieser Kollagentyp eine untergeordnete Rolle. Es lassen sich
hierbei mitunter nur 1% Typ Il Kollagen isolieren (Silver et al. 1983). Die weitere
Bildung einer Sehne erfolgt durch weitere Quervernetzung (molecular cross links) der
einzelnen Kollagenfibrillen (Kadler et al. 1996). Dadurch kommt es zu Bildung von
Kollagenfasern. Diese besitzen einen Durchmesser von 1-20pm und lassen sich
lichtoptisch nach Anfarbung darstellen. Kollagenfasern ordnen sich im lockeren
Bindegewebe leicht gewellt an. Diese Erscheinung wird als ,crimp pattern®
bezeichnet. In strafferen Geweben wie Faszien verlaufen die Kollagenfasern meist
scherengitterartig geflochten. In Gewebe, welches unter hoher Zugkraft steht, wie
Sehnen und auch der M. interosseus medius des Pferdes, sind die Fasern
Uberwiegend parallel, entlang der Langsachse verlaufend gewunden angeordnet
(Liebich 2004, Wiliams et al.1980). In Phasen geringer Belastung, wie der
Vorfluihrphase der Gliedmale, formen sich die Kollagenfasern in ihre wellige Struktur
zurtick (Goodship et al. 1994).

Patterson-Kane et al. (1997) untersuchte den Winkel der wellenférmigen Formation
der Kollagenfasern der oberflachlichen Beugesehne von Neuseeldndischen
Wildpferden unterschiedlichen Alters. Die Pferde wurden aufgrund von
Uberpopulation gekeult. Bei der Untersuchung der Ultrastruktur wurde eine Abnahme
des Wellenwinkels der Kollagenfasern im Zentrum der Sehne mit zunehmendem
Alter festgestellt. In der Peripherie blieb dieser jedoch konstant. Ebenfalls
unverandert stellten sich der durchschnittliche Durchmesser und die Periodizitat der
Kollagenfasern in den unterschiedlichen Altersklassen dar.

Die nachsten gréf3eren Einheiten der Sehne stellen zu Bindeln zusammengefasste

Kollagenfasern dar (Primérbindel, Durchmesser von 80-180um). Diese werden von
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lockerem Bindegewebe umgeben. In diesen bindegewebigen Septen sind
modifizierte Fibroblasten, die Tendozyten integriert. Sie richten sich im Aufbau nach
den parallel angeordneten Kollagenfasern und schmiegen sich ihnen langgezogen,
angewinkelt und platt an. Die Tendozyten sind unter Anderem flr die Bildung der
inneren Hullschichten, dem Endotenonium (Endotenon), zustadndig. Mehrere
Kollagenfaserbiindel werden weiter umgeben von einem Peritenonium (Peritenon)
und bilden die Sekundarbindel. Das Peritenonium besteht ebenfalls aus lockerem
Bindegewebe und Tenozyten, sowie Nerven, Blut- und Lymphgefaflien. Die Sehne im
Gesamten wird zuletzt von dem Epitenonium (Epitenon) umhdallt (Liebich 2004,
Williams et al. 1980).

Das Kollagen unterliegt wie viele andere Kérpergewebe konstanter Neubildung. Das
Kollagen der Sehne wird vermutlich alle 6 Monate komplett neu aufgebaut.
Spezialisierte Enzyme, die Matrix-Metalloproteinasen werden dabei flr den

Kollagenabbau von den Fibroblasten sezerniert (Rennie 1999).

Die Ultrastruktur der Sehnen des Pferdes wurde bisher nur anhand der
oberflachlichen Beugesehne des Pferdes (OBS) analysiert. Fetal und perinatal liegt
der mittlere Fibrillendurchmesser der OBS bei ca. 100nm. Bei dem adulten Pferd
zeigt sich dann ein bi-, oder trimodales Verteilungsmuster. Bei dreijahrigen Pferden
befinden sich die Fibrillen in der GréRenordnung um 35nm bzw. 165nm. Bei noch
alteren und ausgewachsenen Pferden lassen sich aufgrund der Verteilungshaufigkeit
die mittleren Fibrillendurchmesser in 3 Gruppen einteilen: 40nm, 120nm und >200nm
(Goodship et al. 1994, Parry et al. 1978b). Birch et al. (1999) analysierte hingegen
keinen Unterschied des mittleren Fibrillendurchmessers der OBS zwischen jungen
und erwachsenen Pferden. Es zeigte sich jedoch ein niedrigerer Zellgehalt bei
alteren Pferden. Becker et al. (2001) untersuchten Warmblutfohlen wéhrend der
Aufzucht. Uber 5 Monate wurde eine Gruppe von Fohlen unter Boxenruhe gestellt
mit punktuellem Laufbandtraining. Eine andere Gruppe an Fohlen gleicher Rasse
und gleichen Alters wurde in uneingeschrankter Bewegung gehalten. Es zeigte sich
eine signifikante Erhdéhung der Zugfestigkeit und des Durchmessers der
Beugesehnen bei der Gruppe in freier Bewegung. Durch anschliellende
Bewegungseinschrankung lie® sich diese Beobachtung reversieren. Die Ergebnisse
korrelierten mit einer Erhéhung des Zellgehaltes und des Gehaltes an

Glykosaminoglykanen (GAGs) in der OBS. Bei alteren Pferden ist die Anpassung
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des Sehnengewebes und die Mdglichkeit der Umgestaltung des ultrastrukturellen
Aufbaus der Sehne limitiert. Es lasst sich aber beobachten, dass der mittlere
Fibrillendurchmesser mit zunehmendem Alter abnimmt (Parry et al. 1987b).

Der ultrastrukturelle Aufbau des Fesseltragers des Pferdes wurde im Teil Il dieser
Studie erstmals analysiert. Dabei wurde nach gleicher Methode dieser Studie
vorgegangen, der elektronenmikroskopischen Untersuchung von Biopsien aus dem
Fesseltrager des Pferdes. Die Gewebeproben wurden von Schlachtpferden mittleren
Alters gewonnen. Die gewahlten Pferde erlitten pramortal keine Erkrankung des M.

interosseus medius.

Abb. 5: Schematischer Aufbau der Sehne (modifiziert nach Kastelic et al. 1978
und Liebich 2010)

Neben der Kollagen-Komponente spielen noch die Proteoglykane (PG) eine
essentielle Rolle bei der Instandhaltung der Sehne und Ausflhrung ihrer Funktion.
Bausteine der Proteoglykane sind die Glykosaminoglykane (GAGs). Diese werden

Uber ein Protein an Hyaluronséure gekoppelt. Zu den wichtigsten Vertretern gehéren:
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Chondroitinsulfat, Keratansulfat und Dermatansulfat. Proteoglykane weisen durch
ihre grolle Oberflache eine hohe Wasserbindungsfahigkeit auf und dienen als
Wasser- und lonenspeicher. Sie garantieren die hohe Gleitfahigkeit und
Geschmeidigkeit in der Dehnung und ermdglichen so eine hohe Kapazitdt der
Sehne, grollen Kraften entgegenzuwirken (Yoon u. Halper 2005). Zudem
beeinflussen sie die fibrilldre Anordnung (Goodship et al. 1994).

Zugehorig der Leucin-reichen Proteoglykanfamilie ist das Decorin ein wichtiger
Bestandteil der nicht kollagenen Matrix des Sehnengewebes. Die Rolle des Decorin
wurde bereits ndher anhand von Knockout-Mausen von Reed u. lzzo (2003)
untersucht. Bei diesen Mdusen wurde das Decorin-Gen deaktiviert. Morphologisch
weisen diese Mause eine schlaffere Haut auf. Auf ultrastruktureller Eben lief3en sich
ebenfalls im Vergleich zu gesunden Mausen ohne Gendefekt Unterschiede in
Kollagenfibrillendurchmesser- und dichte feststellen. Die Knockout-Mause hatten
eine geringere Dichte an Kollagenfibrillen und eine grél3ere Variabilitdt im Umfang
der Fibrillen. Insgesamt wird dem Decorin eine wichtige Rolle fir die Bildung und
Instandhaltung des kollagenen Bindegewebes zugeordnet (Reed u. 1zzo 2003, Smith
et al. 2002). Andere Leucin-reiche Proteoglykane der Sehne sind des Weiteren:
Biglykan, Fibromodulin und Lumican. Sie nehmen alle aktiv an der Fibrillogenese teil
(Yoon u. Halper 2005). Die Proteoglykane lagern sich im Sehnengewebe orthogonal
in regularen Abstdanden an die Kollagenfibrilen an. Je gréler der
Fibrillendurchmesser, desto geringer ist der Anteil an gebundenen Proteoglykanen
(Franchi et al. 2007).

Ein weiteres nennenswertes Protein der nicht-kollagenen Sehnenmatrix ist das
Cartilage Oligometric Matrix Protein (COMP). Es hat die Rolle eines Katalysators fur
die Fibrillogenese und liegt gebunden an Kollagen Typ | und Il vor (Sédersten et al.
2006). COMP Ubernimmt eine organisierende Funktion beim Wachstum von
Sehnengewebe (Smith et al. 2002).

Beide Proteine werden zu wissenschaftliche Zwecken genutzt. Ein erhdéhter Gehalt
an COMP und Decorin spiegelt eine vermehrte Fibrillogenese wieder. Schnabel et al.
(2008) ermittelte den Gehalt an Decorin- und COMP-mRNA mittels quantitativer PCR
in  kulturell angereichertem Sehnengewebe. Dabei wurden dem Gewebe
verschiedene wachstumsférdernde Agenzien zugeflugt (PRP, ABM, Plasma, Blut,
PPP). Durch die Bestimmung des COMP- und Decorin-Gehalts konnten, neben

weiteren Anhaltspunkten, unterschiedliche Verhalten der Gruppen analysiert werden.
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COMP wird vermehrt gebildet im Beisein von Wachstumsfaktoren. Ein geringer
Gehalt von COMP findet sich dagegen in fibrosiertem Narbengewebe (Schnabel at
al. 2008, Smith at al. 2006).

Rigozzi et al. (2010) ordnet die interfibrilldre Gleitfahigkeit der Sehne den
vorhandenen GAG und PG zu. Sehnengewebe, die aus Uberwiegend dicken
Kollagenfibrillen bestehen, besitzen eine geringere Fibrillenoberflache als
Sehnengewebe aus dinnen Kollagenfibrillen. Die Fibrillenoberflache korreliert mit
der Anzahl an angelagerten Proteoglykanen. Sehnen mit dicken Kollagenfibrillen
besitzen einen geringeren Gehalt an PG. Demnach sind diese Sehnen steifer als
Sehnen deren Fibrillen einen geringeren Durchmesser aufweisen (Rigozzi et al.
2010).

Es gibt in der Literatur unterschiedliche Angaben zum Anteil an Muskelfasern des M.
interosseus medius.

Lempe (2007) untersuchte mittels MRT die Morphometrie des Fesseltragers der
Hintergliedmalle von 26 Pferden. Bemessen wurde der Gehalt in einem
Transversalquerschnitt durch den M. interosseus medius 3cm distal des
Tarsometatarsalgelenks. Der Muskelanteil variierte zwischen 18% und 58%. Im
Median lag er bei 30%. Es konnte keine Korrelation zwischen dem Alter der Pferde
und der individuellen Einlagerung von Muskelfasern festgestellt werden (Lempe
2007).

Anders als in einer Studie von Schwarzkopf (2000). In dieser Studie wurde bei
Untersuchung der Vordergliedmalie ein Muskelanteil von 0,3% bis 40% ermittelt, der
mit héherem Kdrpergewicht und zunehmendem Alter signifikant geringer wurde.

Ein deutlich geringer Anteil an Muskelfasern (2,1% bis 10%) wurde bei der Analyse
von Fesseltragern von Vollblutpferden erfasst (Dyson et al. 1995). Ahnliche Werte
der Studie von Lempe (2007) erfasste die Untersuchung von Sehnenquerschnitten
bei Warmblutpferden von Oberbeck (1992). Die Ergebnisse ihrer histologischen
Untersuchungen betrugen einen 30-40%igen Muskelfaseranteil. Eine weitere
histologische Untersuchung zur planimetrischen Vermessung der Sehen- und
Muskelgewebe ergab einen signifikant geringeren Anteil von Muskelgewebe bei
alteren Tieren (Schwarzkopf 2000).

Einige Autoren geben das Vorhandensein von Muskelfasern nur beim Fohlen, nicht

aber beim erwachsenen Pferd wieder (Dyce et al. 1996, Seiferle u. Frewein 1992).
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Einen 2-11%igen Anteil beschreibt Wilson et al. (1991), wobei Warmbliter bis zu
40% mehr Muskelfasern aufweisen als Vollbluter. Dieser lasst sich in zwei langs
orientierten Muskelfaserbindeln darstellen. Der muskulése Anteil formiert sich
proximal aufden, d.h. medial und lateral und zieht in Richtung distal in einem Winkel
von 45° nach medial (Wilson et al. 1991). Dabei gibt es einen morphologischen
Unterschied an der Vorder- und Hintergliedmale. An der Vordergliedmalie
organisieren sich die Muskelfasern in zwei halbmondférmigen Bégen deren gedffnete
Seite einander zugewandt ist (Rooney 1973). Diese Formation ist proximal deutlich
definiert, weiter distal jedoch weniger deutlich. An der Hintergliedmale lassen sich
die Muskelbindel mehr geradlinig geformt und parallel zueinander beobachten
(Bischofberger et al. 2006, Wilson et al. 1991).

Soffler u. Hermanson (2006) untersuchten den M. interosseus medius histochemisch
und immunhistochemisch bezlglich seines Muskelfasergehalts. Ergebnis dieser
Studie war zunachst, dass sich der Grolteil der Muskelfasern des Fesseltrdgers in
seinen proximalen drei Vierteln befindet, wobei auch in den Schenkeln vereinzelte
Fasern auftreten. Es handelt sich dabei zu ca. 95% um Muskelfasern vom Typ |
(slow-twich) und zu 5% um Muskelfasern vom Typ lla. Typ | Muskelfasern sind sehr
ausdauernd und fast ermidungsresistent. Im Vergleich zu den Typ Il Fasern bringen
sie nur eine geringere Kraft auf. Sie besitzen aber ein hohes oxidatives Potential. Typ
Il Fasern ermiden schnell und haben einen hohen Verbrauch an anaerober Energie
(Soffler u. Hermanson 2006).

Innerhalb der Muskelblindel ordnen sich die einzelnen Muskelfasern gefiedert in
einem Winkel von 45°an. Die Fasern waren ~ 764um lang. Im Vergleich zur
restlichen Muskulatur der Gliedmalie des Pferdes handelt es sich dabei um relativ
kurze Muskelfasern. Im Durchmesser allerdings glichen die Fasern denen anderer
Muskeln wie z.B. des M. triceps brachii. Eine weitere Beobachtung waren kleine
Ansammlungen von Adipozyten, welche die Muskelfaserbliindel umgeben (Soffler u.
Hermanson 2006). Zum Teil hillen die Adipozytenansammlungen die Muskelfasern

vollstandig ein. Das Fettgewebe wirkt stoldabsorbierend (Lempe 2007).
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3. Pathologien des M. interosseus medius

Die Erkrankung des Fesseltragers wird weitrdumig mit dem Begriff der Desmitis
bezeichnet. Dieser Begriff beinhaltet die Entziindung von Bandern (Mc llwraith 1989).
Da es sich bei dem M. interosseos medius um einen rudimentaren Muskel mit
bandartigem Charakter handelt, wurde ihm diese Bezeichnung zugeordnet.

In der Orthopé&die der Pferdemedizin stellen Desmitiden ein haufig vorkommendes
Problem dar. Die Leistungsfahigkeit von Pferden aller reiterlichen Disziplinen wird
durch diese Form der Erkrankung erheblich beeintrachtigt (Rijkenhuizen et al. 2007).
Erkrankungen durch zu hohe Beanspruchung des Fesseltragers und der
oberflachlichen Beugesehne sind die mit am haufigsten beobachteten
muskuloskeletalen Erkrankungen des Pferdes (Goodship 1993). Kasashima et al.
(2004) ermittelten aus einer Population von 10.262 Vollblut Rennpferden im Training
oder Rennen Uber den Zeitraum von einem Jahr ein Vorkommen von 3,61% an
Pferden mit einer bestehenden Erkrankung des Fesseltragers.

Bei Vollblut- und auch bei Trabrennpferden kommt es besonders haufig zur

Erkrankung des M. interosseus medius (Schneider 2006)

3.1 Atiologie der Erkrankung des Fesseltrigers

Als Ausléser der Erkrankung wird die einmalige oder wiederholte Uberschreitung der
Dehnungsgrenze des Fesseltragers unter Beanspruchung betrachtet. Dabei kommt
es entweder direkt zu einer Erkrankung, oder zunachst zu fibrilldren Mikrolasionen.
Diese kodnnen bei weiterer Belastung zu Entzindungen und gréReren Schéden
fuhren (Schneider 2006).

Ursachliche Faktoren sind hohe Laufgeschwindigkeiten, duf3ere Traumata, einmalige
anormale Bewegungen (z.B. zur Seite Springen als Fluchtreaktion oder Ausrutschen
auf glattem Untergrund) und chronische Uberbeanspruchung. Die forcierte
Ausbildung  junger  Pferde, nicht  entsprechend ihrem korperlichen
Entwicklungszustand, kann auch zu derartigen Erkrankungen fiihren (Ueltschi 1989).
Bei jungen heranwachsenden Pferden kann es zu einem Missverhéaltnis zwischen

Koérpergewicht und Sehnenfestigkeit kommen, woraus eine erhdhte Belastung der
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Sehnen und Bander resultiert. Oft figt sich dieser Situation noch eine mangelnde
Koordination des Bewegungsablaufes hinzu (Mc llwraith 1989).

Auch die Ermidung der Muskeln der oberflachlichen und tiefen Beugesehne kann
eine vermehrte Belastung des Fesseltragers nach sich ziehen. Pradisponierende
Faktoren kénnen dabei Stellungsanomalien der Gliedmalfen, Hufimbalancen und
unpassender Hufbeschlag (zu kurze Hufeisenschenkel) sein (Schneider 2006).
Pferde mit geradem Sprunggelenk oder einer Hyperextension des Fesselgelenks
(weich gefesselte Pferde) werden ebenfalls als pradisponiert flir Fesseltrdger
Desmitiden angesehen (Dyson et al 2002). Im Bereich des Hufes kénnen zu lange
Zehen in Kombination mit niedrigen Trachten zu einer sekundaren Verénderung der
Stellung des Fesselgelenks fuhren. Das Gelenk gerat dabei vermehrt in
Hyperextension. Stellungsanomalien der distalen GliedmalRen des Pferdes
verursachen meist eine ungleiche Belastung der Gelenke und Béander (Dyson u.
Genovese 2002, Smith et al. 2002). Bei einer bodenengen Stellung kommt es z.B. zu
einer Mehrbelastung der lateralen Portion des Fesseltragers (Kainer 1989). Auch die
Arbeit in tiefem, schlammigem Boden beansprucht die Sehnen des Pferdes vermehrt
(Perkins et al. 2005).

Zusammenfassend tragen meist viele unterschiedliche Faktoren zur Erkrankung des
Musculus interosseus medius bei. Eine gesonderte Rolle jedoch spielt die
Entstehung der Degenerativen Desmitis des M. interosseus medius (DSLD). Bei
dieser Form der Erkrankung wird eine vererbliche Komponente angenommen. Sie
tritt vermehrt in einzelnen familidren Linien auf (Halper et al. 2006, Hayes 1994,
Young 1993).

3.2 Pathogenese und Pathophysiologie der Erkrankung des Fesseltrdagers

Bei der einmaligen oder wiederholten Uberschreitung der Dehnungsgrenze des
Fesseltragers kann es zu unterschiedlichen Pathologien kommen. Angefangen von
einer subklinische Schadigung ohne Zerreillung von Kollagenfibrillen in Form von
einer Entzindung und Einblutung bis hin zur Ruptur einzelner Kollagenfibrillen,
grélRerer Areale oder der vollstdndigen Durchtrennung der jeweiligen Struktur. Auch
die Ansammlung von Mikroldsionen kann in einem zweiten Schritt zu einem gréeren
Defekt fihren (Goodship et al. 1994). Viele Autoren sind der Meinung, dass

Verletzungen des Musculus interosseus medius in den meisten Fallen Ursache einer
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Akkumulation degerativer Mikrotraumen sind (Goodship et al. 1994, Platt u. Wilson
1994). Von einem anderen Standpunkt aus betrachtet kommt es in dem Moment zu
einer Erkrankung in dem der Austausch von Kollagenfibrillen, welcher sich
permanent in vielen Formen von Gewebe dem sog. ,turn-over” vollzieht, gestort ist.
D.h. es gehen mehr Kollagenfibrilen durch Uberlastung oder Degeneration

zugrunde, als neu gebildet werden (Patterson-Kane et al. 2012).

Symptome allgemein:

Die Kklinische Erscheinung der Erkrankung des Fesseltragers héngt vom
Schweregrad der Lasion und von der Lokalisation ab. Bei akuten Erkrankungen
werden Schwellungen, Warme sowie Palpationsschmerz beobachtet. Hinzu kommen
Lahmheiten unterschiedlichen Grades. Die Lahmheit kann durch eine tiefe Palpation,
oder durch vermehrte Zugbelastung verschlimmert werden z.B. in Form von
Aufheben der kontralateralen GliedmalRe. Bei chronischen Erkrankungen kann
teilweise adspektorisch und palpatorisch kein Indiz auf eine Erkrankung vorgefunden
werden. Einzig eine geringgradige Lahmheit ist vorhanden, die sich in manchen
Fallen lediglich unter dem Reiter zeigt (Mc llwraith 1989, Schneider 2006).

3.3 Formen der Erkrankung des Fesseltragers

Fesseltragererkrankungen kénnen aufgrund ihrer anatomischen Lokalisation und
Atiologie in 5 Gruppen eingeteilt werden (Dyson u. Genovese 2002, Dyson et al.
1995, Hauser et al. 1984, Rijkenhuizen at al. 2007):

1) Inserationsdesmopathie des Fesseltrédgerursprungs oder der

Fesseltrédgerschenkel

2) Desmitis des proximalen Fesseltrager (proximal suspensory desmitis)

3) Desmitis des Fesseltragers im mittleren Drittel (midbody lesions)

4) Desmitis der Fesseltradgerschenkel (branch lesions)

5) Degenerative Desmitis des M. Interosseus medius (DSLD = Degerative

suspensory ligament desmitis)
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3.3.1 Insertionsdesmopathie

Die Insertionsdesmopathie des Fesseltragers beschreibt eine inkomplette Ruptur der
im Knochen verankerten kollagenen Fasern (Dammrich 1991). Sie geht in akuten
Stadien mit einer unterschiedlich deutlichen Lahmheit und einem Palpationsschmerz
einher. Die Lahmheit verschlechtert sich auf weichem Boden im Vergleich zu hartem
Boden. Auf dem Zirkel an der Longe forciert man sie indem das erkrankte Bein auf
der AuRenhand geflhrt wird. Bei chronischen Verdnderungen ist der palpatorisch
wahrgenommen Schmerz wesentlich geringer (Rantanen, 1993). Infolge von
Traumata der Regionen der Insertion des Fesseltrdgers kann es zu Ausrissen der
knéchernen Struktur kommen. Diese Avulsionsfrakturen gehen mit einer Desmitis
des proximalen Fesseltragers einher (Urhahne 2005).

Avulsionsfrakturen lassen sich durch eine Réntgenaufnahmen des Bereiches des
proximalen Réhrbeins und der angrenzenden Gelenkreihen des Karpus oder Tarsus
verifizieren. Abgesehen von frakturierten Elementen kdnnen bei chronischer
Insertionsdesmopathie eine Verdichtung der Knochenstruktur und periostale
Proliferationen im Bereich des Fesseltrdgerursprungs beobachtet werden (Stashak
1989).

Auch kndécherne Veradnderungen der Gleichbeine (Sesamoidose) in Zusammenhang
mit einer entzindlichen Reaktion durch Erkrankung der Ansatzstellen der
Fesseltrdgerschenkel an der abaxialen Flache kénnen réntgenologisch dargestellt

werden.

3.3.2 Desmitis des proximalen M. interosseus medius (PSD)

Das klinische Bild der proximalen Desmitis des Fesseltrdgers zeigt, ahnlich der
Insertionsdesmopathie, eine unterschiedlich ausgepragte Lahmheit in Kombination
mit Palpationsschmerz in akuten Stadien. Die Lahmheit verschlechtert sich ebenfalls
auf weichem Boden und an der Longe. Wird das erkrankte Bein dabei aul3en gefihrt,
zeigt es eine verklrzte kraniale Vorfuhrphase. Dieses Phadnomen kann auch
teilweise im Schritt beobachtet werden (Dyson u. Genovese 2002, Lischer et al.
2006).
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Die Lahmheit kann diskontinuierlich sein und durch langere Ruhephasen ganz
verschwinden (Lischer et al. 2006).

Die Erkrankung kann ein-, oder beidseits an den Hinter-, oder Vordergliedmalien
auftreten. Betroffen sind vorwiegend die Vordergliedmalie, bei Warmblutpferden —
speziell bei Dressurpferden héherer Klassen- sind die Schaden aber auch vermehrt
in den Hintergliedmalien zu finden. (Colahan et al. 1999, Dyson u. Genovese 2002).
Proximale Desmitiden des Fesseltragers der Hintergliedmalien sind haufig
chronischer Art und zeigen lediglich eine unter dem Reiter erkennbare Lahmheit oder
verringerte Leistungsfahigkeit in Form von gehemmten Bewegungen der
Hintergliedmalien. Diese Lahmheit bleibt meist trotz Boxenruhe bestehen (Dyson et
al. 1995). Die anhaltende Schmerzhaftigkeit der PSD der Hintergliedmalde wird
vermutlich auf ein Kompartmentsyndrom zurlickzufiihren sein. Dabei umschliel3t die
starke Fascia plantaris den proximalen Teil des Fesseltragers, indem sie sich straff
gespannt an den beiden Griffelbeinen anheftet (Lempe 2007, Lischer et al. 2006,
Wissdorf et al. 2002). Bei der entzindlich bedingten Umfangsvermehrung des M.
interosseus medius kommt es schliel3lich zu einem Druckschmerz durch Reizung der
dort verlaufenden Nerven.

Aufgrund der haufigen Chronizitdt der PSD der HintergliedmalRen lassen sich dort
auch in fortgeschrittenen Stadien dystrophische Verkalkungen vorfinden (Lischer et
al. 2006). Auch an der VordergliedmalRe kénnen derartige Verdnderungen auftreten,
jedoch deutlich weniger haufig als an der Hintergliedmale. Dies spiegelt die damit
verbundene, beobachtete schlechtere Prognose und Heilungstendenz der PSD der

Hintergliedmale im Vergleich zur Vordergliedmalie wieder (Dyson et al. 1995).

3.3.3 Desmitis des Fesseltrdagers im mittleren Bereich (Body lesions)

Die Desmitis des mittleren Drittels des M. interosseus medius wird generell seltener
beobachtet als eine Erkrankung des Ursprungs oder der Schenkel. Haufig treten
body lesions in Zusammenhang mit angrenzenden pathologischen Prozessen auf.
Dies koénnen Griffelbeinfrakturen oder proliferative periostale Erkrankungen
(kndcherne Uberbeine) oder Erkrankungen der Fesseltragerschenkel sein (Dyson u.
Genovese 2002, Dyson et al. 1995, Moyer u. Raker 1980). Die klinische Erscheinung
der Desmitis des M. interosseus Korpers geht in der Regel mit einer deutlicheren

Warme, Schwellung und Schmerzhaftigkeit einher als bei der PSD. Dieser Abschnitt
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des Fesseltragers ist im Vergleich zu seinem Ursprung palpatorisch besser
zugéanglich. Die Lahmheit variiert in der Regel von undeutlich geringgradig bis
mittelgradig (Rijkenhuizen et al. 2007). Laut Dyson u. Genovese (2002) besteht ein
geringer Zusammenhang zwischen dem Ausmal} des Schadens und dem Grad der
Lahmheit. AuBerdem lie® sich eine relativ hohe Rezidivrate bei dieser Form der
Erkrankung an der selben, oder der bilateralen Gliedmalle, feststellen (Dyson u.
Genovese 2002).

3.3.4 Desmitis der Fesseltragerschenkel (Branch lesions)

Bei der Desmitis der Fesseltrdgerschenkel unterscheidet man zwischen einer
einseitigen oder beidseitigen Schenkeldesmitis des M. interosseus medius. Sie treten
relativ haufig bei allen Arten von Sportpferden auf (Dyson u. Genovese 2002, Moyer
u. Raker 1980). In der Regel sind Kklinischen Erscheinungen einer akuten
Erkrankung, wie Warme Schwellung und Schmerzhaftigkeit gut zu palpieren. In
chronische Fallen findet sich meist keine Schmerzhaftigkeit und Warme der
betroffene Schenkel ist jedoch derb umfangsvermehrt (Dyson et al. 2005). Der
Lahmheitsgrad kann wiederum stark variieren von geringgradig bis sehr hochgradig
(Rijkenhuizen et al. 2007). Anders als bei den body lesions ist die Lahmheit jedoch
meist proportional zu dem vorhandenen Schaden (Dyson et al. 1995, Dyson et al.
2002). Wie auch bereits beschrieben verschlechtert sich die Lahmheit auf weichem
Boden (Moyer et al. 1980). Dyson u. Genovese (2002) beobachteten bei jingeren
Pferden eine andauernde geringgradige Lahmheit, bedingt durch die permanent
fortschreitende Dehnung des betroffenen Schenkels durch Hyperextension des
Fesselgelenks. In diesem Zusammenhang kommt es auch haufig zur Ausbildung
einer periligamentésen Fibrose. Eine schlechte Prognose wird Erkrankungen mit
fibrindser Adhéasion der Schenkel der Hintergliedmalte an umgebende Strukturen
und bei Auftreten von dystrophischen Verkalkungen zugesprochen (Dyson et al.
1995, Dyson u. Genovese 2002).

Weitaus schwerwiegender als Desmitiden kann der Fesseltrageapparat auch
traumatische Rupturen seines Koérpers oder seiner Schenkel erleiden. Diese sind
meist Folge von extremer Hyperextension (Dorsoflexion) des Fesselgelenks.

Belastungen diesen Ausmalies treten vor allem beim Pferderennen oder Springen
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(v.a. Steeplechase) auf. Dabei kdnnen der M. interosseus medius oder die distalen
Gleichbeinbander rupturieren. Auch Transversalfrakturen beider Gleichbeine kénnen
unter diesen Umstanden auftreten.

Die Prognose dieser Pferde ist unginstig bis infaust. Es ldsst sich im Allgemeinen
lediglich eine Tauglichkeit als Zuchtstute oder Weidepferd wieder herstellen (Mc
llwraith 1989). Erkrankungen dieser Art sind selten und wurden in unserer Studie

nicht mit aufgenommen.

Desmitiden des M. interossues medius konnen entweder isoliert oder in
Zusammenhang mit der Erkrankung angrenzender Strukturen auftreten.

Dabei kommen sie vergesellschaftet mit traumatisch bedingten Periostitiden des
Roéhrbeins, Gleichbein-, oder Griffelbeinfrakturen vor. Haufig kommt es im Laufe der
Heilung dieser Erkrankungen durch den gebildeten Kallus zu einer mechanischen

Irritation des M. interosseus medius (Mc llwraith, 1989).

3.3.5 Degenerative Desmitis des M. interosseus medius (DSLD = Degenerative

Suspensory Ligament Desmitis)

Degenerative Veranderungen sind im Allgemeinen bei alteren Pferden jeder Rasse
anzutreffen. Aufgrund des gehdauften Auftretens innerhalb familidrer Linien jingerer
Pferde wird jedoch eine hereditdre Komponente vermutet (Halper et al. 2006, Hayes
1994, Young 1993). Besonders betroffen sind dabei Pferde der spanische Rasse
Peruvian Paso, sowie Kreuzungen mit dieser Rasse. Auch Pferde der Rassen
Araber, American Saddlebred und American Quarterhorse sind vermehrt betroffen
(Young 1993). Bei Erkrankung entwickeln diese Pferde eine bilaterale oder
quadrilaterale Lahmheit. Haufig ist diese Lahmheit persistierend und wird aus diesem
Grund erst spat bemerkt. Halper et al. (2006) untersuchte in einer Studie insgesamt
28 betroffenen Pferde. 19 Pferde zeigten eine Lahmheit auf allen vier Gliedmalien 9
Pferde auf bilateralen GliedmalRen. Es bestand keine Relation zwischen dem
klinischen Bild und dem Ausmal} der Lasion. Wahrend der klinischen Untersuchung
fiel eine derbe Umfangsvermehrung des gesamten M. interosseus medius oder
einzelner Abschnitte auf. Durch elektronenmikroskopische Untersuchungen wurde
belegt, dass es sich um eine systemische Erkrankung handelt, welche viele Gewebe

und Organe betrifft. Veranderungen im Kollagengewebe traten neben dem
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Fesseltrdger in den Beugesehnen, den Kniebandern, im Nackenband, im
Herzgefaldsystem und in den Skleren auf. Die Untersuchungen zeigten einen
vermehrten Gehalt an Kollagenfibrillen mit kleinerem Durchmesser im Vergleich zu
gesundem Sehnengewebe. Auch ein deutlich gréReres Vorkommen an
Proteoglykanen wurde bei betroffenen Tieren festgestellt. Halper et al. (2006) gehen
davon aus, dass der hohe Gehalt an Proteoglykanen mit teils abnorm synthetisierten
Komponenten (fehlerhaft sulfatiertes Decorin) als primare Ursache der
Veranderungen anzusehen ist.

Ein verantwortliches DSLD-Gen wurde bis heute nicht entdeckt.

Die Prognose der Erkrankung ist durch den fortschreitenden Prozess als schlecht

anzusehen (Young 1993).
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4. Heilung

Die Heilung von erkranktem Sehnengewebe unterteilt sich in 3 Phasen (Buck 2003,
Stashak 1989):

Exsudative Entziindungsphase, Hamostasis (10 Tage):

Initial kommt es nach der Zerreil3ung von intaktem Sehnengewebe zu Einblutungen
und zur Entstehung eines fibrinhaltigen Blutgerinnsels am Ort des Defektes. Durch
die Aktivierung der Entzindungskaskade wird die L&sion mit neutrophilen
Granulozyten und Makrophagen infiltriert. Debridement des geschadigten Gewebes
in Form von Phagozytose beginnt. Eine édematése Schwellung lasst sich klinisch

erkennen, in Kombination mit Warme und Palpationsschmerz.

Proliferative Phase (4-45 Tage):

Im Laufe der proliferativen Phase kommt es zur Resorption des Hdmatoms und zur
Bildung frischen Granulationsgewebes.

Die Entziindungszellen werden durch kleine Blutgefal’e und migrierte Fibroblasten
ersetzt. Wahrend dieser Phase wird die vermehrte Neubildung von Kollagenfibrillen
beobachtet. Um den 45. Tag der Heilung kommt es zu einem Gleichstand der
fibrilldren Neubildung und des Abbaus des geschadigten Kollagens (Stashak 1989).
Das neu synthetisierte Kollagen ist sowohl vom Typ | als auch bis zu 30% vom Typ
[l (Dahlgren et al. 2005, Silver et al. 1983, Williams et al. 1980). Die Gen-, und
Proteinexpression des Typ llIl Kollagens konzentriert sich auf das Endotenon in den
ersten 1-2 Wochen der proliferativen Phase. Bei der Untersuchung des
Heilungsverlaufs von Kollagenase-induzierten Lasionen der oberflachlichen
Beugesehne des Pferdes wurde eine deutliche Hypertrophie des Endotenons
aufgrund der Proliferation von vaskularen und fibroblastischen Strukturen
beschrieben (Patterson-Kane et al. 2012, Silver et al. 1983). Darauffolgend verteilt
sich die Typ lll Kollagen Synthese, wie auch die Typ | Synthese diffus (Dahigren et
al. 2005). Andere Autoren aus der Humanmedizin beschreiben, dass zunachst die
Produktion von Kollagen Typ Ill Gberwiegt und ihr Maximum in der proliverativen
Phase erreicht. Danach kommt es aber zu einer ricklaufigen Bildung des Kollagen

Typ Il und die Synthese von Kollagen Typ | Uberwiegt (Freeman u. Silver 2005,
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Sasaki u. Odajima 1996, Urschel et al. 1988). In frlhen Stadien der Heilung weist
das beschadigte Sehnengewebe eine gelatineartige Konsistenz auf. Es beinhaltet
vereinzelte diinne Kollagenfasern und einen erhéhten Gehalt an Wasser, Fibronektin
und Glykosaminoglykanen (Dahlgren et al. 2005, Williams et al. 1984a u. 1984Db).

Es gibt noch wenig Information Uber die Rolle von Wachstumsfaktoren, ihren
Rezeptoren und Zytokinen im Verlauf von Sehnenheilung (Patterson-Kane et al.
2012). Bei der Darstellung der verschiedenen Therapien der

Fesseltragererkrankungen wird auf diesen Aspekt noch genauer eingegangen.

Maturation/Reifungsphase: 45.-120.Tag:

In der Reifephase kommt es zu einer Ausrichtung der Fibroblasten und
Kollagenfibrillen in Langsrichtung. Die Fibrillendichte nimmt mit Fortschreiten der
Reifephase zu, ebenso wie das Auftreten dickerer Kollagenfibrillen (Buck 2003). Dies
geschieht neben der Neusynthese dicker Fibrillen auch durch Umbauprozesse von
Typ Il Kollagen in Typ | Kollagen. Die typische wellenférmige Aneinanderlagerung
der Kollagenfasern (crimp pattern) kann wieder beobachtet werden (Wiliams et al.
1984b). Zwar kommt es nach einem durchschnittlichen Zeitraum von sechs Monaten
zur einer wiederhergestellten Morphologie dhnlich dem normalen Sehnengewebe, es
bleibt jedoch fortlaufend ein Narbengewebe erhalten (Smith et al. 2002, Stashak
1989). Nach bis zu 14 Monaten Heilung kann zum Teil noch ein erheblicher Anteil
kleiner Kollagenfibrillen mit einem Durchmesser unter 80nm beobachtet werden
(Becker et al. 2001, Goodship et al. 1994, Oberbeck 1992). Dieses Ersatzgewebe
unterliegt funktionell dem gesunden Sehnengewebe. Es ist insgesamt weniger
belastbar und weniger elastisch (Smith et al. 2002). Viele Autoren bezweifeln die
Mdglichkeit der vollstédndigen funktionellen Rekonstruktion einer erkrankten Sehne
(Goodship 1993, Moller et al. 2000, Webbon 1973). Auch kommt es im
Zusammenspiel von Narbengewebe und intakter Sehne zu funktionalen Stérungen
(Goodship et al. 1994). Weitere fortschreitende Komplikationen der Narbenheilung
sind peritendinése Fibrosen und Adhasionen sowie verknorpelte oder verkalkte
Bereiche (Webbon 1973). Aufgrund der veranderten Eigenschaften ist die Gefahr
einer Rezidivierung entsprechend hoch. Daflir verantwortlich scheint zum einen die
verringerte Elastizitat des straffen Narbengewebes, zum anderen der hohe Anteil an
Kollagenfasern mit kleinem Durchmesser, bzw. der verringerte Anteil dicker Fasern
zu sein (Parry et al. 1987a, Schneider 2006).
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Parry et al. (1987a) haben festgestellt, dass die mechanischen Mdéglichkeiten von
Sehnen in Zusammenhang mit dem Durchmesser ihrer Kollagenfibrillen stehen.
Dicke Fibrillen mit einem grofden Durchmesser kénnen gréReren Kraften standhalten

als diinne Fibrillen.

Betrachtet man die Sehne im Ganzen nach einer Schadigung und im Verlauf der
Heilung auf makroskopischer Ebene erscheint diese insgesamt dicker als eine
gesunde Sehne. Becker (1996) untersuchte die Heilung des Unterstitzungsbandes
der tiefen Beugesehne des Pferdes nach Desmotomie. Die Beurteilung erfolgte 6
Monate nach dem Eingriff. Als Referenz diente die kontralaterale Gliedmalle. Das
Unterstitzungsband zeigte nach Desmotomie eine um den Faktor 3 vergroRerte
Querschnittsflache (CSA= cross sectional area) im Vergleich zu dem gesunden
Band. Die Zunahme der Dicke der Sehne wird als Kompensation der reduzierten

mechanischen Funktion des Narbengewebes betrachtet (Becker 1996).

Die Heilung der Beugesehnen des Pferdes wurde auf ultrastruktureller Ebene bereits
von Buck (2003) untersucht. Dabei wurden von an Tendopathien und Desmitiden
erkrankten Pferden Sehnengewebe durch Feinnadelbiopsie entnommen und
rasterelektronenmikroskopisch untersucht. Die Fibrillenstruktur der Gewebeproben
wurde durch eine Scorebewertung erfasst und mit Referenzstrukturen gesunder
euthanasierter Pferde d&hnlichen Alters verglichen. Die Ergebnisse zeigten, dass ein,
fur die Belastung als Reitpferd funktionell ausreichendes Narbengewebe zwar wieder
von dicken Fibrillen dominiert wird, aber in Bezug auf die fibrilldre Anordnung, Dichte,
Linearitat und Parallelitdt der Fibrillen signifikant von der fibrilldren Organisation von
gesundem Sehnengewebe abweicht. Diese Beobachtungen sind bei weit
fortgeschrittener und abgeschlossener Heilung zu beobachten. Der Autor kommt zu
dem Fazit, dass die Bildung des Narbenkollagen maximal eine restitutio ad

functionem der Sehnenlasion darstellt (Buck 2003).
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5. Therapie

Die Therapie der Erkrankung des Fesseltrégers stellt aufgrund der langwierigen und
inkompletten Heilung eine groRe Herausforderung dar. Die initiale Therapie einer
akuten Desmitis ist zundchst die Ruhigstellung in Kombination mit einer
entziindungshemmenden Medikation. Dabei werden NSAIDs systemisch tber 7-10
Tage angewandt. Lokal kann durch eine einmalige perildsionale Injektion mit
Kortison eine Ubermafige Bildung von Granulationsgewebe und eine Adhédsion an
angrenzende Strukturen unterbunden werden (Mc llwraith 1989). Zudem kann die
betroffenen Gliedmalie durch kaltes Abduschen oder das Anlegen kihlender
Verbénde gekiihlt werden um die Blutung und Odembildung zu begrenzen. Nach 3-4
Tagen Kaltetherapie sollte auf Warmeapplikation umgestiegen, werden um
Durchblutung zu verbessern und die Resorption anzuregen (Schneider 2006). Im
weiteren Heilungsverlauf ist auf ein kontrolliertes Bewegungsprogramm zu achten.
Die regelmafige Verfolgung des Heilungsverlaufs durch Kontrolluntersuchungen ist
ebenfalls anzuraten (Gillis 1997, Mc llwraith, 1989, Stashak 1989).

Fortlaufend werden neue Ansatzmdéglichkeiten erforscht um die Bildung eines
gleichwertigen Gewebes anstatt eines narbenartigen Ersatzgewebes im Verlauf der
Heilung von Sehnen zu erzielen. Die Methode der Therapie mittels Zellen,
biologischen Faktoren und Biomaterialien wird als Tissue Engineering bezeichnet.
Ziel der regenerativen Therapien ist es die normale Gewebestruktur und Funktion
des erkrankten Gewebes wieder herzustellen (Kall u. N6th 2004, Koch et al. 2009).
Im Verlauf der vorangegangenen Kklinischen Studie wurden zwei Formen der
regenerativen Therapien angewandt. Diese werden in Folgendem néaher

beschrieben.

5.1 Adulte Mesenchymale Stammzellen (MSC)

Bei den in der Therapie von Sehnenschaden verwendeten adulten mesenchymalen
Stammzellen (MSC) handelt es sich um multipotente Zellen. Sie besitzen die
Mdglichkeit der weiteren Differenzierung in verschiedene mesodermale Zelllinien wie
Osteoblasten, Chondrozyten, Tenozyten, Adipozyten und Muskelzellen (Arnhold et
al. 2007, Fortier u. Smith 2008, Taylor et al. 2007). Im Gegensatz zu totipotenten
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frihembryonalen und pluripotenten spatembryonalen Stammzellen kdénnen sich
adulte Stammzellen nur noch innerhalb der Zelllinien ihres Ursprungs-Keimblattes
differenzieren (Koch et al. 2008). Mesenchymale Stammzellen finden sich in allen
Geweben des Kérpers in sehr geringer Konzentration. Sie sind fir den permanenten
Ersatz und die Regeneration der Zellen im Kérper aller Lebewesen, nach Ablauf ihrer
natlrlichen Lebenszeitspanne, zusténdig (Caplan u. Dennis 2006, Caplan 2007). Der
Begriff der mesenchymalen Stammzellen hat sich weit verbreitet und in der
tiermedizinische Literatur weitlaufig durchgesetzt (Del Bue et al. 2008, Herthel 2001,
Herthel 2003, Smith et al. 2003, Taylor et al. 2007). Die urspringliche Bezeichnung
der multipotenten mesenchymalen Stromazelle von Friedenstein et al. (1976)
entspricht nach Meinung einiger Autoren der korrekten Bezeichnung der
verwendeten Zellen (Burk et al. 2011, Horwitz et al. 2005, Roggel 2013). Guest et al.
(2010) Ubertrug, wie auch anderen Autoren, in ihrer Einleitung den Begriff der
mesenchymalen Stromazelle 1:1 auf den gangigen Begriff der mesenchymalen
Stammzelle. Sowohl fir die mesenchymale Stromazelle, als auch fir die
mesenchymale Stammzelle wird das Akronym ,MSC* verwendet (Roggel 2013).

Die Fahigkeit der in Sehnendefekte implantieten MSC sich in vivo in funktionelle
Tendozyten zu differenzieren ist noch ungewiss. Es liegen jedoch eindeutige
Hinweise auf eine tenogene Differenzierung in vitro vor (Arnhold et al. 2007, Colleoni
et al. 2009, Raabe et al. 2013). Durch die Produktion bioaktiver Substanzen wie z.B.
Wachstumsfaktoren (TGF-g, VEGF und HGF), Zytokinen und Interleukinen erlangen
Stammzellen verschiedene Wirkmechanismen (Rehman et al. 2004, Caplan 2007,
Sorell et al. 2009, Richarsdon et al 2007, Taylor et al. 2007). Sie begrenzen eine
VergroBerung der L&sion durch antiapoptotische Wirkung, unterdricken die
Fibroseentstehung, stimulieren die Angiogenese und erhéhen die Kollagensynthese
(Caplan u. Dennis 2006, Rehmann et al. 2004, Sorell et al. 2009). Neben der
besonderen Differenzierungsfahigkeit erscheinen MSC auch aus immunologischer
Sicht als privilegiert. Sie exprimieren kein MHC-II Oberflachenantigen und werden
demzufolge nicht als fremd erkannt (Le Blanc et al. 2003, Niemeyer et al. 2004).
Weiterhin unterdriicken Stammzellen die Lymphozyten-, und T-Zell- Aktivierung und
Proliferation. Hierflr scheinen wiederum sezernierte Wachstumsfaktoren (TGF-f und
HGF), IL-10 und der direkte Zellkontakt verantwortlich zu sein (Di Nicola et al. 2002,
Le Blanc et al. 2003, Niemeyer et al. 2004). Allogene Stammzellen rufen daher bei

dem Empfangerorganismus keine erfassbare Abwehreaktion auf (Ryan et al. 2005).
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Ein beobachteter entzindungshemmender Effekt von Stammzellen in Studien kann
auf die Unterdriickung der Immunantwort aber auch auf die Hemmung bestimmter
Entzindungsmediatoren zuriickgefihrt werden (Schnabel et al. 2009). Die in der
Entzindungskaskade agierenden Zytokine TNF-a und INF-y werden von MSC
gehemmt (Aggarwal u. Pittenger 2005). Auch die Sekretion von IL-10 und HGF durch
MSC hat einen unmittelbaren entziindungshemmenden Effekt (Rehman et al. 2004).
Die Funktionsfahigkeit und Aktivitdt von Stammzellen hangt von ihrem unmittelbaren
Umfeld ab. Eine sogenannte Stammzellennische ist fir eine Aktivierung der Zellen
notwendig um sich in eine bestimmte Richtung zu entwickeln und spezifische
Funktionen auszufihren. Ein geschadigtes entziindetes Gewebe mit einer hohen
Stoffwechselaktivitdt und die Anwesenheit von Zellmediatoren stellen vermutlich eine
die passenden Signale Ubermittelnde Nische dar (Koch et al. 2009). Das Verbringen
einer grof3en Anzahl von MSC in eine Sehnenlasion hat demzufolge das Ziel durch
direkte Differenzierung der MSC zu Tendozyten und Fibroblasten den Zellgehalt und
die Kollagensynthese zu erhéhen und die entzindlichen Prozesse zu hemmen.

Die Gewinnung der mesenchymalen Stammzellen kann aus verschiedenen Quellen
im Korper erfolgen. Am haufigsten wird jedoch fur die Gewinnung das Knochenmark
das Sternums oder der Tuber coxae verwendet. Fir die Gewinnung von
Stammzellen aus Fettgewebe wird das subkutane Fettgewebe im Bereich der
Glutden-Muskulatur aus der Gegend des Schweifansatzes herangezogen (Colleoni
et al. 2009, Roggel 2013). Am Pferd wurde die Kultivierung von Mesenchymalen
Stammzellen nach Isolation bereits erfolgreich durchgefihrt (Arnhold et al. 2007). Die
Anwendung von Stammzellen kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Die
Stammzellen kénnen entweder direkt am Anwendertier gewonnen und unmittelbar in
den zu therapierenden Defekt injiziert werden (Herthel et al. 2001). Eine weitere
Mdglichkeit bildet die in vitro Vermehrung der enthommenen Stammzellen des
Individuums vor Injektion. Nachteil dabei ist jedoch der Verzégerungsfaktor des
Therapiebeginns um 2-6 Wochen (Fortier u. Travis 2011). Eine in vitro Anzichtung
der Zellen Uber 14-16 Tage zeigt eine Vervielfachung der Zellen um den Faktor 2-20
(Smith et al. 2003). Als weitere therapeutische Anwendung der MSC bleibt die
allogene Zelltransplantation. Dabei werden die Zellen von einem Fremdtier gleicher
Spezies gewonnen und kulturell expandiert. Durch Kryokonservierung haltbar
gemacht kdnnen diese Zellen nun bei Bedarf aufgetaut und injiziert werden (Arnhold
at al. 2007, Colleoni et al. 2009, Del Bue et al. 2008). Die Konservierung der Zellen

39



kann bis zu 6 Monate vollzogen werden. Nach dem Auftauen der Zellen liel3 sich der
Erhalt der Proliferations-, und Differenzierungsfahigkeit der Stammzellen weiterhin
nachweisen (Arnhnold et al. 2007). Auch Goletz (2009) untersuchte 1,5 Jahre alte
kryokonservierte equine MSC. Nach dieser Zeit Uberlebten 88,68% der Zellen und
zeigten  keinerlei  Abweichungen in  ihrer  Morphologie und ihrem
Proliferationsverhalten. Die lokale Injektion allogener MSC ruft beim Pferd keine
erkennbare zelluldre Immunantwort und keine Anzeichen von Entziindung auf
histologischer Ebenen betrachtet hervor. Dies zeigten Untersuchungen der mit
allogenen und autologen MSC therapierten OBS im direkten Vergleich durch Guest
et al. (2008).

Der optimale Zeitpunkt der Implantation der MSC im Verlauf der Therapie und die
Menge an injizierten Zellen sind noch nicht hinreichend wissenschaftlich untersucht
(Dahlgren 2009, Koch et al. 2009). In der Literatur werden Dosen zwischen
mindestens 1x10° (Pacini et al. 2007), 6x10° (Brehm 2008), 1x10” (Burk et al. 2011,
Taylor et al. 2007) und 5x10’ (Richardson et al. 2007) beschrieben. Als optimaler
Zeitpunkt wird ein Zeitfenster von 2 Wochen nach Abklingen der akuten
Entzindungsphase ca. 1 Woche nach dem Trauma bis ca. 3 Wochen nach
Erkrankung beschrieben. Andere Autoren siedeln das Therapiefenster deutlich
spater an im Zeitraum von einem bis zu drei Monate nach Erkrankung. Ein gut
entwickeltes Granulationsgewebe optimiert das Uberleben der implantierten Zellen
(Smith und Webbon 2005). Nach Einsetzten der Bildung von unelastischem

Narbengewebe erscheint eine Behandlung weniger sinnvoll (Fortier u. Smith 2008).

Erste Untersuchungen der Anwendung von Stammzellen im Verlauf von
Sehnenheilung wurden am Kaninchen durchgefihrt. Awad et al. (1999) verwendete
autologe kultivierte MSC um die Heilung von Schnittinzisionen an der Patellarsehne
zu untersuchen. Als Placebo wurde zellfreies Kollagengel verwendet. Nach 4
Wochen ergab sich bei den mit Stammzellen therapierten Sehnen eine signifikant
héhere biomechanische Festigkeit in Bezug auf Dehnungsenergie und Zerreil3kraft.
Auf histologischer Ebene lieRen sich jedoch keine Unterschiede der beiden
Behandlungen feststellen. Young et al. (1998) injizierte MSC in einen 1cm langen
Defekt der Achillessehne von Kaninchen. Seine Untersuchungen nach 12 Wochen

ergaben die Regeneration eines Sehnen-ahnlichen Gewebes.
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Die erste umfangreiche Studie zur Therapie des Fesseltrdgers mit MSC wurde von
Herthel et al. (2001) durchgefiihrt. Dabei wurden 100 Pferden mit diagnostiziertem
Fesseltrager-Schaden (akut oder chronisch) 6ml Knochenmarkaspirat aus dem
Sternum entnommen und direkt in die Lasion des M. interossues medius injiziert. Die
Kontrolluntersuchungen in den drauffolgenden Monaten beinhalteten eine klinische
und eine sonographische Untersuchung. Nach 6 Monaten waren 84 Pferde wieder
voll in sportlichem Einsatz. Das Ergebnis flhrte zu der Schlussfolgerung der Autoren
dass mit Hilfe der vollzogenen Therapie eine bessere Heilung erzielt wurde und eine
geringere Rezidivrate als bei anderen Therapien erzielt werden konnte. Insgesamt
waren 91% der Pferde wieder auf vorangegangenem Leistungslevel einsetzbar. Die
Vergleichsgruppe dieser Studie stellte eine Population von 66 erkrankten Pferden dar
welche nicht mit MSC therapiert wurde. Von ihnen waren 84,8% nach einem Jahr
noch nicht lahmfrei oder erlitten ein Rezidiv.

Eine ahnliche Studie wurde von Rosenbrock et al. (2004) durchgefiihrt. Dabei wurde
24 Pferden mit einer bestehenden Fesseltrdgererkrankung natives, autologes
Knochenmark intraldsional injiziert. Nach 6 Monaten waren 75% der Pferde wieder in
vollem Training, ein Pferd zeigte nach 6 Monaten ein Rezidiv, zwei Pferde zeigten
eine unveranderte Lahmheit.

Smith et al. (2003) verwendete erstmals kultivierte autologe Stammzellen, gewonnen
aus dem Knochenmark. Ein 11-jahriges Polo-Pony wurde 5 Wochen nach einer
spontanen Verletzung der OBS intraldsional therapiert. Nach einer 4-wdchigen
Kultivierung wurde eine Menge von 2x10° Zellen injiziert. Es zeigte sich keine
unerwiinschten Nebenwirkungen 10 Tage oder auch 6 Wochen nach Injektion.

Die meisten Studien zur regenerativen Therapie beim Pferd befassen sich mit der
Heilung der oberflachlichen Beugesehne (OBS). Corvace et al. (2007) schuf in seiner
Studien Kollagenase-induzierte Core-Lasionen in der OBS. Es wurden insgesamt 6
Hengste gleicher Rasse und gleichen Alters ohne Vorerkrankungen der Sehne
verwendet. Ihnen wurde an je 3 GliedmalRen ein Sehnenschaden gesetzt und
gleichzeitig Knochenmark am Tuber coxae entnommen. Nach 3-wéchiger
Kultivierung der Stammzellen wurden die Defekte randomisiert mit den kultivierten
Stammzellen (cMSCs), mononuklearen Zellen aus dem Knochenmark (BMMNCs),
Fibrin Kleber oder isotonischer Kochsalzlésung intrealasional behandelt. Die
BMMNCs wurden am Tag der Injektion aus dem Knochenmark (Tuber coxae)

gewonnen und durch Zentrifugation isoliert und konzentriert. Die verwendeten
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Zellmengen und Injektionsvolumina betrugen: cMSCs: 5,5x10°, in 4,2 + 2,3ml
Fibrinkleber, BMMNCs: 122,3 + 23,1 x 10%in 2,0 + 0,5ml Fibrinkleber.

Die wochentlichen sonographischen Untersuchungen zeigten bis zur 6. Woche
keinen Unterschied zwischen den Therapiegruppen. Ab der 16. Woche bis hin zur
21. Woche zeigte sich jedoch ein deutlicher Unterschied zwischen den
zelltherapierten Gliedmalken und den Placebogruppen (Fibrinkleber oder
Kochsalzlésung). In der post mortalen histologischen und immunhistochemischen
Untersuchung zeigten sich ahnliche Ergebnisse. Der Gehalt an Kollagen Typ I,
COMP und CD34+ (stammzellspezifischer Oberflachenmarker) war deutlich vermehrt
in den beiden regenerativen Therapiegruppen. Die reparierte Sehne wies bezlglich
der Fibrillenkonstruktion und Fibrillenanordnung und der Kollagen Typ I/ Typ Il —
Verteilungsrate keine Unterschied gegeniber intaktem Sehnengewebe auf. Bei den
Placebogruppen zeigte sich ein dominanter Gehalt an Typ Il Kollagen und die
Fibrillenanordnung war nicht parallel (Corvace et al. 2007).

Eine ahnliche Studie wurde von de Mattos Carvalho et al. (2011) durchgefihrt.
Grundlage der Untersuchung war ebenfalls ein Kollagenase-induzierter
Sehnenschaden der OBS beider Vordergliedmalien junger Stuten. Eine Gliedmalie
wurde 30 Tage nach Setzen der Lasion mit aus Fettgewebe gewonnenen allogenen
kultivierten Stammzellen therapiert. Die sonographischen und klinischen
Verlaufsuntersuchungen zeigten keinen Unterschied zwischen den beiden
Gliedmalen. Zur weiteren Untersuchung wurde 60 und 150 Tage nach Setzten des
Schadens eine Biopsie des betroffenen Sehnenabschnittes entnommen und
histologisch und immunhistochemisch ausgewertet. Die Ergebnisse zeigten bei den
stammzelltherapierten Sehnen signifikant bessere Fibrillenorganisation, verringerte
Entzindungszellinfiltration, erhéhte Neovaskularistaion, sowie einen erhéhten Anteil
an Kollagen Typ | im Vergleich zur Kontrollgruppe.

Ein weiteres Modell der kinstlich erzeugten Sehnenschéden ist die chirurgisch
gesetzte Lasion. Roggel (2013) beschreibt in seiner Arbeit die Anwendung von
mesenchymalen Stromazellen aus Fettgewebe (AT-MSC) als Therapie chirurgisch
gesetzter Sehnenldsionen. Die Injektion der AT-MSC erfolgte 2 Wochen nach
Erzeugung der Lasion. Die Verlaufsuntersuchung der Heilung wurde mit Hilfe der
UTC-Technik (ultrasonographic tissue characterisation) und B-Mode Sonographie
durchgefiihrt. Nach 24 Wochen wurden die Pferde euthanasiert, und die erkrankten

Sehnenregionen wurden histologisch untersucht. Als Placebo diente das alleinige
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Medium der Stammzellen, sterilisiertes autologes Serum. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigen dass AT-MSC im Vergleich zu verwendeten Kontrolle weder zu einer
verbesserten Qualitat des gebildeten Ersatzgewebes noch zu einem beschleunigten
Heilungsverlaufs fihrte (Roggel 2013).

Erste Studien zur allogenen Transplantation von AT-MSC flhrte Del Blue et al.
(2008) durch. Den insgesamt 16 Versuchspferden wurden aus Fettgewebe fremder
Pferde isolierte und im Labor kultivierte MSC in Kombination mit autologem PRP
intralasional injiziert. 14 der 16 Pferde kehrten nach der Behandlung zu ihrer
urspringlichen Leistung zurtick, und kein Pferd zeigte Komplikationen nach der

Injektion.

5.2 Platelet rich Plasma (PRP)

Platelet rich Plasma bezeichnet ein Ultrakonzentrat von Thrombozyten. Die
Herstellung von PRP erfolgt durch spezielle Zentrifugation von venésem Blut nach
Zugabe von Gerinnungshemmer. Verschiedene Hersteller bieten passende Sets fiir
dieses Verfahren an (Zachos u. Bretone 2005, Pelletier et al. 2012).

Erste veréffentlichte Verwendungen von abzentrifugiertem Eigenblut findet man in
der Zahnmedizin in Form von der Fullung von Zysten. Whitman et al. (1997)
beschrieb erstmals die Herstellung von PRP. Er verfolgte damit das Ziel einer
beschleunigten knéchernen Regeneration in der Mund-, Kiefer-, und
Gesichtschirurgie. Es wurde bereits auf einen positiven Effekt von PRP hingewiesen
und dieser von den Autoren den in PRP enthaltenen Wachstumsfaktoren und Fibrin
zugeschrieben (Whitman et al. 1997).

Der therapeutische Einsatz von PRP beruht in erster Linie auf dem hohen Gehalt an
Wachstumsfaktoren der Thrombozyten und ihrer in vitro bewiesenen Wirksamkeit
(Chang, et al. 1997, Haupt et al. 2006, lonita 2010, Schnabel et al. 2007). Bekannte
Vertreter sind: Platelet-derived growth factor (PDGF), transforming growth factor beta
1 (TGF B4), transforming growth factor beta 2 (TGF ), insulin like growth factor
(IGF), epidermal growth factor (EGF), epithelial cell growth factor (ECGF),
hepatocytic growth factor (HGF), vascular endothelial growth factor (Waselau et al.
2008) und fibroblast growth factor (FGF) (Pelletier et al. 2013). Nach Aktivierung der
Thrombozyten setzten diese anabole Wachstumsfaktoren aus ihren a-Granula frei.

Dieser Mechanismus induziert eine positive Wirkung auf die Proliferation und
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Migration von Tenozyten, stimuliert die Angiogenese und erhéht die Gen Expression
von Kollagen und anderen Sehnenmatrix Komponenten (Bosch et al. 2010b,
Dahlgren et al. 2001, lonita 2010, Molloy et al. 2003, Murphy u. Dixon 1997). Eine
antibakterielle Wirkung gegen Staphylococcus aureus und E.coli sowie eine
analgetische Eigenschaft konnte ebenfalls beobachtet werden (lonita 2010).

In vitro Versuche belegten friihzeitig einen positiven Effekt von PRP auf die Aktivitat
von Fibroblasten gewonnen aus Pferdesehnen (Haupt et al. 2006, Murphy u. Dixon
1997, Schnabel et al. 2007). Smith et al. (2006) und Schnabel et al. (2007) isolierten
und kulitvierten Fibroblasten aus dem Fesseltrdger des Pferdes. Die Kultivierung
erfolgte dabei durch Zugabe verschiedener Wachstum férdernder Agenzien. Smith et
al. (2006) untersuchte den Effekt von ABM, PRP, equinem Serum (ES), foetalem
bovinem Serum (FBS) und dem Kulturmedium allein auf das Wachstum der
Fibroblasten. Die Untersuchungen zeigten einen signifikant héheren Effekt aller
Zugaben auf die Stoffwechselaktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe. Besonders
Uberragend zeichnete sich jedoch ABM ab. ES und FBS unterlagen wiederum den
Messergebnissen von PRP.

Schnabel et al. (2008) verglich den Effekt von PRP, PPP, Blut, Plasma und ABM in
unterschiedlicher Konzentration als Zugabe des Kulturmediums von Fibroblasten.
Die Stoffwechselaktivitdt der Einzelnen Proben wurde ermittelt durch die
Bestimmung des Kollagengehalts (Typ | und Ill), des COMP-, und Decorin-Gehalts
und der DNA- und Proteingehaltsmessung. Als Ergebnis dieser Studie zeigte sich
ABM (100% Konzentration) insgesamt den anderen Substanzen Uberlegen. Wobei
die PRP-Reihe den héchsten Kollagen-Gehalt aufwies.

Bosch et al. (2010a, 2010b, 2011) untersuchte bei 6 Pferden die Heilung von
chirurgischen Inzisionen der OBS unter Zugabe von PRP und einem Placebo
(Kochsalzlésung). Die Lasionen wurden 7 Tage nach Setzten des Sehnenschadens
behandelt. Die Evaluierung erfolgte mit der UTC-Technik. Die Ergebnisse wurden
auch mit den Daten gesunder Sehnen verglichen. Bereits in den ersten 8 Tagen
nach Injektion zeigte sich in der PRP Gruppe ein geringerer Anteil an ,N type pixels®.
Diese Messen nicht strukturelle Komponenten wie Zellen und Flissigkeiten. Die
Autoren schlieBen aus diesen Beobachtungen eine direkte antiinflammatorische
Wirkung des PRP. Strukturkorrellierte Messwerte zeigten einen deutlichen
Unterschied zwischen den beiden Gruppen in Bezug auf die Anordnung der Fibrillen.

Die Strukturneubildung (Fibrillogenese) war in den ersten 8 Wochen nach Injektion in
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der PRP Gruppesignifikant héher. Uber 80% der Fibrillen zeigte bei der PRP Gruppe
nach 24 Wochen eine Ilineare Anordnung entsprechend der gesunden
Sehnengewebes. In der Kontrollgruppe waren es nur 60%. Bei der histologischen
Untersuchung zeigten sich ahnliche Beobachtungen.

Auf gleiche Weise wurde in einer vorangegangenen Studie die Heilung der OBS
nach biomechanischen, biochemischen und histologischen Kriterien vorgegangen.
Die PRP behandelten Sehnen zeigten einen deutlich héheren Kollagen-,
Glykosaminoglykan-, und DNA-Gehalt als die der Placebo Gruppe. Die PRP Gruppe
schnitt auch bei der biomechanischen ZerreiRprobe und im elastischen Modell
besser ab. Histologisch zeigte sich ahnlich der UTC-Ergebnisse der Nachfolgestudie
ein besser organisiertes Kollagengewebe in Bezug auf die Fibrillenldngsorientierung
(Bosch et al. 2010a, b).
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6. Untersuchung und Diagnosestellung

von Fesseltragererkrankungen

6.1  Klinische Untersuchung

Am Anfang jeder klinischen Untersuchung steht das ausfihrliche Gesprach mit dem
Besitzer oder Betreuer des Pferdes. Die Anamnese ergibt wichtige Information Gber
die gesundheitliche Vorgeschichte des Pferdes, den =zeitlichen Verlauf der
Erkrankung und eventuellen Traumata oder Verénderungen. Die Nutzung und der
Trainingsstand des Pferdes spielen bei orthopadischen Erkrankungen immer eine
wichtige Rolle.

Dem Anamnesegesprach folgt dann die klinische Untersuchung in Ruhe. Das Pferd
wird ausfihrlich adspektorisch begutachtet. Besondere Aufmerksamkeit wird hierbei
pradisponierenden Faktoren, wie z.B. Gliedmalenfehlstellungen, dem Zustand der
Hufe und des Beschlags, gewidmet.

Die Betrachtung des Pferdes in der Bewegung erfolgt zunachst im Schritt auf der
Geraden und in der Wendung. Je nach Schweregrad der Lahmheit erfolgt dann die
Untersuchung im Trab auf der Geraden und in der Wendung. Die Untersuchung
sollte stets auf weichem und hartem Boden erfolgen. Bei undeutlichen Lahmheiten
kénnen Galopp-Trab Ubergénge oder eine léngere Belastung die Lahmheit
verstarken. Bei bisher nur unter dem Reiter aufgefallenen Taktunreinheiten sollte
man sich das Pferd bei der Lahmheitsuntersuchung zusatzlich unter dem Reiter
vorstellen lassen. Im Anschluss an die Bewegung wird nun die erkrankte Gliedmale
systematisch palpatorisch untersucht. Die Palpation des M. interosseus medius
erfolgt am stehenden Pferd und an angehobener Gliedmale (Stashak 1989). Die
Lahmheit verschlimmert sich meist nach der tiefen Palpation oder der Beugung der
betroffenen Gliedmale. Auch ein langeres Aufheben der kontralateralen Gliedmalie
kann die Lahmheit verstarken (Mc llwraith 1989).

Bei undeutlichen klinischen Befunden kann die Lokalisation der Lahmheitsursache

durch diagnostische Anasthesien verifiziert werden. Eine positive hohe

Vierpunktanasthesie spricht fir eine Erkrankung im Bereich des Metacarpus bzw.
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Metatarsus. Dabei werden die Nn. palmares und die Nn. metacarpi palmares bzw. an
der Hinterhand die Nn. plantares und die Nn. metatarsi palmares anasthesiert. Die
Injektion wird unterhalb des Tarsus bzw. Karpus in der Rinne zwischen dem M.
interosseus medius und der tiefen Beugesehne durchgefiihrt. Bei einer negativen
Anésthesie bleibt die Moglichkeit der Erkrankung des Fesseltragerursprungs
bestehen. Dieser wird durch Aste des N. metacarpi palmaris lateralis innerviert.
Dieser Nerv geht auf H6he des mittleren Karpalgelenks aus dem Ramus palmaris
des N. ulnaris hervor. Somit wird er mit der hohen Vierpunktandsthesie nicht wirksam
anasthesiert. Die  Fesseltragerursprungs-Anasthesie  erfolgt als  lokale
Infiltrationsanédsthesie von medial und lateral durch Vorschieben der Kandile in den
Ursprung des M. interosseus medius.

Alternativ kann eine Anasthesie des N. palmaris lateralis auf Ho6he des
VorderfuBwurzel-Mittelgelenks, oder eine Anasthesie des N. ulnaris durchfihrt
werden (Stashak 1989).

6.2 Ultrasonographische Untersuchung

Die ultrasonographische Untersuchung eignet sich sehr gut zur Festigung der
Diagnose des Fesseltragerschadens. Weiter gibt sie Erkenntnis Gber die Lokalisation
und das Ausmalf bzw. den Schweregrad der Erkrankung.

Man benétigt zur sonographischen Untersuchung des Sehnenbandapparates des
Pferdes einen Linear- oder Sektorschallkopf mit einer Leistung von idealerweise
7,5MHz (Genovese et al. 1987, Rantanen 1993, Rapp 1997, Schneider 2006).

Die Ultraschalluntersuchung der betroffenen Struktur wird an der stehenden
Gliedmale durchgefuhrt. Die Untersuchung sollte stets den kompletten Fesseltrager
umfassen, um das Ausmall des Schadens zu dokumentieren (Rapp 1997). Es wird
systematisch vorgegangen und der gesamte Fesseltrager sonographisch untersucht.
Die Untersuchung erfolgt in zwei Ebenen: longitudinal und transversal. Dies ist
notwendig, da die Untersuchung im B-Mode Schnittbilder in 2-dimensionaler
Darstellung préasentiert. Insgesamt werden die gleichmalige Echogenitat, die
Abgrenzbarkeit der Strukturen und im longitudinalen Echogramm die parallele
Ausrichtung der Sehnenfasern beurteilt.

Bei dem Vorliegen einer akuten Desmitis des Fesseltragers sind hypoechogene bzw.

anechogene Bereiche darstellbar. Dabei lassen sich Flussigkeitsansammlungen in
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Form von Odemen und Hamatomen verifizieren. Im erkrankten Bereich fehlt die
parallele Ausrichtung der Kollagenfasern durch Faserzerreilungen oder
Auseinanderweichen (Schneider 2006). Auch eine Umfangsvermehrung des
erkrankten Gewebes kann durch eine ultrasonographische Untersuchung dargestellt
und bemessen werden.

Chronische Veranderungen des Sehnengewebes gehen hingegen mit einer
Verdichtung des Gewebes, in Form einer Fibrose oder Vernarbung und damit einer
Erhéhung der Echogenitat einher (Hauser et al. 1984).

Besonders der Fesseltrdger ist aufgrund seines variablen Anteils an Muskelfasern
und Fettgewebe oft schwer zu beurteilen (Lischer et al. 2006). Die hypoechoischen
Areale, bedingt durch Muskelfasern und Fettgewebe, dirfen nicht mit echten
Lasionen verwechselt werden (Rijkenhuizen et al. 2007). Eine vergleichende
Untersuchung der kontralateralen Gliedmale kann hierbei hilfreich sein (Rapp 1997).
Narbengewebe zeigt sich im Ultraschall als hyperechogener Bereiche. Kommt es zu
Kalzifizierungen im Sehnengewebe, stellen sich diese stark reflektierenden
Substanzen als weil’er Punkt mit dahinterliegendem Schallschatten dar, dhnlich dem
Bilde einer Knochengrenze wie im Falle der Gleichbeine. Auch die Kontur des
knéchernen Kortex des Roéhrbeins sollte wahrend der Untersuchung mit beurteilt
werden (Lischer et al. 2006). Um die pathologischen Befunde der Untersuchung
mdglichst ihrer genauen Lokalisation zuzuordnen, teilten Rantanen (1986) und
Genovese et al. (1986) erstmals den Metakarpus in verschiedene Zonen ein. Dabei
teilt sich die Strecke zwischen dem unteren Rand des Os carpi accessorium bis
weiter distal zum Fesselgelenk reichend in 6 gleiche Zonen ein (1A, 2A, 1B, 2B, 3A,
3B). An der Hintergliedmalie wird der Metatarsus in 4 gleiche Zonen eingeteilt (1A,
2A, 1B, 2B). Alternativ kann nach der Methode von Pugh (1993) vorgegangen
werden. Dabei handelt es sich um eine Einteilung in Zentimeter von proximal nach
distal.

Auch die Echogenitat sollte mdglichst prazise definiert werden, um das Ausmalfl
einer Lasion zu beurteilen. Die Qualitdt der Echogenitdt kann anhand von Schemata
eingeteilt werden. Ein Beispiel dafur ist das Einteilungsschema von Genovese et al.
(1986) und McCellan (1986). Normale Echogenitat wird dabei mit 0% Ausmal} der
Lasion (=Typ 0) tber 4 Zwischenstufen (1-25%, 26-50%, 51-75%, 76-99%) bis hin zu
100% Ausmald (Typ V), entsprechend einer kompletten Ruptur, eingeteilt.
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Die Bildinterpretation von Ultraschallbildern ist von vielen Faktoren abhé&ngig. Es
kommt immer wieder zu Artefakten, derer sich der Untersucher stets bewusst sein
muss, um gegebenenfalls Fehlinterpretationen zu vermeiden (Stadtbdumer 1988).
Eine optimale Vorbereitung des Patienten und die richtige Einstellung des Geréates
sind Voraussetzung. Die Untersuchung selbst und damit die Fuhrung des
Schallkopfes sind von dem Koénnen und der Erfahrung des Durchfihrenden
abhédngig. So kann z.B. das schrage Auftreffen der Schallwellen auf die Sehne zu
einer schlechteren Bildqualitdt und damit zu einer Fehlinterpretation fihren (Dik u.
van den Belt 1991). Die anatomische Lage groRer GefédlBe muss immer
berlicksichtigt werden.

Die sonographische Untersuchung erfordert Zeit und Geduld. Erst wenn eine
pathologische Veranderung in den verschiedenen Darstellungen (mindestens 2
Ebenen) an derselben Stelle wiederzufinden ist, handelt es sich nicht um einen
Artefakt (Stadtb&dumer 1988).

Als Weiterentwicklung der konventionellen B-Mode Sonographie gibt es seit einigen
Jahren die Mdéglichkeit der quantitativen Analyse der Sehnenintegritat mit Hilfe der
UTC-Untersuchung (ultrasonographic tissue characterisation). Dabei wird die B-
Mode Ultraschallsonde in einer elektrisch betriebenen Flhrungsschiene parallel am
Bein entlang bewegt. Die Querschnittsbilder werden mit Hilfe einer speziellen
Software zu einem dreidimensionalen Block zusammengesetzt. Das Programm
errechnet dabei die Stabilitdt des Grauwerts jedes Pixels im Verlauf Uber mehrere
sukzessive Querschnittbilder hinweg (Van Schie et al. 2010, Roggel 2013). Vorteile
dieser Technik sind die Unabhangigkeit von Einflissen des Untersuchers und die

Gewinnung longitudinaler Informationen (Roggel 2013).

6.3 Radiologische Untersuchung

Die Diagnose mit Hilfe von Réntgenaufnahmen wird vorwiegend im Zusammenhang
mit Erkrankungen der knéchernen Ursprungs- und Ansatzregionen herangezogen.
Sesamoidosen, Avulsionsfrakturen und vermehrte Sklerosierung lassen sich gut
darstellen (Rijkenhuizen et al. 2007). Auch die Erkrankung der den Fesseltrdger
umgebenden kndchernen Strukturen kann mit Hilfe von Réntgenbildern verifiziert
werden. Haufige Erkrankungen sind in diesem Fall Frakturen der Griffelbeine oder

auch traumatisch bedingte proliferative Periostitiden oder Frakturen im Bereich des
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Roéhrbeins (Dyson et al. 1995). Bei chronischen Erkrankungen des Fesseltragers
kann eine Kalzifikation des reparierten Sehnengewebes réntgenologisch dargestellt

werden.

6.4 MRT

Die Untersuchung mit Hilfe der Magnetresonanztomographie stellt im Bereich der
Weichteilerkrankungen wie der des Fesseltrdgers den Goldstandard dar. Im
Vergleich zur Untersuchung mit Hilfe des Ultraschalls lassen sich dadurch die
genannten Artefakte und Mdéglichkeiten der Fehlinterpretation des Gewebes auf ein
sehr geringes Mal} reduzieren. Auch die limitierenden anatomischen Gegebenheiten,
wie der mediale und laterale Rand des Fesseltrdgerursprungs, eingebettet in die
Griffelbeine, nehmen keinen Einfluss auf die Darstellbarkeit der Sehne. Die
Erkennung von erkranktem Gewebe ist somit praziser. So kénnen z.B. mit Hilfe des
MRT Sehnenbereiche mit deutlich abnormer Signalstarke diagnostiziert werden,
obwohl sie bei der sonographischen Untersuchung keinerlei pathologische Befunde
aufwiesen, bzw. sonographische Befunde vorwiesen, welche nicht krankheitsrelevant
waren (Bischofberger et al. 2006, Dyson 2003).

6.5 Biopsie

Erste Erfahrungen mit der Entnahme und Auswertung von Biopsien aus
Sehnengewebe stammen aus der Humanmedizin. Movin et al. (1997) untersuchten
an der Achillessehne des Menschen die Mdglichkeiten der Anwendung der
Feinnadelbiopsie. Dabei wurde mit einer Biopsienadel (Durchmesser: 1,2mm) in
einem Einstichwinkel von 25-40° je 10-17mm lange Gewebestiicke gewonnen. Von
insgesamt 104 Gewebeproben konnten 99 lichtmikroskopisch ausgewertet werden.

Bei Pferden wurde erstmals von Webbon (1986) die Entnahme von ca. 1x1cm
grollen Gewebeblécken nach einem Hautschnitt aus der OBS und der lateralen
Strecksehne bei Ponys durchgefiihrt. Der Eingriff verlief in Vollnarkose. Diese
Methode wird allerdings nicht als Routinediagnostik von Tendopathien empfohlen, da

der Strukturverlust zu Funktionsverlusten und Lahmheiten fihrte.
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Von Becker et al. (2001) wurde eine neuartige, weniger invasive Methode etabliert.
Die von 24 Warmblutfohlen, ebenfalls unter Allgemeinanasthesie, entnommenen
Gewebeproben waren ca. 1cm lang und max. 0,1cm dick. Die Biopsien wurden nur in
den Randbereichen der Sehnen durchgefihrt, da die Autoren einen Eingriff in das
Zentrum der Sehne flr zu invasiv hielten. Die Biopsien wurden, ebenso wie die
Sehnen selbst, nach Euthanasie der Fohlen histologisch und ultrastrukturell
untersucht.
Wagels (2000) stellte erstmals die schonende Methode der Feinnadelbiopsie am
Pferd dar. Die gewonnenen Sehnenfragmente aus der OBS und TBS des Pferdes
besallen einen Durchmesser von 0,9mm. Die Entnahme erfolgte am stehenden
Pferd. Die Pferde wurden fur den Eingriff teilweise sediert. Pferde, die mehrmals
bioptiert wurden, waren nur bei der ersten Entnahme sediert. Diese Pferde zeigten
die gleiche Reaktion wahrend der Durchfiihrung der Biopsie, mit oder ohne Sedation.
Nach dem Eingriff wurden die Pferde klinisch und sonographisch untersucht. In 6 von
22 Faéllen kam es zu sonographisch darstellbaren Reaktionen der Unterhaut,
mehrfach kam es zu lokalen Blutungen. Nach 14 Tagen lieRen sich diese
Veranderungen nicht mehr nachweisen. Zu keinem Zeitpunkt liel3 sich die Stelle der
Gewebeentnahme sonographisch darstellen.
Als wichtige Anhaltspunkte der Durchfiihrung von Feinnadelbiopsien wurden von
Wagels (2000) folgende Kriterien festgehalten:
* Der Einsatz eines geeigneten Bioptatentnahmegerates
* Eine chirurgische Vorbereitung der Entnahmestelle, steriles Arbeiten und das
Anlegen eines Schutzverbandes mit lokaler antiseptischer Salbe nach
Entnahme der Biopsie
* Den Einstich durch die gestraffte Haut, in einem Einstichwinkel von 45-69° um
ein senkrechtes Anschneiden der Kollagenfasern zu vermeiden

* Ein sofortiges Verbringen des Bioptats in ein entsprechendes Fixiermedium

Eine histologische Untersuchung der Auswirkungen von Feinnadelbiopsien erfolgte
durch Rihmann (1999). Bereits 4 Wochen nach der Entnahme zeigte sich ein
gefalreiches Granulationsgewebe im gesamten Stichkanal. Nach 10 Monaten war
der Bereich noch fein darstellbar, konnte aber nicht in allen Féllen nachgewiesen
werden. Diese Technik wird als geeignet betrachtet um am lebenden Tier die

Bewertung von Sehnengewebe durchzuflihren (Rihmann 1999).
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Buck (2003) wandte die Methode der Feinnadelbiopsie zur
rastereletronenmikroskopischen Untersuchung des Sehnengewebes an
Beugesehnen des Pferdes an. Dabei wurde ein automatisches Biopsiesystem mit
Federmechanismus der enthaltenen Biopsienadel (,Manan Pro-Mag 2.2, Fa. Manan,
USA) eingesetzt. Die festgelegte Eindringtiefe der Hohlnadel betrdgt 22mm, der
Aulendurchmesser 0,9mm (20G) und die Halbprofil-Aussparung 16mm. Die
Nadelspitze der Biopsienadel wurde an der erkrankten Sehne an aufgehobener
Gliedmale in einem Winkel von 40° in proximaler Richtung aufgesetzt und nach
Ankindigung ausgeldst. Die entstehenden La&sionen haben nach bisherigen
Erkenntnissen keinen Einfluss auf die Zugfestigkeit der Sehne (Buck 2003). Die
Zuganglichkeit der Durchfiihrung der Feinnadelbiopsie am M. interosseus medius

wurde in dieser Studie erstmals als gut beschrieben.

6.6 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die ultrastrukturelle Untersuchung von Sehnengewebe mit Hilfe des
Transmissionselektronenmikroskop (TEM) ist eine etablierte und weit verbreitete
Methode. Meist wird dabei anhand eines transversalen Schnittbildes die Morphologie
der Kollagenfibrillen untersucht (Kadler et al. 1996). Ziel vieler Studien ist es einen
Zusammenhang zwischen dem Erscheinungsbild der Kollagenfibrillen und anderen
Faktoren wie der mechanische Stabilitdt, dem Proteoglykangehalt, einem

vorhandenen Gen-Defekt oder einer Erkrankung des Gewebes, zu erkennen.

Die ultrastrukturelle Untersuchung der Kollagenfibrillen wurde in der Humanmedizin
z.B. im Zuge der Erforschung der akromesomelen Dysplasie von Typ Hunter-
Thompson angewandt (Mikic et al. 2001). Diese selten autosomal rezessiv vererbte
Entitat duert sich in erster Linie in einer Kleinwlchsigkeit der Gliedmalie und einer
Dysplasie der gro3en Gelenke. Der verantwortliche Gen-Defekt lasst sich auch bei
Mausen finden. Die betroffenen Ma&use zeigen eine identische, jedoch etwas
geringere phenotypische Auspragung. Ziel der Studie war es herauszufinden, ob sich
bei den kranken Mausen Unterschiede im ultrastrukturellen Aufbau der
Kollagenfibrillen im Sehnengewebe der Achillessehne im Vergleich zu Sehnen
gesunder Referenztiere finden lassen. Es wurde sowohl die mechanische

Zugfestigkeit als auch die Ultrastruktur ermittelt. Bei 80 000facher VergréRerung
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wurden unter dem Eletronenmikroskop (TEM) jeweils 10 Bilder pro Achillessehne
angefertigt und nach Einscannen der Fotos mit der Software ImagePro Plus (Media
Cybernetics, L.P.) ausgewertet. Es wurden der Fibrillendurchmesser (bemessen an
kleinster Stelle, um oval angeschnittene Fibrillen nicht fehlzuinterpretieren), die
Fibrillenfraktion (entspricht der prozentualen Fldche des Querschnitts, welche mit
Kollagenfasern bedeckt ist, im Vergleich zur Gesamtflache) und die Fibrillenanzahl
pro Flacheneinheit (Fibrillendichte) ermittelt. Auf ultrastruktureller Ebene zeigten sich
einzig Unterschiede in den Durchmessern der einzelnen Fibrillen. Die erkrankten
Sehnen zeigten eine Tendenz zu einem grél3eren Anteil diinner Fibrillen (30-104nm
Durchmesser), die gesunden Sehnen hingegen mehr einen Tendenz zu dickeren
Fibrillen (Durchmesser: 250-28nm). Die mechanischen Eigenschaften der Sehnen
von erkrankten Mausen unterschieden sich signifikant von denen gesunder Mause.
Die Autoren kamen 2zu der Folgerung, dass neben den anatomischen
Fehlentwicklungen die geringere Festigkeit der Sehnen und Bander ein Ausldser flr
die Dislokation der Gelenke sein kdnnte (Mikic et al. 2001).

Die Morphologie von Kollagenfibrillen wurde auch von Rigozzi et al. (2010)
untersucht. In dieser Studie wurden die Achillessehnen von zwei verschiedenen
Mauserassen untersucht. Die beiden Rassen wiesen einen unterschiedlichen
Phanotyp ihres knéchernen Skeletts auf. Dies zeigt sich in Form von
unterschiedlicher Knochendichte und unterschiedlichen Knochendurchmessern, bei
identischer Kérpergréfde und Gewicht. Dabei besal® die C3H-Rasse den Phanotyp
der hdheren Knochenmasse und die B6-Rasse den Phanotyp geringeren
Knochenmasse. Die Achillessehnen der adulten euthanasierten M&use wurden mit
dem TEM untersucht bei einer 40 000 fachen Vergréf3erung. Dabei wurden die Bilder
mit dem Programm ,The MathWorks, Version 7.4 ausgewertet. Durch Erkennung
der einzelnen Fibrillenquerschnitte wurde weiter folgende Werte errechnet: Radius
der einzelnen Fibrillen (kleinster Radius bei oval angeschnittenen Fibrillen),
Fibrillenumfang und die Fibrillenoberflache im Querschnitt. Zum ersten Mal wurden
zudem noch Werte ermittelt um den Kontakt der Fibrillen untereinander besser
darstellen zu kénnen. Hierfir wurden die interfibrilldre Distanzen (kleinster Abstand
zwischen benachbarten Fibrillen) und die Fibrillenkontaktflaichen (BerUhrungsflache
von aneinanderliegenden Fibrillen) ermittelt.

Neben den elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden noch der GAG-

Gehalt und die mechanische ZerreilRkraft der Sehnen ermittelt.
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Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass die Kollagenfibrillen der C3H M&ause eine
héheren durchschnittlichen Radius besitzen als jene der B6 Mause. Ebenfalls weisen
diese Mause eine geringere Fibrillenoberflaiche und einen niedrigeren Gehalt an
GAG auf. Mit dieser Konstruktion erreichten sie eine héhere Elastizitdtsgrenze. Die
Fibrillenkontaktflache, die interfibrilldren Distanzen und die Fibrillenfraktion waren bei

beiden Mauserassen nicht signifikant unterschiedlich.

Ahnlich dieser Studie wurde in der Humanmedizin die Morphologie der
Kollagenfibrillen im Bereich von rupturierten Achillessehnen elektronenmikroskopisch
untersucht (Margnusson et al. 2002). Den erkrankten Patienten wurde im Verlauf der
chirurgischen Versorgung der akuten Ruptur der Sehen eine Gewebeprobe aus dem
Zentrum, der Peripherie und 3-5cm proximal der Ruptur enthommen. Der Eingriff
erfolgte innerhalb von 24 Stunden nach der erlittenen Ruptur. Als vergleichbare
Referenzgewebe wurden 10 Menschen wahrend forensischer Autopsien
entsprechende Gewebeproben entnommen. Diese Personen entsprechen jeweils
dem Alter und Geschlecht der Patienten. Die Proben wurden fixiert, eingebettet,
ultradiinn geschnitten und elektronenmikroskopisch untersucht. Die Kollagenfibrillen
wurden bildlich festgehalten bei einer 210 000 fachen VergréRerung. Die Analyse der
Bilder erfolgte mit Hilfe der C.A.S.T.-grid Software (The International Stereology
Center, Olympus Denmark). Pro Bild wurden insgesamt 16 Zahlrahmen gesetzt und
ausgewertet. Die Flache und die Anordnung der Zadhlrahmen im Bild waren bei allen
Aufnahmen identisch. Ermittelt wurden die Fibrillenverteilung (Fibrillen / ypm ?) und
der Durchmesser der einzelnen Fibrillen. Es wurde auch bei dieser Studie der
kleinste Durchmesser verwendet. Es stellte sich heraus, dass es in Bezug auf die
Fibrillenverteilung keinen Unterschied zwischen der Lokalisation der Ruptur und des
intakten Sehnengewebes gibt. Es war jedoch zu beobachten, dass im Zentrum und
in der Peripherie der rupturierten Sehnenoberflache weniger dicke Fibrillen
(Durchmesser: 90-150nm) zu sehen waren als in unbeschadigtem Sehnenmaterial

(Margnusson et al. 2002).

Die ultrastrukturelle Untersuchung von Kollagenfibrillen in Zusammenhang mit der
Analyse der mechanischen Eigenschaften von Geweben wurde auch in der
Transplantationsmedizin angewandt (Liao u. Vesely 2003). Ziel war es dabei die

unterschiedlichen Belastbarkeiten und mechanischen Variationen von Chordae
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tendineae der Mitralklappen auf ultrastruktureller Ebene zu erfassen. Die
Untersuchungen wurden an Herzklappen von regular geschlachteten Schweinen
durchgefiihrt. Die Chordae wurden aus drei verschiedenen Lokalisationen der
einzelnen Klappen gewonnen und es wurden folgende Untersuchungen
durchgefihrt:

* Ermittlung der Zugfestigkeit mit Hilfe der Instron servohydraulic testing
machine (Model 8511, Instron, Canton, Massachusette), durchgefthrt in
kérperwarmer, isotonischer Kochsalzlésung

* Messung des Durchmessers der einzelnen Chordae mittels calibriertem
optischem Mikroskop

* Untersuchung der ,crimp period® durch Fixierung, Einbettung und Langsschnitt
mit darauffolgender Farbung wund Untersuchung unter polarisiertem
Lichtmikroskop

* Eletronenmikroskopische Untersuchung der Ultrastruktur der Chordae (TEM)

Bei der ultrastrukturellen Untersuchung der Chordae wurden je 3 fotographische
Aufnahmen pro Chorda angefertigt. Diese wurden zuféllig platziert. Die weitere
digitale Bildanalyse wurde mit Hilfe der Software Scion Image (Scion Corporations,
MD) durchgefiihrt. Es wurde dabei der Fibrillendurchmesser, die Fibrillendichte und
die Fibrillenfraktion ermittelt.

Die Ergebnisse in Korrelation gebracht zeigten, dass dicke Chordae eine hdhere
Zugfestigkeit und eine gréRerer Elastizitdt aufweisen als diinne Chordae. Grolde
Chordae besalRen eine deutlich kirzere ,crimp period“ als dinne Chordae.
Hinsichtlich der Werte, ermittelt durch die elektronenmikroskopischen
Untersuchungen, ergab sich bei den dinnen Chordae ein Erscheinungsbild mit
dinnen, aber dicht gepackten Kollagenfibrillen. Bei den dicken Chordae ein
vermehrtes Auftreten dicker Kollagenfibrillen, in Zusammenhang mit einer insgesamt
geringeren Fibrillendichte (Fibrillenanzahl pro Flacheneinheit) als bei dinnen
Chordae. Es zeigte sich kein Unterschied bei der Fibrillenfraktion beider Gruppen
(Liao u. Vesely 2003).

Die bereits im Abschnitt der Histologie des Fesseltragers genannte Studie zur
Untersuchung der Rolle des Decorin in der Kollagen-Fibrillogenese der Haut von
Reed u. 1zzo (2003) beinhaltet ebenfalls elekronenmikroskopische Untersuchungen

der Kollagenfibrillen. Dabei wurde die Kollagenstruktur im Querschnitt von Decorin
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Knockout Mausen mit der Kollagen Morphologie gesunder Mause verglichen. Es
zeigten sich signifikante Unterschiede in Bezug auf Fibrillendurchmesser und
Fibrillendichte.

Erste Untersuchungen der Ultrastruktur von Sehnen mit Hilfe des TEM im
Heilungsverlauf wurden von Battaglia et al. (2003) durchgefuhrt. Inhalt dieser Studie
ist die Untersuchung der Heilung von Achillessehnen von 31 Mausen. Ein akuter
Sehnendefekt wurde jeder Maus durch chirurgische Tenotomie der linken
Achillessehne zugefligt. Die rechte Seite blieb dabei intakt und diente als
Referenzobjekt. Zur weiteren Untersuchung wurden die Mause dann 7, 14, 21, 35
und 63 Tage nach der Tenotomie euthanasiert. Mit Hilfe der Instron Mechanical
Testing Machine (Model 5542, Instron Corp., Canton, MA, USA) wurden die
mechanischen Eigenschaften der erkrankten und gesunden Sehne gemessen. Dabei
wurden folgende Parameter ermittelt: Die maximale Dehnungskraft bis zur
Durchtrennung der Sehne, die maximale Dehnung (Distanz), die strukturelle Steifheit
(ermittelt aus Dehnungskraft und Ausdehnung), und die absorbierte Energie. Die
ultrastrukturelle morphologische Untersuchung wurde mit Hilfe des TEM
durchgefiihrt. Die Kollagenfibrilen wurden dabei im Querschnitt betrachtet. Es
wurden je 11 Fotos von 80.000facher Vergréflerung pro Sehne angefertigt,
eingescannt und mit Hilfe der Bildbearbeitungssoftware ImagePro Plus (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) analysiert. Fur jede Sehne wurden folgende
Parameter ermittelt: Der mittlere Fibrillendurchmesser, Fibrillendichte (= Anzahl der
Fibrillen pro mm?) und die Fibrillenfraktion. Bei der Messung des Durchmessers
wurde stets die geringste Strecke erfasst um oval angeschnittene Fibrillen nicht
fehlzuinterpretieren.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen dass die Zerreillkraft der tenotomierten Sehnen
nach 5-7 Wochen Heilungsphase bereits den Werten der Referenzsehnen entspricht.
Der mittlere Fibrillendurchmesser der erkrankten Sehnen ist jedoch noch signifikant
geringer im Vergleich zu den Fibrillendurchmessern der gesunden Sehnen. Wahrend
der beobachteten Heilungsperiode nahm die Anzahl der Fibrillen pro Flacheneinheit
stets um 5% pro Woche zu. Aus diesen Erkenntnissen hervorgehend bietet allein die
Fibrillendichte, bzw. die Fibrillenfraktion eine ausreichende Stabilitdt der Sehne,
obwohl der Durchmesser der einzelnen Fibrillen deutlich kleiner bleibt als in

gesundem Referenzgewebe. Es bleibt zu vermuten, dass die ultrastrukturelle
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Morphologie nur ein Faktor unter vielen anderen Einflissen bildet, welche die
biomechanischen Eigenschaften von Sehnen bestimmen (Battaglia et al. 2003).

Die von Buck (2003) entnommenen Feinnadelbiopsien aus Sehnengewebe der
distalen GliedmaRen (OBS, TBS, UBTB, FT) dienten der weiterflhrenden
Untersuchung mittel Rasterelektronenmikroskopie.

Im Vergleich zu Untersuchungen mit Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie
erhalt man durch die Rasterelektronenmikroskopie eine Abbildung der Struktur als
Ganzes und nicht einer Schnittebene. Bei einer Vergrélierung von 1:50.000 wurde
Gewebe gesunder und erkrankter Sehen betrachtet und beurteilt. Dies geschah mit
einem daflr entwickelten Score-System. Die Sehnenstruktur wurde durch eine
Fibrillentexturzahl und eine Fibrillenstarkezahl charakterisiert. Die Fibrillentexturzahl
beinhaltete die Fibrillendichte, die Fibrillenparallelitdt und die Fibrillenlinearitat. Die
Fibrillenstérke bezeichnete den Anteil sehr dinner Fibrillen mit Durchmessern von
<80nm an der Gesamtheit der Fibrilen. Neben der Charakterisierung der
Fibrillenstérke konnte vor allem die Fibrillenanordnung gesunder Sehen und der
Heilungsstadien erkrankter Sehen in Zusammenhang mit Befunden einer klinischen
und ultrasonographischen Untersuchung, betrachtet werden. Die Ergebnisse dieser
Studie zeigten dass die Mikrostruktur der erkrankten Sehne in der Phase der
fortgeschrittenen Sehnenheilung nicht dem Bild einer gesunden Sehne entspricht.
Die durchgehende parallele Ausrichtung der Kollagenfibrillen ist nicht mehr méglich.
Die Methode wurde von den Autoren als wertvolle Erganzung zur herkémmlichen

Diagnostik angesehen (Buck 2003).
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7. Material und Methoden

7.1 Patientengut

Insgesamt wurden 30 Pferde in die Studie aufgenommen. Voraussetzung daflir war
eine diagnostizierte Desmitis des M. interosseus medius. Diese Diagnose musste
von einem Tierarzt gestellt sein und eine Lahmheits- und ultrasonographische
Untersuchung beinhalten. Der vorhandene Fesseltragerschaden sollte mindestens
eine Typ Il Lasion sein. Anderweitig wurden keine weiteren Auswahlkriterien wie
Alter, Geschlecht Rasse oder Nutzungsart bericksichtigt. Das Bestehen der
Erkrankung war einzig von Bedeutung. Es musste sich dabei nicht um eine akut
entstandene Erkrankung handeln, demzufolge wurden Pferde unterschiedlicher
Erkrankungsdauer involviert.

Die Pferde wurden randomisiert in drei Gruppen eingeteilt. Es ergaben sich Gruppe
A, B und C mit je 10 Pferden.

7.2 Klinische und ultrasonographische Untersuchung (Teil | der Studie)

Die vorangegangene klinische und ultrasonographische Untersuchung der Pferde,
sowie die Einzelheiten der Durchflhrung der verwendeten Therapien werden in
diesem Teil der Studie nur orientierend dargestellt. Eine detaillierte Darstellung ist
der Arbeit von Banse (2011) zu entnehmen.

Unabhangig von der jeweiligen Therapiegruppe wurde jedes Pferd insgesamt drei
Mal im Abstand von 6 Wochen vorgestellt und dabei klinisch und sonographisch
untersucht. Nach jeder dieser Untersuchungen wurde eine Feinnadelbiopsie aus
dem Bereich der Lasion des Fesseltragers fur die elektronenmikroskopische
Untersuchung entnommen. Teil der Erstuntersuchung war die Injektion des
Therapeutikums oder des Placebos nach der Entnahme der Biopsie. Verwendet
wurde dabei Platelet Rich Plasma (PRP), allogene, adulte mesenchymale
Stammzellen (MSC) oder ein Placebo. Jedes Pferd erhielt nach alleiniger

Biopsienentnahme oder in Kombination mit der anschlieRenden Injektion im Verlauf
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der Erstuntersuchung einen Schutzverband welchen der Besitzer des Pferdes nach 2

Tagen selbstandig entfernte.

Klinische und ultrasonographische Untersuchung

Nach Aufnahme des Signalements in Form von Name, Rasse, Alter, Geschlecht,
Gewicht, Kennzeichen und Nutzungsrichtung wurde der Vorbericht der Erkrankung
des Fesseltragers aufgenommen und in einem Protokoll dokumentiert. Die betroffene
Gliedmale wurde fotographisch festgehalten.

Die Lahmheitsuntersuchung erfolgte standardisiert nach Adams (Stashak 1989).
Dokumentiert wurde die Art der Lahmheit, unterteilt in Hangbein-, Stutzbein-, oder

gemischte Lahmheit und der Grad der Lahmheit nach folgendem Einteilungsschema:

Tab. 1: Einteilungsschema der Lahmheitsgrade

Grad Abkiirzung Beschreibung

0 - Keine Lahmheit

1 +/- Undeutlich: undeutlich sichtbare Taktunreinheit bzw. Lahnheit im Trab
2 + Geringgradig: im Schritt keine, im Trab erkennbare Lahmheit

3 ++ Mittelgradig: im Schritt erkennbare, im Trab deutliche Lahmheit

4 +++ Hochgradig: starke Lahmheit im Schritt

Der klinischen Untersuchung folgte zunachst die Entnahme von 18 ml Blut aus der V.
jugularis, vermengt mit 2ml Gerinnungshemmer. Fir die anschlieRende
sonographische Untersuchung wurden die Pferde durch eine intravendse Injektion
von Detomidinhydrochlorid in einer Dosierung von 0,01mg/kg Kérpermasse sediert.
Die Untersuchung erfolgte mit dem Ultraschallgerat ,Scanner Pie Medical Ixos Vet®,
ausgestattet mit einer linearen, 4cm breiten, 7,5 MHz Sonde.

Die Untersuchung wurde mit Hilfe einer Vorlaufstrecke durchgefihrt. Der Schallkopf
wurde zuerst an der palmaren bwz. plantaren Seite der GliedmalRe saggital, dann
transversal von proximal nach distal geflhrt. Zur besseren Beurteilung der
Fesseltragerschenkel wurden diese zusétzlich durch Schradgaufnahmen dargestellt.
Mit Hilfe der Zoneneinteilung (modifiziert nach van Preyss 2008) wurde die
Lokalisation im Protokoll festgehalten. Die Struktur des erkrankten Abschnitts und
das Ausmal} der Lasion wurde anhand der Echogenitat im Querschnitt beurteilt und
nach dem von Genovese et al. (1986) und McClellan (1986) vorgeschlagenem

Schema unterteilt. Der Faserverlauf und die Anheftung des Fesseltrdgers an den
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knéchernen Strukturen wurden im Langsschnitt beurteilt. Die relevanten Sequenzen
der erkrankten Bereiche wurden zuséatzlich in Form von Videoaufnahmen

festgehalten und auf Thermopapier ausgedruckt.

Tab. 2: Einteilungsschema des LasionsausmaRes

Typ Echogenitat der Struktur AusmaRB der Lasion in %
0 Normale Echogenitét 0

I Ggr. echoarm 1-25

Il Zu gleichen Teilen echoarm und echoreich 26-50

Il Zum gréBten Teil echoarm 51-75

IV Vollstdndig echoarm 76-99

\% Komplette Ruptur 100

7.3 Therapien

Therapiegruppe A erhielt das Placebo. Dabei handelte es sich um das ,Dulbecco’s
Modified Eagle Medium® (DMEM). Ein standardisiertes, universelles Nahrmedium flr
Zellkulturen dessen Hauptbestandteile Aminosduren, Vitamine und anorganische
Salze darstellen. Um den Vorgang der Therapie vor den Patientenbesitzern
mdglichst identisch zu gestalten wurde auch dieser Gruppe von Pferden 18ml
vendses Blut entnommen und in einer Spritze mit 2ml Gerinnungshemmer vermengt.
Dem Stammzellmedium wurde aus diesem Blut einigen Tropfen zugefiigt, der Rest
des Blutes wurde verworden. Dadurch wurde ein optisch identisches
Erscheinungsbild der drei verabreichten Substanzen erzeugt. Nach Bioptatentnahme

wurden insgesamt 2ml des Placebos injiziert.

Therapiegruppe B wurde mit Platelet Rich Plasma (PRP) behandelt. Das
Thrombozytenkonzentrat wurde mit Hilfe eines spezifischen Kitts ,SmartPReP2®
APC-20+ Procedure Pack® der Firma ,Harvest Technologies®“ hergestellt. Bei der
verwendeten Zentrifuge handelte es sich ebenfalls um ein Modell der Firma
,Harvest®“ mit einem Rotor fir 2 Schwenkbecher mit speziell konzipierten Einsatzen.
In einem auf diese Weise erzeugten PRP liegt laut Hersteller die Konzentration der
Thrombozyten bei 1.083.000 + 233.000 / ul. Die Konzentrationsfahigkeit liegt somit
bei 65 + 9%. Diese Menge entspricht dem, wiederum nach Bioptatentnahme,

injizierten Zellvolumen.
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Zur Behandlung von Therapiegruppe C wurden adulte mesenchymale Stammzellen
verwendet. Das entnommene Blut der Studienpferde dieser Gruppe wurde nicht
weiter verwendet und verworfen. Die Stammzellen wurden dabei im Vorfeld der
Studie einem Spendertier aus dem Knochenmark entnommen. Bei dem
Spenderpferd handelte es ich um einen gesunden 2 Jahre alten Hengst. Die
Entnahme erfolgte nach Einwilligung der Besitzer im Rahmen einer Kryptorchiden-
Kastration aus der Medianen des Brustbeins. Das gewonnene Knochenmark wurde
unmittelbar bei Raumtemperatur in das Labor der ,Klinik und Poliklinik flr
Knochenmarks-, und Stammzellentransplantation® des Universitatsklinikums
Hamburg Eppendorf verbracht. Dort wurden die Stammzellen zunéchst kultiviert und
dann in flussigem Stickstoff bei -196°C kryokonserviert. Ein Aliquot wurde vor
Konservierung  abgezweigt und  auf  phanotypische = Merkmale  und
Differenzierungspotentiale untersucht. Die Charakterisierung des Phé&notyps der
generierten MSC wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie ermittelt. Der
Uberwiegende Teil der Zellpopulation erfullte die Kriterien, die an eine reine MSC-
Population angelegt werden. Dazu gehéren eine hohe Positivitdt fur den
Histokompatibilitdtskomplex | (MHC 1) und die Oberflachenmerkmale CD90 sowie
CD105 (Dominici et al. 2006). Gleichzeitig wiesen die Zellen eine Negativitét fur die
Marker hdmatopoetischer Zellen (CD45 und CD14) auf.

Das Differenzierungspotential der Zellen in osteogene, adipogene und chondrogene
Zellen wurde mit Hilfe von spezifischen Farbungen bestéatigt.

Vor einer anstehenden Behandlung wurden die Zellen 4-5 Tage zuvor aufgetaut und
aufbereitet. Der Zellgehalt der zur Therapie eines Pferdes verwendeten Portion
wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zédhlkammer ermittelt. Es wurde letztendlich eine
Zellsuspension erstellt von 2 ml Volumen und einem Zellgehalt von 10 Millionen
Zellen. Das Praparat wurde in einer eisgekihlten Transportbox in die Praxis
transportiert und den Pferden aus Gruppe C, nach Entnahme der Biopsie

intralasional injiziert.

Fur jedes Pferd wurde individuell je nach Grad und Alter der Erkrankung ein
Rehabilitations-Protokoll (modifiziert nach Gillis 1997) erstellt. Dieser Bewegungsplan
(siehe Anhang Banse 2011) wurde Pferdebesitzern in schriftlicher Form

ausgehandigt mit der Anweisung ihr Pferd dementsprechend zu bewegen. Bei Bedarf
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bestand die Moglichkeit der individuellen Beratung zur Optimierung des

Hufbeschlags.

Um den Heilungsverlauf Uber die Untersuchungsperioden von 3 Monaten hinaus
weiter zu beurteilen wurde 6 Monate nach der Behandlung ein Fragebogen (siehe
Anhang Banse 2011) an die Besitzer der Studienpferde versandt. Nach
Beantwortung der Fragen und Ricksendung des Dokuments wurde anhand von
insgesamt 11 Fragen der Verlauf des Heilungsprozesses erértert und mdégliche

Rezidive ermittelt.

7.4 Biopsie Entnahme Technik

Die Entnahme der bendétigten Gewebeproben aus dem Bereich der jeweiligen
Fesseltragerlasion wurde mit Hilfe eine ,Biopsienadel 18 — G x 3 “ der Firma
Dispomed Witt oHg“ durchgefuhrt. Dabei handelt es sich um eine Kombination aus
einer Hohlnadel und einem dartber gefihrten, verschiebbaren Stilett. Die
Eindringtiefe der Biopsienadel betragt 22 mm. Insgesamt weist die Hohlnadel eine
Lange von 9 cm und einen AuRendurchmesser von 1 mm auf. Die zu gewinnende
Gewebeprobe kommt in der 20 mm langen Halbprofilaussparung des zuerst in das
Gewebe eingeflihrten Stiletts zum Liegen. Im zweiten Schritt wird die Hohlnadel Uber

das Stilett geflhrt und die Gewebeprobe wird abgeschoren.

Abb. 6: Biopsienadel 18 — G x 3 (Dispomed Witt oHg)

Zur Vorbereitung der Bioptatentnahme wurde zunachst das Ultraschallgel der

vorangegangenen sonographischen Untersuchung mit alkoholischer
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Desinfektionslésung (Ethanol) sorgféltig entfernt. Daraufhin  wurde die zu
durchstollende Haut grindlich gereinigt und chirurgisch vorbereitet. Um
Abwehrreaktionen durch lokalen Schmerz zu verhindern wird ein subkutanes Depot
von 2ml Lokalandsthetikum ,Minocain 2%®“  welches den Wirkstoff
Procainhydrochlorid enthalt, im Eindringbereich der Biopsienadel gesetzt. Nach
abwarten von 5-10 Minuten bis zur Wirkung der lokalen An&sthesie wurde die
GliedmalRe von einer Hilfsperson aufgehoben. Bei einigen Pferden war fir die
Biopsieentnahme eine zuséatzliche Ruhigstellung durch eine Oberlippennasenbremse
notwendig.

Die zu punktierende Stelle wurde dann unter sterilen Bedingungen von der den
Eingriff durchflhrenden Person palpiert und somit mdglichst genau lokalisiert. Vor
dem Einfihren der Nadelspitze wurde die Haut Uber der Einstichstelle zwischen
Daumen und Zeigefinger gespannt.

Als erster Schritt wurde die Biopsienadel durch die Haut und weiter in das Gewebe,
bzw. den Bereich der Fesseltrdgerlasion vorgeschoben. Als zweiter Schritt wurde die
Hohlnadel Uber das Stilett geschoben und abschlieend wurden beide Elemente
zusammen wieder herausgezogen. Zur Entnahme der Biopsie aus der Aussparung
der Hohlnadel wird anschliefend das Stilett aus dem Gerat vorgeschoben. Die
Gewebeprobe wurde aus der Hohlnadel in ein vorbereitetes ,Eppendorf-Réhrchen”
Uberbracht. Das Réhrchen wurde zuvor entsprechend beschriftet und mit 1ml
entsprechendem Medium versehen in welches die Gewebeprobe unverziglich nach
der Entnahme eingegeben wurde.

Die Nachversorgung der Biopsiestelle am Pferd beinhaltete die Abdeckung durch
einen lod-Zehenpolsterverband. Der Verband verblieb 48 Stunden am Pferdebein

und wurde von den Patientenbesitzern selbstéandig entfernt.

7.5 Transmissionselektronenmikroskopie und Entwicklung der Bilder

Die Gewebeprobe wurden unmittelbar nach der Entnahme in eine Lésung bestehend
aus 3% Glutaraldehyd/0,05ml Phosphatpuffer eingebracht. Hierbei musste beachtet
werden, dass die Fixierlésung maximal 1mm in das Gewebe eindringt. D.h. die Probe
durfte maximal eine Kantenldange von 2 x 2mm haben. Die hier enthommenen

Proben hatten, wie die Hohlnadel, einen maximalen Durchmesser von 1mm.
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Der Ansatz fur die Fixierldsung wurde wie folgt erstellt:
12ml 25% Gutaraldehyd, 25ml 0,2m Phosphatpuffer und 100ml Aqua Dest

Nach Eingang der Proben im Labor des Instituts fir Anatomie und Experimentelle
Morphologie des  Universitatsklinikums  Hamburg-Eppendorf ~ wurden  die
Gewebestilicke vor der Einbettung nachfixiert. Dies geschah in einer L6sung aus 2%
OsO4 (Osmiumtetroxid) und 0,2m Phosphatpuffer/Saccharose zu gleichen Teilen.
Die Proben verweilten eine Stunde in dieser Lésung. Das Osmiumtetroxid spielt eine
wichtige Rolle zur Kontrastierung der Strukturen.

Entwasserung:

Nach der abgeschlossenen Fixierung wurden die Biopsien durch eine aufsteigende
Alkoholreihe entwassert. Dabei wird folgendes Protokoll angewandt:

Je 10-15 Min in 35%, 50%, 70%, 96% und 100%igem Ethanol, unvergalit.

Zur Einbettung wurden die Gewebeproben zunachst fur 30 Min in Propylenoxid
verbracht. Anschlieen erfolgte eine Umbettung in eine Propylenoxid/Glycidether-
Mischung (Mischverhaltnis 1:1 fir 60 Min und dann im Mischverhéltnis von 1:3) far
weitere 10 Stunden. Danach wurden die Proben in reinen Glycidether in speziellen
Einbettungsformen verbracht und darin ausgehéartet durch Polymerisation bei 60°C.
Vor dem ersten Schnitt wurde zunachst von den Kunsthartblécken das Uberflissige
Kunstharz um die Gewebeproben herum entfernt. Dies erfolgte im ersten Schritt am
Schleifstein und im Weiteren unter dem Mikroskop mit Hilfe einer Rasierklinge. Dabei
wurde bereits darauf geachtet eine mdglichst quadratisch bis rechteckige
Schnittflache zu schaffen.

Bestand nur noch ein diinner Saum von Kunstharz um die Gewebeoberflache, wurde
diese mit Hilfe eines Diamantmessers, eingesetzt in ein Ultramikrotom (Reichert-
Jung 2050 SuperCut) geschnitten. Die Schnittdicke betrug hierbei 1um. Die
geschnittenen Gewebestiicke wurden auf Aqua dest. aufgefangen, das sich im Trog
des Messers befand. Aus diesem Trog wurden sie mit Hilfe einer Platinése,
zusammen mit einem kleinen Wassertrépfchen in Blockschélchen Ubertragen.

Die Semidinnschnitte wurden anschliel3end gefarbt mit Toluidin. Dafir wurden die
Schnitte immer noch im Wasserbad schwimmend auf eine Warmeplatte von 60-70°C
aufgebracht. Die Férbung erfolgte ebenfalls im Wasserbad. Dazu wurde zun&chst die

Farbmischung bestehend aus: 2 Teilen 1%iges Pyroidinrot und 8 Teilen 1%igem
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Toluidinblau dem die Proben enthaltenden Wasserschalchen zugefihrt. Die
Gewebeproben verweilten 3-6 Minuten im Farbebad. Zum Auswaschen Uberflissiger
Farbe wurden die Schnitte anschliel3end nacheinander in 3 separate mit Aqua dest.
befiillte Schalen verbracht.

Aus den letzten Wasserschalchen wurden die Proben auf einen Objekttrager
Uberfuhrt, getrocknet und mit ,DePeX, Eindeckmedium Gurr®“ eingedeckt. Nun
konnten die Semidlnnschnitte unter dem Lichtmikroskop betrachtet werden. Dies
diente der groben Orientierung, bzw. gab Auskunft Uber die zu erwartenden
Strukturen im Elektronenmikroskop. In diesem Schritt wurde ein geeigneter
Ausschnitt ausgesucht und herausgetrimmt. In unserem Falle handelte es sich um

Kollagenfibrillen die méglichst scharf im Querschnitt abgebildet waren.

Nach dem Semidunnschnitt wurde der finale Ultradinnschnitt wieder mit Hilfe des
Ultramikrotoms erstellt. Als schneidende Klinge wurde hierbei wiederum ein
Diamantmesser verwendet. Die entstandenen Schnitte waren 80-100nm dick. Eine
Absorption der Elektronen wurde durch die geringe Dicke des Préaparats
gewabhrleistet.

Nach dem Schneiden wurde die Schnitte aus dem Wassertrog mit einem feinen
Metallnetz aus Kupfer, genannt Grid, abgefischt. Die Grids mit den Schnitten wurden
nun kontrastiert mit Schwermetallen nach Reynolds. Dazu wurden die Grids in einem
ersten Schritt in eine 1%igem Uranylacetat-Lésung verbracht mit 20 Minuten
Verweildauer. In einem weiteren Schritt wurden die Grids fur 5 Minuten in eine
0,7%ige Bleicitrat Losung gegeben. Nach vollstdndiger Trocknung konnten die

Schnitte nun unter dem Transmissionselektronenmikroskop betrachtet werden.

Die Betrachtung wurde mit dem Transmissionselektronenmikroskop CM 100 der
Firma PHILIPS bei einer Vergrélierung von 1:30.000 durchgefiihrt. Die Fotos wurden
mit einer analogen Kamera erstellt. Dabei wurde der Film : ,MACO EM-Film*, 8,3 x
10,2cm der Marke ,MACO Photo Products® verwendet. Dieser Film verflgt tGber eine
elektronenmikroskopische Empfindlichkeit von 20 x 200kV. Die Entwicklung des EM-
Films erfolgte mit dem ,Laborator 1200 der Firma ,Durst”. Es wurde des Fotopapier
.,B/W PAPER (PE/RC) 3 Normal, 310 Glossy, 18 x 24cm“ der Marke ,Word“
verwendet. Von jeder Sehnenprobe wurden 6 Aufnahmen erstellt. Pro Pferd wurden

also insgesamt von allen 3 Untersuchungszeitpunkten 18 Bilder entwickelt.
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7.6 Bildbearbeitung und Auswertung

Die schwarzweif3en Fotoabziige im Format 18 x 24cm wurden zunachst eingescannt.
Dies geschah mit dem ,Dell All in One Center-968 AOI Printer‘. Die Scanqualitat
betrug 300 DPI, was einer Aufldsung von 300 Pixel pro 2,54cm (1 Inch) entspricht.
Die weitere Bildbearbeitung wurde mit dem Programm ,Image J“ durchgefuhrt. Bei
der Software handelte es sich um ein frei verfigbares, von dem NIH (National
Institute of Health, USA) zur Verfligung gestelltes Bildbearbeitungs- und
Bildverarbeitungsprogramm. Bei Neustart des Programms wurde nach Offnen des
ersten Bildes eine Skalierung durchgefihrt. Dabei wurde die auf der
Bildkennzeichnung aufgefiihrte Strecke von 1um als Referenzmall genommen. Es
wurde einheitlich auf 352,78 Pixel pro um skaliert.

Als erster Schritt wurde das gedffnete Bild in eine Schwarz-Weil3-Darstellung
umgeformt. Dabei wurden samtliche Graustufen ausgeschlossen. Diese

Darstellungsform nennt sich Binary.

Abb. 7: Elektronenmikroskopische Aufnahmen. Links Original. Rechts Binary.
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Zur Erstellung méglichst flachendeckender Binarys war es manchmal von Vorteil den
schwarzweil3 Kontrast der Originale zu erhdhen. Dies konnte auch mittels des
Programms Image J geschehen. So erhéhte man die komplette Flachendeckende
Schwarzung der einzelnen Fibrillenquerschnitte. Je nach Original flhrte eine
Kontrasterhdhung von 0,5-10 % zu einem auswertbaren Ergebnis bei
unzureichendem Kontrast.

Im Folgenden wurde aus dem Binary ein Watershed erstellt. Dabei wurden die
einzelnen Pixel-Formationen  voneinander  getrennt. Es entstandenen
Trennungslinien zwischen den einzelnen Kollagenfibrillenquerschnitten. Nach
Erstellen des Watershed wurde ein Bereich (Zahlrahmen) von 1,5 x 1,5 um
ausgewahlt auf dem die Fibrillen scharfrandig und méglichst rund in ihrem absoluten

Querschnitt dargestellt waren.

Dieser Bereich wurde nun durch die Funktion ,analyze particels“ ausgewertet.
Flachen kleiner als 0,0009 pm? wurden nicht weiter beriicksichtigt bei der Analyse.
Insgesamt ergaben sich folgende errechnete Werte:
* Anzahl der Kollagenfibrillen
* Flache, Umfang und Durchmesser jeder einzelnen Fibrille
* Anteil der fibrillenbedeckten Flédche im Vergleich zur Gesamtflache in %
(Fibrillenfraktion)

Die aufgefiihrten Ergebnisse wurden in Form von Excel-Tabellen zur
weiterfiihrenden Verarbeitung abgespeichert.

Die Folgenden Bilder zeigen den Ablauf der Bildbearbeitung.
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Abb. 8: Elektronenmikroskopische Aufnahme, Original
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Abb. 9: Elektronenmikroskopische Aufnahme, Erh6hung des Kontrasts um 8%
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Abb. 10: Binary Darstellung
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Abb. 11: Watershed Darstellung

A a dk
Abb. 12: Gewahltes Zihlfenster

*a ¥
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7.7  Statistische Auswertung

Die Datenauswertung wurde in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe
Biomathematik und Datenverarbeitung des Fachbereichs Veterindrmedizin der
Justus-Liebig-Universitat GieRen erstellt. Dies geschah (Uber das lokale
Rechnernetzwerk (LAN) der Arbeitsgruppe. Die Durchfiihrung der statistischen
Auswertung  erfolgte  unter Verwendung des  Statistikprogrammpakets
BMDP/Dynamic, Release 8.1 (Dixon 1993).

Die Datenbeschreibung erfolgte bei den Variablen Umfang, Durchmesser und Flache
der einzelnen Kollagenfibrillen durch die Angabe der Mediane, der Mittelwerte, der
mittleren Quartilsabstdnde und der Standardabweichung.

Zur Uberpriifung der Normalverteilung eines quantitativen (oder auch als metrische
bezeichneten) Merkmals innerhalb der zu vergleichenden Gruppen wurden zunachst
unter Zugrundelegen des entsprechenden linearen Modells mit dem Programm
BMP1R die Residuen berechnet. Im einem folgenden Schritt wurden diese mit Hilfe
des Wahrscheinlichkeitsplots, in diesem Falle des Q-Q-Plots, auf Normalverteilung
Uberpruft. Bei Abweichung der Normalverteilung wurden die Originaldaten durch den
Logarithmus numerisch transformiert. Mit den transformierten Werten wurde die
gleiche Prozedur wiederholt. Als Ergebnis wurde auf diesem Wege die
gegebenenfalls am besten geeignete Datentransformation identifiziert.

Zur statistischen Prifung des Gruppen- (A, B, C) und Zeiteinflusses auf Signifikanz
wurde eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit Messwiederholungen im Faktor ,Zeit*
mit dem Programm BMDP2V, durchgefuhrt. Der Faktor ,Zeit* Bezog sich auf die drei
Untersuchungszeitpunkte. Ebenso wurde eine zweifaktorielle Kovarianzanalyse mit
Messwiederholungen bezliglich des Faktors ,Zeit“ dargestellt. Als Kovariable wurde
hierbei die Erkrankungsdauer verwendet.

Der Therapieverlauf wurde statistisch mit Hilfe der Bildung der Differenz zwischen
Erstuntersuchung und der 2. Kontrolluntersuchung in Form einer einfaktoriellen
Varianzanalyse mit dem Programm BMDP7D, inklusive der Erstellung von
Histogrammen, und einer einfaktoriellen Kovarianzanalyse mit dem Programm
BMDP1V ermittelt. Die Kovariable stellte hierbei erneut die Erkrankungsdauer dar.
Die gescorten Werte der Ultraschall-, und Lahmheitsuntersuchung aus dem

klinischen Teil der vorangegangenen Studie wurden statistisch gesondert betrachtet.
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Ihr Einfluss wurde mit Hilfe des exakten Kruskal-Wallis-Test mit dem Programm
.otatXact® ermittelt (Cytel 2010).

Die Daten aus dem zweiten Teil dieser Studie, der Analyse der Fesseltrdger von
gesunden Schlachtpferden wurden mit den Daten dieser Studie durch einen T-Test

fur unabhangige Stichproben mit dem Programm BMDP3D verglichen.

Bei der Bewertung der statistischen Signifikanzen wurde das Signifikanzniveau
a = 0,05 zugrunde gelegt, d.h. Ergebnisse mit p < 0,05 wurden als statistisch
signifikant angesehen. Zuséatzlich wurde, wenn mdglich, der exakte p-Wert

angegeben.
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8. Ergebnisse

8.1 Patientengut

Tab. 3: Studienpferde

Pferd Gruppe Alter Geschlecht Gewicht in kg Einsatz

Fehlstellung GliedmaRe

1 B 12 Wallach 650 Dressur vorhanden Hinterbein
2 B 16 Wallach 650 Dressur vorhanden Vorderbein
3 C 9 Wallach 600 Dressur vorhanden Vorderbein
4 B 10 Wallach 680 Dressur vorhanden Hinterbein
5 A 14 Wallach 600 Springen vorhanden Hinterbein
6 B 11 Wallach 550 Freizeit vorhanden Hinterbein
7 B 14 Wallach 650 Dressur vorhanden Hinterbein
8 A 15 Wallach 600 Dressur vorhanden Vorderbein
9 B 7 Wallach 510 Dressur vorhanden Vorderbein
10 B 19 Wallach 480 Freizeit vorhanden Vorderbein
11 C 13 Wallach 660 Dressur vorhanden Hinterbein
12 C 13 Stute 610 Springen - Hinterbein
13 C 22 Stute 580 Zucht vorhanden Hinterbein
14 A 14 Stute 600 Freizeit vorhanden Hinterbein
15 C 9 Wallach 600 Dressur - Hinterbein
16 A 16 Wallach 520 Dressur - Vorderbein
17 A 19 Wallach 560 Freizeit vorhanden Hinterbein
18 A 8 Wallach 560 Dressur vorhanden Vorderbein
19 A 4 Stute 560 Freizeit - Hinterbein
20 B 14 Stute 520 Springen vorhanden Hinterbein
21 B 15 Wallach 500 Freizeit vorhanden Vorderbein
22 C 5 Stute 450 Freizeit - Hinterbein
23 B 15 Wallach 550 Freizeit - Hinterbein
24 C 9 Wallach 600 Dressur vorhanden Hinterbein
25 A 17 Stute 580 Freizeit vorhanden Hinterbein
26 A 15 Wallach 520 Dressur vorhanden Hinterbein
27 C 17 Stute 550 Dressur vorhanden Hinterbein
28 A 11 Stute 600 Vielseitigkeit vorhanden  Hinterbein
29 C 6 Wallach 550 Dressur - Hinterbein
30 C 20 Wallach 550 Freizeit vorhanden Vorderbein

Insgesamt nahmen 30 Pferde an der Studie teil. Bei 28 Pferden handelte es sich um
Pferd der Rasse deutsches Warmblut. Die restlichen 2 Pferde gehérten der Rasse
Andalusier an.

Das Alter der Pferde betrug im Durchschnitt 13,97 Jahre. Das jlungste Pferd war
dabei eine 4-jahrige Stute, das alteste Pferd war eine 22-jahrige Stute. Insgesamt
gab es keinen signifikanten Unterschied beziiglich der Altersverteilung zwischen den

drei Behandlungsgruppen. Die Halfte der Studienpferde wurden als Reitpferde im
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Bereich der Dressur genutzt. Weitere 10% waren als Springpferde im Einsatz. Aus
der Disziplin der Vielseitigkeit war ein Studienpferd vertreten, ebenso aus dem
Bereich der Zucht. Bei den verbleibenden 33,3% der Pferde handelte es sich um
Freizeitpferde.

In Bezug auf die Geschlechterverteilung waren insgesamt 9 Stuten (30%) und 21
Wallache (70%) vertreten. Die Verteilung des Ko&rpergewichts bezog sich bei
Uberwiegend Warmblutpferden zwischen 450 und 680kg. Der Mittelwert lag im
Gesamtkollektiv bei 573kg.

Erkrankungsdauer

Die Erkrankungsdauer wurde im Rahmen des Vorberichts ermittelt. Bei zwei

Studienpferden war der Beginn der Erkrankung nicht mehr zu eruieren.

Tab. 4: Erkrankungsdauer in Monaten

Gruppe MW SD Med Min. Max. N
Insgesamt 14,70 23,70 5,5 0,5 120 28
Placebo 11,11 11,62 9 0,5 35 9
B 18,17 38,89 2,5 0,75 120 9
C 14,80 14,01 8,5 1 36 10

Der Mittelwert der Erkrankungsdauer betrug bei den restlichen 28 Pferden 14,7
Monate. Der Median lag deutlich darunter, bei 5,5 Monaten.

Betrachtet man die einzelnen Behandlungsgruppen separat, so zeigt sich in der
Gruppe A ein Median von 9 Monaten Erkrankungsdauer. Bei Pferden in Gruppe B
bestand eine Erkrankung des Fesseltragers im Median seit 2,5 Monaten, und in
Gruppe C seit 8,5 Monaten. In jeder Gruppe befanden sich je zwei Pferde welche vor

4 Wochen oder weniger erkrankten.
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Abb. 13: Einteilung der Lokalisationen (modifiziert nach Nickel et al. 2001)

Bei der erkrankten Struktur handelte es sich bei 9 Pferden (30%) um den M.
interosseus medius einer Vordergliedmale, bei 21 Pferden (70%) war diese Struktur

einer Hintergliedmale betroffen.
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Tab. 5: Betroffene GliedmaRe und Lokalisation

GliedmaRe Lokalisation Anzahl an Pferden  Anteil in Prozent
Vorderbein 3,3%
3,3%
0,0%
3,3%
0,0%
0,0%
6,6%
13,3%
10,0%
13,3%
6,6%
0,0%
0,0%
0,0%
30,0%
10,0%

Hinterbein

O |N[|O|B|W|IN| 2| ([N|O|O|A]|WIN| =
WIOO|O|O(N|[A~|W|A[N|O(O|=2 O~

Insgesamt erkrankten 11 Pferde (37%) im proximalen Bereich (Lokalisation 1-3) und
18 Pferde (60%) an den Schenkeln des Fesseltrédgers. Ein Pferd war von einer
Lasion des mittleren Fesseltragerkdrpers betroffen. 21 der 30 (70%) Studienpferde
erkrankten an der Hintergliedmale. Insgesamt bildet die Lokalisation des lateralen
Fesseltragerschenkels der HintergliedmalRe mit 9 Studienpferden (30%) die am

haufigsten erkrankte Struktur des M. interosseus medius in dieser Studie.

Fehlstellungen

Bei 23 der 30 Studienpferde zeigte sich eine Fehlstellung. Bei 11 Pferden (47,8%)
handelte es sich dabei um eine vermehrte Durchtrittigkeit im Fesselgelenk. Weiter
zeigten 9 Pferde (39,1%) eine vermehrte FuBung auf der Aufientrachte des Hufes,
bzw. flhrten die gesamte GliedmalRe nach aulen. Als ebenfalls auftretende
Fehlstellung war bei 2 Pferden (8,7%) eine gerade Winkelung im Sprunggelenk zu
beobachten. Eines der Studienpferde (4,3%) besal’ an betroffener Gliedmalie einen
Bockhuf.
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8.2 Ergebnisse der klinischen und sonographischen Untersuchungen

Die Ergebnisse der klinischen und sonographischen Untersuchung werden in diesem
Teil der Studie nur kurz erldutert. Details der Untersuchungen und graphische
Darstellungen kénnen der vorangegangenen Arbeit (Banse 2011) entnommen
werden, ebenso die statistische Datenerhebung und Verarbeitung. Die
Untersuchungen wurden mit Hilfe von gescorten Werten festgehalten und
miteinander verglichen. Die Einteilung der Score-Werte wurde im Kapitel der
Methode dieser Arbeit genauer dargestelit.
Folgende Parameter wurden erhoben:

* Schwellung

* Lahmheitsgrad

e Ultraschall-Score

Schwellung

Das Schwellungsausmal der Gliedmalen hat im Verlauf der Untersuchungsperiode
von insgesamt 3 Monaten in allen drei Gruppen abgenommen. Vor allem innerhalb
der ersten 6 Wochen war eine Verringerung der Umfangsvermehrung festzustellen.

Zwischen den 3 Therapiegruppen war kein signifikanter Unterschied nachzuweisen.

Lahmheitsgrad

1. Eingangsuntersuchung:
Zu Beginn der Studie zeigten insgesamt 28 von 30 Pferden eine Lahmheit.
Das Erscheinungsbild der Lahmheit zeigte sich als eine undeutlich
geringgradige bis mittelgradige, gemischte Lahmheit. Auf weichem Untergrund
verstarkte sich die Lahmheit im Vergleich zur Bewegung auf hartem Boden.
Im Falle der Erkrankung des Fesseltragerursprungs zeigten die Pferde eine
vermehrte Hangbeinlahmheit mit Verkiirzung der Vorfihrphase. Diese Pferde
zeigten zuséatzlich auf gebogener Linie, mit dem betroffenen Bein auf der
AulRenhand geflhrt eine deutlichere Lahmheit, sowie vermehrte

Schmerzhaftigkeit in engen Wendungen.
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Pferde mit einer Erkrankung eines Fesseltragerschenkels zeigten hingegen

eine vermehrte Stltzbeinlahmheit.

Kontrolluntersuchung 1:

Zum Zeitpunkt der ersten Kontrolluntersuchung bestand ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen den 3 Behandlungsgruppen.

Die Placebogruppe (A) hob sich unter den 3 Therapiegruppen hervor. In
dieser Gruppe zeigten sich 5 von 6 Pferden, die bei der Erstuntersuchung eine
deutliche Lahmheit zeigten, lahmfrei. Damit verbesserte sich der Anteil der
lahmfreien Pferde von 10% auf 60%.

Auch die Pferde der anderen beiden Therapiegruppen zeigten insgesamt eine
Verbesserung der Lahmheit. Auch in Gruppe B (PRP) ist im Median die

Verbesserung der Lahmheit deutlich zu erkennen.

Kontrolluntersuchung 2:

Im zeitlichen Heilungsverlauf von 6 Wochen zwischen den beiden
Kontrolluntersuchungen zeichnet sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Behandlungsgruppen ab. Gruppe A und B verzeichneten eine geringere
Verbesserung als im ersten Zeitintervall. Die Ergebnisse von Gruppe C (MSC)
zeigten eine kontinuierliche Verbesserung Uber die drei

Untersuchungszeitpunkte.

Sonographische Untersuchungen

1.

Eingangsuntersuchung:

Die Gesamtheit aller Studienpferde zeigte bei der Untersuchung per
Ultraschall im Median eine Lasion des Typs 2,5. Dies Ergab sich aus den
Ergebnissen der Gruppe A (2,5), B (3,0) und C (2,0).

Alle Befunde lagen zwischen den Score-Werten 1 und 3.
Kontrolluntersuchung 1:

Bei der ersten Kontrolluntersuchung zeigte sich in allen Gruppen eine

Verbesserung des Median und des Mittelwertes. Der Median betrug zu
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diesem Zeitpunkt 2,0 (A), 2,0 (B) und 1,75 (C). Auf das Gesamtkollektiv

Ubertragen ergab sich ein Wert von 2,0.

3. Kontrolluntersuchung 2:
Auch bei der 3. Untersuchung zeigte sich eine weitere Verbesserung der
Werte in allen 3 Gruppen. Der Median sank auf 1,5 (A und B) und 1,0 (C).
Gruppenubergreifend ergab sich folglich der Wert 1,5.

Zusammenfassend wird deutlich dass in allen Gruppen eine Verbesserung des
sonographischen Befundes Uber den Verlauf der 3 Untersuchungen zu verzeichnen
war. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Verbesserung der

Untersuchungsbefunde und einer Behandlungsgruppe bestand nicht.

Auswertung der Fragebégen

Insgesamt wurden von den 30 verschickten Fragebégen 26 beantwortet
zurtickgeschickt. Von den 26 Pferden waren insgesamt 21 Pferde nach einem
Zeitraum von 6 Monaten nach Behandlungsbeginn lahmfrei. Weitere Informationen
kénnen ebenfalls der Vorgangerarbeit (Banse 2011) enthommen werden. Diese
Studie befasst sich einzig mit dem Zeitraum der selbst durchgeflhrten

Untersuchungen (12 Wochen).

8.3 Ergebnisse der Auswertung der elektronenmikroskopischen Bilder

Fur die elektronenmikroskopische Untersuchung der Biopsien des erkrankten
Fesseltragers wurden insgesamt 6 Bilder pro Gewebeprobe bzw. pro
Untersuchungszeitpunkt erstellt. Von den entstandenen Aufnahmen wurden je 4 der
6 Bilder ausgewéanhlt und ausgewertet. Dabei wurde nach dem Kriterium der mdglichst
grof¥flachigen, exakten Darstellung der Kollagenfibrillen im Querschnitt vorgegangen.
Insgesamt konnten bei 24 von 30 Pferden (72%) je 4 Bilder pro
Untersuchungszeitpunkt verwendet werden. Bei 3 Pferden ergab sich bei der Probe
der Erstuntersuchung nur ein auswertbares Bild. Bei einem Pferd traf dies auf die
Erstuntersuchung und die 2. Kontrolle zu. Bei einem weiteren Pferd war zum
Zeitpunkt der 1. Kontrolle kein Bild verwendbar. Bei anderen weiteren Pferden

konnte zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung nur ein Bild, zum Zeitpunkt der 1.
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Kontrolle 3 Bilder und zum Zeitpunkt der 2. Kontrolle reguldr 4 Bilder ausgewertet
werden.
FUr jedes der ausgewahlten Zahlfenster (1 Zahlfenster pro Bild von 1,5 x 1,5 ym
Grolde) wurden folgende Parameter, mit Hilfe des Programms Image J, ermittelt:

* Fibrillenanzahl pro Zahlfenster

* Flache der einzelnen Fibrillen

* Durchmesser der einzelnen Fibrillen (kleinster Durchmesser)

* Umfang der einzelnen Fibrillen

* Fibrillenanteil (= Prozentualer Anteil der mit Fibrillen bedeckter Flache im

Vergleich zur Gesamtflache)

* Fibrillendichte (= Anzahl der Fibrillen pro Flacheneinheit)

Aufgrund des grolRen Datenumfangs wurden die Einzelwerte fir die statistische
Weiterverarbeitung komprimiert. Pro Pferd und Untersuchungszeitpunkt wurden die
Werte der Einzelfibrillen der 4 verwendeten Bilder zusammengefasst. Um eine
mdglichst genaue Charakterisierung zu erhalten wurden in einem weiteren Schritt der
Mittelwert (MW), der Median (Med), die Standardabweichung (SA) und der mittlere
Quartilsabstand (MQA) berechnet. Der Fibrillenanteil sowie die Fibrillendichte wurden
pro Pferd und Untersuchungszeitpunkt durch den Mittelwert der 4 Bilder
reprasentiert. Mit diesem Datensatz wurden die anschlielienden Tests auf

statistische Signifikanz durchgefihrt.

Differenzanalyse

Um einen Unterschied im Verlauf der Studie festzustellen wurde eine
Differenzanalyse durchgefiihrt. Dabei wurden die errechneten Werte der
Erstuntersuchung den Werten der 2. Kontrolluntersuchung abgezogen. Ergebnis
dieser Analyse war kein signifikanter Unterschied zwischen der Erstuntersuchung
und der 2. Kontrolle sowie kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen

Behandlungsgruppen.

Einfluss des Lahmheitsgrades und des Ultraschallscores auf die Ultrastruktur
des Fesseltragers
Die im Laufe der klinischen Studie ermittelten Lahmheitsgrade und Scores der

sonographischen Untersuchungen erwiesen keinen signifikanten Einfluss auf das
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ultrastrukturelle  Erscheinungsbild (eletronenmikroskopische Darstellung) der

untersuchten Bereiche der Sehnen.

8.3.1 Ergebnisse der ultrastrukturellen Untersuchungen der drei

Therapiegruppen im Vergleich hinsichtlich einzelner Messparameter

Fibrillendurchmesser

Der Durchmesser der Fibrillen betrug einen Median von ~ 90-100nm. Minima
beliefen sich dabei auf Fibrillen mit Durchmessern von 66nm. Maxima reichten bis
hin zu 186nm dicken Fibrillen. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den Untersuchungszeitpunkten sowie zwischen den einzelnen Therapiegruppen.
Auch die statistischen Analysen der Mittelwerte, des MQA und der SA ergaben
keinen signifikanten Unterschied bezliglich des Beobachtungszeitraumes und der

Therapiegruppen.

Tab. 6: Darstellung der Mediane des Fibrillendurchmessers in nm

Zeitpunkt Gruppe Mittelwert SD VK Min. Max.
Erstuntersuchung Insgesamt 92.608 16.128 17416 66.357 125.24
Placebo 91.767 16.986 .18510 68.014 125.24
B 93.704 10.804 .11530 72.458 108.64
C 92.352 20.754 22472 66.357 124.24
1. Kontrolle Insgesamt 94.351 14.419 .15283 69.202 128.56
Placebo 95.587 14.843 .15529 74.406 128.56
B 97.643 15.813 16195 69.202 126.93
C 90.152 13.120 .14553 70.411 120.60
2. Kontrolle Insgesamt 96.940 23.815 24567 69.028 185.73
Placebo 89.683 10.488 11695 75.478 106.40
B 98.149 20.850 21243 70.010 141.22
C 102.99 34.381 .33384 69.028 185.73
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Darstellung der Fibrillendurchmesser der einzelnen Therapiegruppen im

Verlauf
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Abb. 14: Anteile Fibrillendurchmesser Gruppe A (Placebo) im Verlauf

In Gruppe A ist zu erkennen dass bei der Erstuntersuchung die dinnen Fibrillen mit
Durchmessern bis zu 80nm vermehrt einen gréfleren Anteil der ausgewerteten
Fibrillen darstellen im Vergleich zu den Kontrolluntersuchungen. In der
GroRenordnung von Fibrillen mit Durchmessern von 80-120nm liegt der
Fibrillenanteil der Erstuntersuchung im niedrigeren Bereich als der Anteil der zwei
Kontrolluntersuchungen. Im Bereich dickerer Fibrillen gleicht sich das Verhaltnis aus
und es findet sich kein geringerer Anteil an Fibrillen im Bereich von >130 nm im
Vergleich zu den Kontrolluntersuchungen. Vergleicht man die Verteilung der
Fibrillendurchmesser der beiden Kontrolluntersuchungen so erscheint die
Ultrastruktur der 1. Kontrolluntersuchung insgesamt mit dickeren Fibrillen als die 2.
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Kontrolluntersuchung. Der Fibrillenanteil der 2. Kontrolle Ubertrifft im Bereich von 40-
80nm Durchmessern den Fibrillenanteil der 1. Kontrolle. Fibrillen mit Durchmessern
von 90-160nm sind vermehrt bei der 1. Kontrolle vorzufinden im Vergleich zur 2.

Kontrolle.
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Abb. 85: Anteile Fibrillendurchmesser Gruppe B im Verlauf

In Gruppe B zeigt sich im Bereich der Fibrillen mit Durchmessern von 100-140 zum
Zeitpunkt der 1. Kontrolluntersuchung ein gréRerer Anteil an Fibrillen als zum
Zeitpunkt der Erstuntersuchung und der 2. Kontrolle. Im Bereich noch dickerer
Fibrillen (140-170nm) Uberwiegt die 2. Kontrolluntersuchung. Der Anteil dinner
Fibrilen mit Durchmessern von >80nm unterschieden sich die drei
Untersuchungszeitpunkte nicht deutlich voneinander. Einzig im Bereich von 60-70nm
zeigt sich bei der Erstuntersuchung ein héherer Anteil an Fibrillen als zum Zeitpunkt

der Kontrolluntersuchungen.
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Abb. 16: Anteile Fibrillendurchmesser Gruppe C im Verlauf

In Gruppe C dominieren Anteile kleiner Fibrillen bis 70nm bei der Erstuntersuchung.
Jedoch nur im Bereich von 50-60nm deutlich. Geringfligig ebenso im Bereich von
110-140nm. Fibrillen im mittleren Bereich von 70-110nm sind vorwiegend zu den

Zeitpunkten der beiden Kontrolluntersuchungen vorhanden.

Fibrillenflache

Die einzelnen Flédchen des Querschnitts der Kollagenfibrillen zeigen im Median
Werte von durchschnittlich ~ 4300 bis 6000 nm2. Das Spektrum reicht dabei von ca.
1100 bis 9200nm? Flache im Querschnitt. Bei den ermittelten Werten zeigt sich
zwischen den Untersuchungszeitpunkten sowie zwischen den 3 Therapiegruppen
kein signifikanter Unterschied. Gleiches gilt auch hier fir Berechnungen mit den
Mittelwerten, der SA und dem MQA.
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Tab. 7: Darstellung der Mediane der Fibrillenflache in nm?

Zeitpunkt Gruppe Mittelwert SD VK Min. Max.
Erstuntersuchung Insgesamt 4472.9 1608.9 .35970 2153.0 8188.0
Placebo 4373.7 1696.1 38779 2353.0 8188.0
B 4473.5 869.39 19434 2953.0 5681.0
C 4571.5 2164.9 47357 2153.0 7963.0
1. Kontrolle Insgesamt 4723.2 1652.2 .34981 1957.0 9192.0
Placebo 4779.5 1660.4 34740 2877.0 8951.0
B 5232.7 1988.5 .38001 1957.0 9192.0
C 4208.4 1289.8 .30648 2149.0 7027.0
2. Kontrolle Insgesamt 5267.6 3009.5 57132 2234.0 17284.
Placebo 4230.2 1004.0 23735 2989.0 5809.0
B 5531.2 2604.7 47091 2820.0 11394.
C 6041.4 4410.5 .73005 2234.0 17284.

Fibrillenumfang

Die Mediane des Fibrillenumfangs liegen im Mittel zwischen ~ 280 und 306nm.

Es liegt kein signifikanter Unterschied der Werte der einzelnen
Untersuchungszeitpunkte und der Werte der 3 Therapiegruppen vor. Im Median
lagen dabei Fibrillen des Umfangs von ~ 205 (Min.) bis 612nm (Max.) vor.

Auch in Bezug auf den Fibrillenumfang ergaben die statistischen Berechnungen der
Mittelwerte, SA und des MQA keinen signifikanten Unterschied zwischen den

Untersuchungszeitpunkten und den Therapiegruppen.
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Tab. 8: Darstellung der Mediane des Fibrillenumfangs in nm

Zeitpunkt Gruppe Mittelwert SD VK Min. Max.
Erstuntersuchung Insgesamt 294.46 57.759 19615 204.33 426.35
Placebo 295.30 61.191 20722 205.58 411.01
B 293.44 38.996 .13289 216.90 346.58
C 294.66 74.045 .25129 204.33 426.35
1. Kontrolle Insgesamt 296.60 48.911 .16490 214.15 407.14
Placebo 301.21 49.253 .16352 234.56 402.18
B 305.64 49.984 .16354 226.72 403.56
C 283.86 50.101 17650 21415 407.14
2. Kontrolle Insgesamt 305.61 83.098 27191 210.00 612.38
Placebo 283.20 46.250 16331 226.32 380.31
B 309.13 70.964 .22956 210.00 441.58
C 324.49 118.78 .36604 210.63 612.38

Fibrillendichte

Die Fibrillendichte stellt die Anzahl der Fibrillen pro Flacheneinheit dar. Die
Flacheneinheit betragt in diesem Fall das Zahlfenster von 2,25um? bzw.
2.250.000nm2. Im Mittelwert betragt die Dichte zwischen 116 und 147
Fibrillen/2,25um?. Die geringste Fibrillendichte betrdgt 38 Fibrillen/2,25um?, die
héchste Dichte betrdgt 208 Fibrillen/2,25um?. Es lasst sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Untersuchungszeitpunkten und den verschiedenen

Therapiegruppen feststellen.
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Tab. 9: Darstellung der Fibrillendichte

Zeitpunkt Gruppe Mittelwert SD VK Min. Max.
Erstuntersuchung Insgesamt 133.76 41.213 .30811 56.111 208.44
Placebo 147.08 36.730 24973 89.444 187.89
B 128.94 37.512 .29091 62.333 196.11
C 125.26 49.128 .39222 56.111 208.44
1. Kontrolle Insgesamt 129.73 28.618 .22060 69.778 199.67
Placebo 136.36 31.920 .23408 92.000 199.67
B 116.73 29.252 .25060 69.778 164.22
C 134.79 22.851 .16953 85.556 164.22
2. Kontrolle Insgesamt 123.87 37.474 .30253 38.000 188.89
Placebo 130.49 36.457 27939 79.667 188.89
B 121.24 37.505 .30933 65.444 172.11
C 119.88 41.416 .34548 38.000 178.44

Fibrillenanteil in Prozent
Der Fibrillenanteil betragt im Mittelwert zwischen 58 und 65%. Die Werte reichen
insgesamt von 45 bis 82%. Es l&sst sich kein signifikanter Unterschied zwischen den

Untersuchungszeitpunkten und den verschiedenen Therapiegruppen feststellen.

Tab. 10: Darstellung des Fibrillenanteils in %

Zeitpunkt Gruppe Mittelwert SD VK Min. Max.
Erstuntersuchung Insgesamt 61.196 8.0551 13163 45.367 77.054
Placebo 63.439 9.1676 14451 46.294 77.054
B 61.864 7.2006 11639 45.367 69.139
C 58.283 7.5939 .13029 45538 69.875
1. Kontrolle Insgesamt  63.862 7.4493 .11665 53.632 80.835
Placebo 64.005 6.6113 .10329 55.928 78.126
B 64.657 8.8964 13759 54.225 80.835
C 63.003 7.5568 11994 53.632 80.835
2. Kontrolle Insgesamt  60.509 10.189 .16839 44802 81.808
Placebo 59.707 8.8345 14796 48.793 76.025
B 59.442 10.093 16979 47.839 77.090
C 62.378 12.197 .19554 44802 81.808
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Ergebnisse der ultrastrukturellen Untersuchungen im Hinblick auf die
Erkrankungsdauer

Der Einfluss der Erkrankungsdauer wurde in Form einer zweifaktoriellen
Varianzanalyse in Zusammenhang mit den Werten der Differenzanalyse
(Differenzwerte) erfasst. Bei der Analyse der Standardabweichung und des MQA
zeigte die Erkrankungsdauer bezlglich der Messwerte Fibrillenumfang,
Fibrillenfliche und Fibrillendurchmesser einen signifikanten Einfluss. Zwischen den
einzelnen Therapiegruppen lasst sich dabei kein Unterschied festmachen. Der
Median und der Mittelwert der 3 erfassten Parameter waren von der
Erkrankungsdauer nicht signifikant beeinflusst.

In folgender Tabelle werden die negativen Steigungen der Variablen SD und MQA
der Fibrillenflache, des Fibrillenumfangs und des Fibrillendurchmessers dargestelit.
Die Variablen nehmen mit zunehmender Erkrankungsdauer um den jeweiligen Faktor
pro Zeiteinheit ab. Demzufolge zeigten Pferde mit lang bestehenden, chronischen
Fesseltragerschaden eine geringere SD und einen geringeren MQA in Bezug auf die
erfassten Parameter. Sie stellen somit ein einheitlicheres Bild an
Fibrillenquerschnitten dar. Ein abnehmender MQA zeigt dass 50% aller
Beobachtungswerte in einem schmaleren Bereich liegen. Ebenso die Abnahme der

SD besagt dass die Beobachtungswerte sich ndher am Mittelwert aufhalten.

Tab. 11: Darstellung der negativen Steigungen (Faktoren pro Zeiteinheit)
verschiedener Variablen der Differenzwertanalyse

Faktor pro Zeiteinheit

Differenzwert Gruppe A Gruppe B Gruppe C
SD Fléche -81,9149 -64,1693 -106,6239
MQA Flache -11,7545 -48,4762 -59,3715
SD Durchmesser -0,4516 -0,398 -0,5132
MQA Durchmesser -0,2036 -0,371 -0,4365
SD Umfang -1,0038 -1,4256 -2,2176
MQA Umfang -0,1286 -1,2463 -2,2349

In folgendem Abschnitt werden insgesamt 6 Pferde die zum Zeitpunkt der
Erstuntersuchung vor einem Monat oder weniger an eine Desmitis des Fesseltragers
erkrankten aufgefihrt werde. Aus Gruppe A (Placebo) handelt es sich um zwei

Pferde mit Erkrankungsdauern von 2 und 4 Wochen. Gruppe B vertreten Pferde mit
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Erkrankungsdauern von 2 und 3 Wochen. Aus Gruppe C werden 2 Pferde mit
Erkrankungsdauern von 4 Wochen aufgefihrt.

Die Darstellung der Erkrankungszeitraume von 2 und 24 Wochen werden mit
entsprechenden Pferden ohne Beriicksichtigung ihrer Therapiegruppe dargestelit.

Da die GruppengréfRe von 2-4 Pferden keine statistische Aussage zuldsst werden die

Ergebnisse rein deskriptiv behandelt.
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Abb. 17: 2 Pferde aus Gruppe A mit 0,5 und 1 Monat Erkrankungsdauer

Bei der Betrachtung der beiden Pferden aus Gruppe A mit Erkrankungsdauern von
0,5 und einem Monat zeigt sich deutlich ein héhere Anteil kleiner Fibrillen im Bereich
von >80nm Durchmesser zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung. Im Laufe der 1.
Kontrolle zeigt sich der héchste Anteil an Fibrillen im Bereich von 100-150nm
Durchmesser. Fibrillen der Gré3enordnung 80-100nm dominieren zum Zeitpunkt der

2. Kontrolluntersuchung.
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Abb. 18: 2 Pferde aus Gruppe B mit 0,75 und 1 Monat Erkrankungsdauer

In Gruppe B zeigt sich bei den 2 untersuchten Pferden mit 0,75 und 1 Monat
Erkrankungsdauer ebenfalls ein hdherer Anteil dinner Fibrillen (<80nm) zum
Zeitpunkt der Erstuntersuchung. Das Verteilungsbild der Fibrillen ahnelt sehr dem
aus Gruppe A. Zum Zeitpunkt der 1. Kontrolle zeigen sich héhere Fibrillenanteile im
Bereich von 100-150nm. Zum Zeitpunkt der 2. Kontrolle zeigen sich hdhere

Fibrillenanteile im mittleren Bereich von 20-100nm.
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Abb. 19: 2 Pferde aus Gruppe C mit 1 Monat Erkrankungsdauer

In Gruppe C zeigt sich bei 2 Pferden mit 1 Monat Erkrankungsdauer ein
unterschiedliches Bild im Vergleich zu den Gruppen A und B. Kleine Fibrillen
(>60nm) sind zum Zeitpunkt der 1. Kontrolle am haufigsten. Zum Zeitpunkt der
Erstuntersuchung Uberwiegen vor allem Fibrillen mit Durchmessern von 80-110nm.
Besonders grof3e Fibrillen (150-210nm) haben ihren gréfiten Anteil zum Zeitpunkt

der 2. Kontrolle.
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Abb. 20: 4 Pferde mit 24 Monaten Erkrankungsdauer aus den Gruppen A, B und
C (2 Pferde)

Bei den insgesamt 4 Pferden mit Erkrankungsdauern von 24 Monaten aus allen drei
Therapiegruppen zeigt sich ein deutlich héherer Anteil dinner Fibrillen (<70nm) zum
Zeitpunkt der Erstuntersuchung. Die beiden Kontrolluntersuchungszeitpunkte

unterscheiden sich nur unwesentlich voneinander.

8.3.2 Ergebnisse des ultrastrukturellen Vergleichs der erkrankten Fesseltrager

mit denen gesunder Pferde

Die erfasste Ultrastruktur der Fesseltrédger der Studienpferde wurde abschliel3end mit
den Ergebnissen der vorangegangenen gleichermalien verlaufenen Studie an
Schlachtpferdebeinen verglichen. Die Methode der Elektronenmikroskopie wurde bei

den makroskopisch unauffalligen Fesseltragern der Schlachtpferde nach gleichem
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Vorgehen dieser Studie durchgefiihrt. Insgesamt wurden aus den 8 verschiedenen
Lokalisationen (Einteilung identisch zur klinischen Studie) pro Pferdebein je eine
Gewebeprobe analysiert. Die Ergebnisse der beiden Studien wurden anhand ihrer
Lokalisation miteinander verglichen. Von den Studienpferden der klinischen Studie
wurden die Ergebnisse der Erstuntersuchung mit den Ergebnissen der
Schlachtpferdeuntersuchung verglichen. Bei der statistischen Analyse der
Signifikanzen wurde auf das Studienpferd welches an Lokalisation 4 erkrankte
verzichtet, da es sich um das einzige Pferd dieser Lokalisation handelt. Dieser
Einzelfall hatte weniger Aussagekraft als die Ergebnisse der Lokalisationen 1-3 und

7-8, welche bei mehreren Pferden betroffen waren.

Tab. 12: Darstellung der Signifikanzen im Vergleich der Ergebnisse aus Teil Il

und Teil Ill der Gesamtstudie. Rot = signifikant, Blau = Trend, grenzwertige
Signifikanz
Lokalisationen: Lok. 1 Lok. 2 Lok.3 Lok.7 Lok. 8
Fibrillenflache MW 0,34 0,88 0,23 0,31 0,021
Med 0,058 0,051 0,051 0,0086 0,020
SA <0,0001 0,0078 0,52 0,0003  <0,0001
MQA 0,057 0,82 0,43 0,21 0,0078
Fibrillendurchmesser MW 0,94 0,44 0,13 0,81 0,14
Med 0,18 0,063 0,069 0,090 0,18
SA <0,0001 0,0083 0,30 0,0003  <0,0001
MQA 0,001 0,23 0,70 0,023 0,0004
Fibrillenumfang MW 0,52 0,33 0,42 0,85 0,20
Med 0,073 0,0078 0,046 0,043 0,12
SA <0,0001 0,016 0,48 0,0008  <0,0001
MQA 0,010 0,96 0,98 0,067 0,0024
Fibrillendichte MW 0,12 0,77 0,22 0,41 0,0014
Fibrillenanteil in % MW 0,40 0,59 0,29 0,30 0,44

Fibrillenflache

Die Fibrillenflachen der Studienpferde unterscheiden sich in ihren Medianen
signifikant in den Lokalisation 2, 3, 7 und 8. Lokalistion 1 weist in ihren Medianen
einen Trend zur Signifikanz auf. Die Mittelwerte der Fibrillenflachen weisen lediglich
in einer Lokalisation (Lok. 8) einen signifikanten Unterschied auf. Die
Standardabweichung der Fibrillenflache der erkrankten Studienpferde unterscheidet

sich in den Lokalisationen 1, 2, 7 und 8 signifikant von den Werten gesunder Pferde.
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Bezlglich des mittleren Quartilsabstands I&sst sich ein signifikanter Unterschied der

beiden Gruppen in Lokalisation 1 und 8 feststellen.

Fibrillendurchmesser

Die Mittelwerte der analysierten Fibrillendurchmesser weisen in keiner der
Lokalisationen einen signifikanten Unterschied auf. Hinsichtlich ihrer Mediane zeigt
sich ein signifikanter Unterschied beider Gruppen in den Lokalisationen 2 und 3.

Die Standardabweichung unterscheidet sich signifikant in der Lokalisationen 1, 2, 7

und 8, ebenso der mittlere Quartilsabstand, ausgenommen in Lokalisation 2.

Fibrillenumfang

In Bezug auf die errechneten Mittelwerte des Kollagenfibrillenumfangs gibt es keinen
signifikanten  Unterschied zwischen den erkrankten und den gesunden
Pferdesehnen. Die Mediane hingegen unterscheiden sich signifikant im Bereich der
Lokalisationen 2, 3 und 7, ebenso die Standardabweichung zuziglich bei
Lokalisation 8. Der mittlere Quartilsabstand zeigt in den Lokalisationen 1 und 8 einen
signifikanten Unterschied beider Gruppen sowie einen Trend zur Signifikanz in

Lokalisation 7.

Fibrillendichte
Die Fibrillendichte weist allein in Lokalisation 8 einen signifikanten Unterschied

beider Gruppen auf.

Fibrillenanteil in %
Der Fibrillenanteil in % weil3t keinerlei signifikanten Unterschied zwischen den beiden

Gruppen vor.

8.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Die angewandte Methode und die statistisch erfassbaren Ergebnisse lassen
zusammenfassend keinen ultrastrukturellen Unterschied der erkrankten Bereiche des
M. interosseus medius der Studienpferde der drei Therapiegruppen erkennen. Auch
hinsichtlich der drei unterschiedlichen Untersuchungszeitpunkte gibt es keinen, die

analysierte Kollagenfibrillenstruktur betreffenden, signifikanten Unterschied. Die
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Differenzanalyse spiegelt dieses Ergebnis ebenfalls wider. Aus der
vorangegangenen klinischen Studie wurde der Lahmheitsgrad und der das Gewebe
charakterisierende  Score-Wert, ermittelt im Zuge der sonographischen
Untersuchung, aufgegriffen und statistisch mit den Ergebnissen der
elektronenmikroskopischen Untersuchung verglichen. Beide Werte weisen keinen
Einfluss auf das erfasste ultrastrukturelle Erscheinungsbild der erkrankten Bereiche
der Sehnen auf.

Die Erkrankungsdauer der Patienten zeigt jedoch in Bezug auf die Werte der
Standardabweichung und der mittleren Quartilsabstdnde einen signifikanten Einfluss
auf den erfassten ultrastrukturellen Gewebeaufbau. Pferde mit lang anhaltender
Erkrankung des M. interosseus medius zeigen eine Abnahme der Werte der SA und
des MQA in Bezug auf die Messparameter Fibrillenflache, Fibrillendurchmesser und
Fibrillenumfang. Diese Erscheinung ist nicht gruppenspezifisch sondern bezieht sich
gruppenunabhdngig auf alle Studienpferde. Zusammenfassend bleibt diese

Erscheinung der einzig signifikante Einflussfaktor.

Im Vergleich der erkrankten Fesseltrdgerbiopsien der Studienpferde zu den
gesunden Sehnenproben gewonnen von Schlachtpferden zeigt sich eine Vielzahl
signifikanter Unterschiede. Vor allem im Bereich der Werte des Median und der
Standardabweichung gibt es gehauft signifikante Unterschiede.

Die Kenngrélien der Gesamtanzahl an Fibrilen und des Kollagengehalts
(Fibrillenanteil in % und Fibrillendichte) weisen lediglich in einer Lokalisation einen
Unterschied beider Gruppen auf. Zusammenfassend kann ein deutlicher Unterschied
der Grélenanordnung der einzelnen Fibrillen festgehalten werden. Hinweis darauf
geben die Unterschiede der Mediane und der Standardabweichungen, welche eine
unterschiedliche Anordnung der Fibrillen um den Mittelwert anzeigen. Auch die
unterschiedliche Verteilung der Fibrillendurchmesser stitzt diese Erkenntnis. Der
deutlich héhere Anteil an Kollagenfibrillen mit Durchmessern von >120nm ist hierbei
besonders zu betonen. Am erkrankten Gewebe l&sst sich jedoch im Vergleich zu
gesundem Sehnengewebe kein Unterschied im Hinblick auf den Kollagengehalt an

sich feststellen.
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9. Diskussion

9.1 Zielsetzung

Die Erfassung der kollagenen Struktur des M. interosseus medius und sein
Heilungsverhalten sind durch die ultrasonographische Bildgebung nur begrenzt
maoglich. Die Untersuchung auf ultrastruktureller Ebene mittels
Elektronenmikroskopie stellt eine etablierte Méglichkeit dar, die GréRe und Verteilung
der Kollagenfibrillen darzustellen.

Ziel dieser Studie ist die Charakterisierung der kollagenen Struktur des erkrankten
Gewebes des M. interosseus medius. Im Studienverlauf wurde zudem das
Heilungsverhalten der Kollagenfibrillen Uber einen Zeitraum von 12 Wochen
untersucht. Ein weiteres Ziel dieser Studie war der Einfluss regenerativer Therapien
(PRP, MSC) auf das Heilungsverhalten des M. interosseus medius. Dem Grolteil der
bisher veréffentlichten Studien Uber den therapeutischen Einsatz von PRP und MSC
fehlt eine Kontrollgruppe, oder es handelt sich um kinstlich gesetzte
Sehnenldsionen. Im Anbetracht des haufigen Einsatzes beider Agenzien in der
orthopadischen Pferdemedizin sind klinische Studien mit Kontrollgruppen erforderlich
(Koch et al. 2009, Taylor er al. 2007). Aus diesem Grund wurde diese Studie als
quantitative, prospektive Doppelblindstudie entworfen und umgesetzt.

In dieser Arbeit lag der Schwerpunkt bei der Analyse der kollagenen Struktur des
erkrankten M. interosseus medius. Die vorangegangene Arbeit (Teil 1) befasste sich
mit der klinischen und ultrasonographischen Untersuchung der 30 Studienpferde.
Eine detaillierte Darstellung der drei Therapiegruppen und der verwendeten

Therapeutika sind der Vorgangerarbeit zu enthehmen (Banse 2011).
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9.2 Kritik der Methode

9.2.1 Bioptatentnahme

Die Entnahme der Gewebeproben des Fesseltragers wurde zu jedem Zeitpunkt von
derselben Person durchgefthrt. Hilfestellung boten dabei zwei weitere Personen.
Eine Hilfsperson befand sich am Kopf des Pferdes, eine weitere Person hielt die
betroffene Gliedmalle angebeugt. Die Handhabung der Biopsienadel und die
korrekte Einfihrung der Nadel in das Zielgewebe wurden im Vorfeld an
Schlachtpferdebeinen gelbt. Die Entnahme erfolgte jeweils direkt nach der
ultrasonographischen Untersuchung. Der Untersucher flhrte die Biopsienadel blind
in den erkrankten Bereich ein. Dies erforderte eine genaue Vorstellung der
Lokalisation der Lasion. Ebenso musste durchdacht werden welche Gewebepartie in
der Aussparung des Stiletts zum liegen kommt und herausgetrennt wird. Da die
Aussparung 3mm von der Spitze der Nadel entfernt war musste diese um die Distanz
von 3mm Uber das erkrankte Gewebe hinaus geschoben werden. Die durchfihrende
Person wies langjéhrige Erfahrung in der Diagnostik und Therapie von
Sehnenerkrankungen beim Pferd auf. Fundierte anatomische Kenntnisse der
untersuchten Region waren vorausgesetzt. Da es sich bei den vorhandenen
Lasionen um Areale von mindestens 2 x 2 cm handelte konnte von einer sehr hohen
Treffgenauigkeit des erkrankten Bereichs ausgegangen werden.

Beim Uben der Biopsieentnahme stellten sich zwei limitierende Faktoren heraus.
Bereiche des M. interossues medius welche dem Knochen (MC I, MT Ill) anliegen
sind schwer zu beproben da die Biopsienadel auf den Knochen trifft und somit nicht
weit genug in das Zielgewebe vorgeschoben werden kann. Die Aussparung der
Biopsienadel kann also nicht bis in den knochennahen Randbereich vorgeschoben
werden. Ebenfalls aus anatomischen Griinden nicht zu erreichende Areale waren die
an die Griffelbeine angrenzenden Bereiche. Somit konnten im proximalen Abschnitt
des Fesseltrdgers der laterale und der mediale Randbereich nicht durch die
angewandte Methode beprobt werden. Fir diese Studie stellten sich diese Faktoren
jedoch zweitrangig dar. Die erkrankten Bereiche waren entsprechend grof3 und somit

in jedem Fall mit dieser Methode gut zu erreichen.
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Schmerzreaktionen in Form von Abwehrreaktionen fielen bei allen Eingriffen gering
aus. Die Sedation mit 0,01 mg/kg Kérpergewicht Detomidinhydrochlorid sowie die
lokale Anéasthesie von 2ml ,Minocain 2%®“ als subkutanes Depot schien
ausreichend. Bei im Vorfeld unruhigen Pferden wurde zuséatzlich eine
Oberlippennasenbremse zur Ruhigstellung verwendet. Die Gefahr der Verletzung der
angrenzenden Strukturen wie die A. u. V. digitalis palmaris bzw. plantaris communis
bleibt bei Abwehrreaktionen bestehen, kann jedoch durch verwendete Mallhahmen
erheblich reduziert werden. Ahnliche Erfahrungen machte Wagels (2000) bei der
Entnahme von Feinnadelbiopsien an der oberflachlichen und tiefen Beugesehne. In
dieser Studie wurde das Bioptatenthahmegerat Manan ,Pro-Mag 2.2“ verwendet. Es
handelt sich dabei um eine nach Auslésen automatisch einstechende Kanule mit
Federmechanismus. Insgesamt bietet das Geréat eine einfache Handhabung. Einzig
stérend ist das Gerdusch des Auslésemechanismus. Davon kann sich ein Pferd
erschrecken und somit durch Abwehrbewegungen Verletzungen herbeifiihren und
die sachgemalie Bioptatentnahme verhindern. Die in dieser Studie verwendete
.Biopsienadel 18 — G x 3" der Firma Dispomed Witt oHg“ erwies sich als einfach in
der Handhabung und gut platzierbar. Als problematisch anzusehen war jedoch ein
mogliches Abbiegen der Nadel wahrend der Bioptatentnahme. Dadurch kann es zur
Entnehme nicht reprasentativen Gewebes kommen. Dieses Problem wurde bereits
von anderen Autoren berichtet. Rihmann (1999) erhielt bei 11 von 58 gewonnenen
Sehnenbiopsien Gewebe mit Haut- und Unterhautanteilen.

Das unterschiedliche Erscheinungsbild der Kollagenfibrillen der entnommenen
Biopsien dieser Studie im Vergleich zu den Ergebnissen der Studie an
unveranderten Schlachtpferdebeinen (Teil Il der Gesamtstudie) lasst auf eine
Probenentnahme in erkranktem Gewebe schlieBen. Insgesamt enthielten alle
Gewebeproben Sehnengewebe. Keine der enthommenen Proben enthielten Anteile
anderen Gewebes (Haut, Unterhaut).

Die Blutungen im Anschluss an die Entnahme der Biopsien waren geringgradig und
durch verletzte HautgefédRe verursacht. Keines der Studienpferde wies nach
Bioptatenthnahme eine anhaltende Schwellung oder eine Lahmheit, bzw. eine
Verschlechterung der vorhandenen Lahmheit auf.

Die von Wagels (2000) etablierte Feinnadelbiopsie eines zentralen Gewebezylinders
aus der oberflachlichen und tiefen Beugesehne des Pferdes hat nach bisherigen

Erkenntnissen keinen Einfluss auf die spéatere Zugfestigkeit der Sehne und ist, wie
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auch in dieser Studie, zu keinem Zeitpunkt ultrasonographisch nachweisbar (Buck
2003, Wagels 2000). Die von Wagels (2000) und Rihmann (1999) untersuchten
histologische Verédnderungen des bioptieten Sehnengewebes wurden als
geringgradig eingestuft.

Im Fall dieser Studie wurde nach insgesamt 3maliger Biopsieentnahme im Abstand
von 6 Wochen kein Hinweis auf ein darauf entstandenes Rezidiv festgestellt. Die
Methode kann insgesamt, auch im Bereich des M. interosseus medius, als eine
Methode mit geringem Risiko betrachtet werden.

Die wiederholte Einflhrung der Biopsienadel in das erkrankte Gewebe &hnelt in
gewisser Weise der in der Vergangenheit praktizierten Methode des sog. Splitting.
Bei diesem Eingriff wurden durch kleinere perkutane oder die ganze Sehne langs
durchtrennende Inzisionen eine Aktivierung des Granulationsgewebes und eine
vermehrte  GefdReinsprossung induziert. Zudem verbessert Splitting die
Kommunikation zwischen dem Zentrum der Sehne, der Peripherie und dem
peritendindsen Gewebe (Henninger et al. 1992). Die Methode fand vor allem bei
chronischen Sehnenleiden sowie Erkrankungen des Fesseltrdgers Anwendung
(Knudsen 1976, Webbon 1979). Die meisten Pferde dieser Studie zeigten eine
chronische Desmitis des M. interosseus medius. Eine Verbesserung der Heilung
durch die 3malige Inzision durch die Biopsienadel wére demnach nicht
auszuschlielen. Eine Aktivierung des chronischen Prozesses in Folge einer
verbesserten Vaskularisierung ist mdglicherweise mit verantwortlich fir das
Voranschreiten des Heilungsprozesses. Umso wichtiger erschien aus diesem Aspekt
die Inzision und Applikation eines Placebos bei Gruppe A. Der mdégliche
heilungsférdernde Prozess kdnnte bei Verzicht auf jegliche Injektionen zu einer
benachteiligten Heilung in der Placebogruppe filhren, und somit zu falschen
Ergebnissen. Die Verbesserung der klinischen und ultrasonographischen
Untersuchung in Gruppe A bleibt in méglichem Zusammenhang mit dem
beschriebenen Effekt der wiederholten Inzision der erkrankten Struktur.

Aber auch Gruppe C koénnte von der Vorgehensweise profitiert haben. Da
Stammzellen chemotaktisch in Gebiete mit hoher Stoffwechselaktivitat und aktiven
Umbauprozessen migrieren kann die wiederholte Bioptatenthahme einen

Behandlungserfolgt mit MSC eventuell denkbar verbessern.
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9.2.2 Transmissionselektronenmikroskopie und Bildbearbeitung

Die Fixierung und Aufbereitung der Sehnengewebeproben erfolgte ohne

Komplikationen nach einem etablierten Protokoll.

Die entwickelten Bilder waren von guter Qualitat. Eine digitale Bildentwicklung stand
im auswertenden Labor zum Zeitpunkt der Studie zur noch nicht zur Verfiigung. Es
gibt keine Anhaltspunkte fir einen offensichtlichen Informationsverlust durch die
analoge Entwicklung der elektronenmikroskopischen Bilder mit anschlieRender

Digitalisierung durch Scannen der Fotoabziige.

Die Anwendung des Programms Image J stellte sich als einfach und Ubersichtlich
dar. Es handelt sich dabei um ein automatisches quantitatives Verfahren. Um eine
moglichst subjektive Darstellung der Ultrastruktur des Fesseltragers zu erzielen
wurde Wert darauf gelegt, sich nicht auf Score-Werte zu beziehen, um den Einfluss
der analysierenden Person zu unterbinden. Dies war auch wichtig da die
vorangegangene Arbeit an Gewebeproben von Schlachtpferden nach der gleichen
Methode untersucht wurde, jedoch von einer anderen Person.

Die Platzierung des Zahlfensters wurde nach bestmdéglicher Darstellung der
Kollagenfibrillen im Querschnitt gewahlt. Dabei konnte bei anndhernd gleich gut
geeigneten Arealen der Bereich frei gewahlt werden. Im Einzelfall schlie3t dies nicht
aus, dass eine gewisse Praferenz einer Flache mit dichter gelagerten Fibrillen
zugewiesen wurde. Dies geschah auch unter dem Aspekt, moglichst artefaktfreies
Gewebe darzustellen. Aufgelockerte Kollagenfibrillen k&nnten auch durch die
Aufarbeitung und das Schneiden im Vorfeld der Mikroskopie entstanden sein.

Die weitere Verarbeitung der Bilder, sowie die Erhéhung des Kontrastes wurden
individuell der Bildqualitdt angepasst. Bei ausreichend kontrastierten Fotos wurde
darauf verzichtet.

Die Bildscharfe und der Schwarz-Weil-Kontrast (Fibrillen, Nicht-Fibrillen) waren
insgesamt bei fast allen erstellten Bildern von guter Qualitdt. Von den 360
entwickelten Bildern waren insgesamt 335 Bilder (93%) auswertbar. Bei den nicht
verwendbaren Bildern waren mangelnder Kontrast und ungentigende Bildschérfe die
Kriterien, welche es dem Programm nicht ermdglichten, die einzelnen Fibrillen zu

identifizieren und voneinander abzugrenzen. In einigen Fallen waren auch keine
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Fibrillen im Querschnitt zu finden oder nur vereinzelt d.h. ein entsprechendes
Zahlfenster lies sich nicht finden.

Das erstellte Binary-Bild entsprach ebenfalls unterschiedlicher Qualitat entsprechend
der Bildscharfe und des Kontrasts des Originals. Geht man von einer Kreisflache aus
mit glatter Umrandung so ist deren Umfang deutlich kleiner als der Umfang einer
Kreisflache mit gezackter oder welliger Umfangslinie. Das gleiche gilt auch fir
Fibrillen die nicht direkt im Querschnitt angeschnitten wurden und sich somit als
Ellipsen darstellen. lhre Schnittflaiche ist entsprechend gréRer als die exakte
Querschnittsflache. So konnten die errechneten Messwerte wie der Fibrillenumfang
und die Fibrillenflaiche entsprechend abweichen. Diese Unterschiede zeigen sich
auch bei den Ergebnissen dieser Studie. So lassen sich eventuell signifikante
Unterschiede des Fibrillenumfangs, nicht aber der Fibrillendurchmesser, erklaren.

Bei der Messung des Fibrillendurchmessers wurde der kleinste Durchmesser
gewahlt. Dieser Messwert lasst sich am geringsten von den genannten Problemen
wie Bildscharfe- und Kontrast, sowie wellenférmige Umfangslinien und schrég
angeschnittenen Fibrillen, beeinflussen. Aus diesem Grund wurde auf die Verteilung
der Fibrillen unterschiedlichen Durchmessers genauer eingegangen.

Im  Vergleich zur Betrachtung von Sehnengewebe mit Hilfe von
Rasterelektronenmikroskopie bleibt die Transmissionselektronenmikroskopie auf
eine Eben zur Ansicht beschrénkt. Die von Buck (2003) durchgeflihrten
Untersuchungen an gesunden und erkrankten Pferdesehnen mit Hilfe von
Rasterelektronenmikroskopie erwiesen den Vorteil der Charakterisierung der
Fibrillenausrichtung. Ein eigens dafiir entwickeltes Score-System beschrieb dabei die
Faktoren Fibrillendichte, Fibrillenparallelitdt und Fibrillenlinearitdt zusammengefasst
als  Fibrillentexturzahl.  Trotz der Anhaltspunkte aus  Literatur und
Vergleichsprojektionen gesunder Pferdesehnen bleibt die Gefahr des subjektiven

Einflusses bei dieser Art der Bewertung bestehen.

9.3 Patientengut

Bei den Studienpferden handelte es sich um Pferde unterschiedlichen Alters und
unterschiedlicher Nutzung. Den Schwerpunkt bildeten jedoch Dressurpferde (50%)
und Pferde der Rasse Deutsches Warmblut (93%). Dieses Erscheinungsbild deckt

sich mit den Angaben der Literatur beztglich der Erkrankung aller Altersklassen und
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dem vermehrten Auftreten von Desmitiden des M. interosseus medius beim
Dressurpferd (Dyson u. Genovese 2002). Auch die haufiger betroffene Lokalisation
an der Hintergliedmale der Pferde dieser Studie (70%) stellt speziell beschrieben bei
Dressurpferden eine gesonderte Rolle. Die gewlnschte Lastaufnahme der
Hinterhand bei Lektionen der oberen Klassen fordert eine vermehrte Belastung der
Sehen- und Bandstrukturen der hinteren, distalen Gliedmale (Dyson u. Genovese
2002, Schulze u. Budras 2008). Erkrankungen dieser Art sind aus Klinischer
Erfahrung und deckender Angaben in der Literatur von schlechterer Prognose und
langerer Heilungsdauer als Erkrankungen des Fesseltrageapparates an der
VordergliedmalRe (Dyson 1994, Dyson et al. 1995, Lischer at al. 2006, Rijkenhuizen
at al. 2007).

Auch zu beobachten war das vermehrte Auftreten von Fehlstellungen der Gliedmale
bei den Pferden dieser Studie. 23 Pferde des Gesamtkollektivs zeigte bei der
klinischen Untersuchung eine Fehlstellung der erkrankten Gliedmalfie oder mehreren
GliedmalRen. Dies lasst die beschriebene Vermutung eines préadisponierenden
Zusammenhangs zwischen Fehlstellungen und Exterieurmangeln mit einer
Erkrankung des M. interosseus medius (Dyson et al. 1995, Dyson u. Genovese
2002, Moyer u. Raker 1980, Smith et al. 2002) auch in dieser Studie nachvollziehen.

9.3.1 Dauer der Erkrankung

Ziel dieser klinischen Studie war die Heilung auf natlrlichem Wege entstandene
Erkrankungen des Fesseltragers des Pferdes und deren Heilung zu analysieren.
Dabei wurde kein Unterschied zwischen akuten und chronischen Erkrankungen
gemacht. Wie bereits im Kapitel der Therapie von Fesseltragererkrankungen
besprochen, bleibt die Frage des optimalen Zeitraumes der Injektion der
Therapeutika (PRP und MSC) bestehen. Der Ideale Zeitpunkt hierfir wurde noch
nicht ausreichend belegt (Smith et al. 2003, Dahlgren 2009). Die Behandlung mit
PRP wird von vielen Autoren im Akutstadium aufgrund ihrer direkten
antiinflammatorischen Wirkung empfohlen (Argielles et al. 2008, Bosch et al. 2010a,
2011b). Von einigen Autoren wird sogar die mehrmalige Applikation von PRP von 2-3
mal im Abstand von 2 Wochen empfohlen (Arglelles et al. 2008, lonita 2010). Fur
MSC wird ein optimales Zeitfenster von 2-3 Wochen ab ca. einer Woche nach
Erkrankung gesehen (Dahlgren 2009, Lacitignola at al. 2008, Smith u. Webbon
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2005). In dieser Phase ist die initiale Entziindung und Einblutung abgeklungen und
es wird angenommen dass ein Granulationsbett mit addquater Angiogenese das
Uberleben der implantierten Zellen optimiert (Smith et al. 2003). Zudem tragen in
dieser Phase vorhandene Wachstumsfaktoren ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Proliferation und der Aufrechterhaltung des Differenzierungspotentials der MSC
(Colleoni et al. 2009). Bei der Behandlung zu einem spateren Zeitpunkt wird vermutet
dass bereits gebildetes Narbengewebe die erwiinschte therapeutische Wirkung der
Zellen nicht zulasst (Fortier u. Smith 2008). Bei den Erkrankungen des Fesseltragers
der Pferde dieser Studie handelt es sich zum Grolteil um chronische Erkrankungen.
6 der 30 Pferde haben eine Erkrankungsdauer von 4 Wochen oder weniger. Dieses
Erscheinungsbild hat unterschiedliche Ursachen. Erfahrungen aus der Praxis zeigen
dass die konkrete Diagnose eines Fesseltrdgerschadens oft nicht bei erstmaligem
Auftreten einer damit verbundenen Lahmheit gestellt wird. Haufig vergehen Wochen
mit vorangegangenen konservativen Therapien durch entzindungshemmende
Medikation und Boxenruhe. Erst bei anhaltender Lahmheit werden weitere
diagnostische Schritte eingeleitet. Die Entscheidung fiir eine Therapie mit MSC folgt
in vielen Fallen ebenfalls verzégert. Zu berlcksichtigen bleibt auch die
unterschiedliche Pathogenese der einzelnen Lasionen. Kommt es durch wiederholte
Uberbelastung zu fibrilldren Mikrol&sionen im Gewebe des Fesseltrdgers und werden
diese durch weitere Belastung zu grofleren Schaden, zeigt das Pferd unter
Umstanden eine wechselnde Lahmheit. Die erschwerte Diagnostik und die
verspatete Diagnosestellung machen es daher in der Praxis oft unmdglich eine
regenative Therapie im akuten Stadium der Erkrankung einzuleiten. Der weit
verbreitete Einsatz von PRP und MSC bei Erkrankungen unterschiedlicher Stadien
(akut und chronisch) gab Anlass auch chronisch erkrankte Pferde in die Studie
aufzunehmen. Fur folgende klinische Studien in gréolerem Umfang bleibt jedoch das
Ziel vergleichbare akute Fesseltragererkrankungen und die Wirksamkeit deren

Therapien zu untersuchen.

9.3.2 Betroffene Lokalisation und GliedmaRe

In dieser Studie litten 11 Pferde an einer Erkrankung im proximalen Teil des
Fesseltragers. 9 Pferde davon an der HintergliedmalRe. Wie in vorangegangenen

Studien beschrieben féllt die Prognose der Erkrankung dieses Abschnitts des
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Fesseltragers oft schlechter aus als bei selber Erscheinung an der Vordergliedmalie
(Dyson et al. 1995). Verantwortlich dafir ist die straffe Fascia plantaris. Diese spannt
sich an beiden Griffelbeinen heftend Uber den Fesseltragerursprung (Lempe 2007,
Lischer et al. 2006, Wissdorf et al. 2002). Bei 7 der 9 Pferde handelte es sich um
eine langwierige chronische Erkrankung von 6 Monaten und langer. Die beiden
restlichen Pferde erkrankten 2 und 4 Wochen vor Studienbeginn. Aus dieser Gruppe
zeigten insgesamt alle Pferde eine Verbesserung der Gewebestruktur bei der
ultrasonographischen Untersuchung. Die Lahmheit verbesserte sich bei 8 von 9
Pferden, jedoch erlangten nur 2 Pferde eine lahmfreie Bewegung zum Zeitpunkt der
2. Kontrolluntersuchung. Bei diesen Pferden handelte es sich um ein akut erkranktes
Pferd mit einer Erkrankungsdauer von 2 Wochen sowie ein chronisch erkranktes
Pferd mit einer Erkrankungsdauer von 26 Wochen. Ein Pferd mit einer Lasion im
proximalen Bereich des Fesseltrdgers blieb die gesamte Studie Uber klinisch
lahmfrei. Dieses Ergebnis schlief3t sich den Erkenntnissen der Literatur an.
Insbesondere Ursprungsdesmopathien kénnen diskontinuierlich sein und durch
Ruhepausen verschwinden, oder lediglich unter dem Reiter, bei Ausfiihrung vermehrt
belastender Lektionen, erkennbar sein (Lischer et al. 2006).

Der mittlere Bereich des M. interosseus medius als erkrankter bereich trat in dieser
Studie nur bei einem Pferd auf. Wie auch in der Literatur beschrieben treten diese Art
von Erkrankungen deutlich weniger haufig auf als eine Erkrankung der proximalen
und distalen Bereiche des Fesseltragers (Dyson u. Genovese 2002, Dyson et al.
1995, Moyer u. Raker 1980).

Am haufigsten von Erkrankungen betroffen waren in dieser Studie die
Fesseltragerschenkel bei 18 von 30 Studienpferden (60%). Unter diesen Pferden
zeigte sich der laterale Fesseltragerschenkel der Hintergliedmalde als am haufigsten
betroffene Struktur (30% der Gesamtstudienpferde). Bei allen Pferden handelte es

sich um eine einseitige Schenkeldesmitis des M. interoseus medius.

9.4 Diskussion der Ergebnisse

Aufgrund der Datenmenge der insgesamt 96.687 vermessenen Fibrillen wurden die
gesamten statistischen Tests mit folgenden zusammenfassenden Parametern pro
ausgewertetem Bild berechnet: Mittelwert, Standardabweichung (SD), Median und

mittlerer Quartilsabstand (MQA). Der mittlere Quartilsabstand wurde bewusst
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gewahlt um die Aufteilung der Fibrillen im Bereich von besonders dicken (>120nm)
oder besonders dinnen (<80nm) Fibrillen zu erfassen. Die Verwendung des Median
und des Mittelwertes in Kombination verfolgte ebenfalls das Ziel eine mdglichst
genaue  Charakterisierung der  Fibrilenanordnung zu  erhalten.  Zur
Veranschaulichung und graphischen Darstellung wurde die Unterteilung der
Fibrillendurchmesser in 10er Schritten gewahlt. Dabei konnte der prozentuale Anteil
von Fibrillen unterschiedlicher Durchmesser betrachtet und verglichen werden.

Bei der Prufung auf statistische Signifikanz zeigte sich bei allen erhobenen
Parametern kein Unterschied zwischen den drei Untersuchungszeitpunkten und den
drei Therapiegruppen.

Die Kollagenfibrillen wiesen im Median Durchmesser zwischen ca. 66 und 185nm
und Querschnittsflachen von 1.957 bis 17.284 nm? auf. Die Fibrillenverteilung zeigte
jeweils den groéBten Anteil der Fibrillen im Bereich von <80nm bis 100nm. Diese
beiden Gruppen bildeten zusammen Uber 65% der Fibrillen. Der kleinste Anteil an
Fibrillen befand sich im Bereich der Fibrillen mit Durchmessern von <120nm (ca. 8
bis 17% der Fibrillen). Die verbleibende Gruppe der Fibrillen mit Durchmessern von
100-120nm hielt sich im Bereich der Gréflenordnung von 16 bis 22% der
Gesamitfibrillen auf.

Trotz der fehlenden signifikanten Unterschiede konnten dennoch einige
Beobachtungen festgehalten werden. Zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung zeigt sich
vermehrt ein héherer Anteil diinner Fibrillen im Vergleich zu den Kontrollzeitpunkten.
Besonders deutlich zu erkennen war dies bei den akut erkrankten Studienpferden
aus Gruppe A und B. Im Bereich von Fibrillen mit Durchmessern von <80nm liegen
zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung deutlich mehr Fibrillen als zu den Zeitpunkten
der Kontrolluntersuchungen. Dieses Erscheinungsbild zeigte sich auch bei den 4
Pferden aus allen drei Therapiegruppen mit einer Erkrankungsdauer von 24
Monaten. Bei diesen Pferden lies sich ein ggr. héherer Anteil an Fibrillen mit
Durchmessern von <70nm beobachten. Umgekehrt sind im Bereich dickerer Fibrillen
die Anteile im Laufe der Kontrolluntersuchungen héher als bei der Erstuntersuchung.
Die beiden Kontrolluntersuchungen unterscheiden sich weniger deutlich
voneinander. In Gruppe A und B (gesamt und akut erkrankte Pferde) stellt sich ein
héherer Anteil an Fibrillen der Gréfdenordnung von 100-140nm zum Zeitpunkt der

ersten Kontrolle dar im Vergleich zum Zeitpunkt der 2. Kontrolle. In Gruppe C bilden
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Fibrillen im Bereich von 80-90nm zum Zeitpunkt der 1. Kontrolle den héchsten Anteil
im Vergleich zu den beiden anderen Untersuchungszeitpunkten.

Als weitere Beobachtung konnte festgehalten werden, dass in den Therapiegruppen
B und C ein geringfiigig héherer Anteil besonders dicker Fibrillen zu finden ist.
Fibrillen mit Durchmessern von 140-170nm sind in diesen beiden Gruppen vermehrt
vorhanden im Vergleich zu Gruppe A. In beiden Therapiegruppen B und C Uberwiegt
in diesem Bereich zudem der Fibrillenanteil der 2. Kontrolluntersuchung den Anteil
der ersten beiden Untersuchungszeitpunkte. Diese Beobachtungen Ilassen in
gewissem Malde auf einen méglichen, wenn auch in dieser Studie nicht signifikanten,
Einfluss der verwendeten Therapeutika (PRP und MSC) schlieRen. Méglicherweise
l&sst sich durch die Injektion von MSC oder PRP eine verbesserte Heilung durch die
Bildung von Kollagenfibrillen von Durchmessern von >140nm erzeugen. Ein
denkbarer limitierender Faktor der moglicherweise die Erfassung signifikanter
Unterschiede unterbunden hat ist die Gruppengréfe von 10 Pferden. Bei der
Betrachtung einer gréleren Anzahl an Patienten lage die Wahrscheinlichkeit héher
Unterschiede der untersuchten Ultrastruktur statistisch zu verifizieren. Zur genaueren

Erfassung sind Folgestudien in entsprechend grélRerem Umfang notwendig.

Um einen direkten Vergleich mit gesundem Gewebe des M. interosseur medius
durchzufihren wurde vor diesem Teil der Gesamtstudie eine Untersuchung nach
gleicher Methode an klinisch gesunden Gliedmassen von Schlachtpferden
durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden dann entsprechend ihrer Lokalisation mit den
Ergebnissen der Erstuntersuchung dieser Studie verglichen. Insgesamt wurden die
drei proximalen Lokalisationen und die beiden Fesseltragerschenkel verglichen. Das
im Bereich des Fesseltradgerkérpers erkrankte Pferd wurde aus der Vergleichsstudie
ausgeschlossen. Die Ergebnisse ergaben signifikante Unterschiede der SA des
Fibrillendurchmesser, der Fibrillenflache, und des Fibrillenumfangs bei 4 der 5
Lokalisationen. Ebenfalls signifikante Unterschiede zeigten die Werte des Median der
Fibrillenflache bei 4 der 5 Lokalisationen. Die 5. Lokalisation zeigte einen Trend zur
Signifikanz. Weiter zu nennen ist der signifikant unterschiedliche MQA in Bezug auf
die Fibrillendurchmesser bei Lokalisation 1, 7 und 8. Ein signifikanter Unterschied der
Lage des Median bedeutet eine unterschiedliche Verteilung der Beobachtungswerte.
Die zusatzliche Signifikanz der Darstellung der MQA und der SD untermauern diese

Erscheinung. Die Beobachtungswerte liegen somit anders um den Mittelwert und um
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den Median verteilt. Die Fibrillen liegen demnach in erkranktem Gewebe in
unterschiedlichen Anteilen in den einzelnen Grélkenordnungen vor im Vergleich zu

gesundem Gewebe.

Die Beurteilung der Qualitat der kollagenen Strukturen der Pferdesehnen beruht
auch in dieser Studie auf einer indirekten Einschatzung der einzelnen Fibrillen
anhand des Fibrillendurchmessers. Die genaue Kollagentypisierung des
Sehnengewebes des Pferdes ist aufgrund fehlender Kollagen Typ |- und Kollagen
Typ llI-spezifischer Antikdérper nicht méglich. Spezifische immunhistochemische und
immunelektronenmikroskopische  Untersuchungen sind somit bisher nicht
durchfuhrbar (Buck 2003). Einige vorangegangene Studien benutzten polyklonale
bovine Anti-Kollagen Typ | und lll Antikdrper (De Mattos Carvalho et al. 2011) zur
Charakterisierung von equinem Sehnengewebe. Andere Autoren gehen davon aus,
dass Fibrillen des Kollagentyp | beim Pferd mit Durchmessern von <80nm
anzusiedeln sind. Diese Ergebnisse gehen aus Untersuchungen von unreifem
Narbengewebe hervor (Becker et al. 2001, Goodship et al. 1994). Eine zeitgleiche
elektronenmikroskopische Untersuchung und eine immunhistochemische bzw.
biochemische Untersuchung sind bei der Grélke des entnommenen Bioptats der
Feinnadelbiopsie, wie sie in dieser Studie Verwendung zeigte, nicht méglich. Die
Charakterisierung der Fibrillen wurde in dieser Studie automatisiert quantitativ
anhand ihrer gemessenen Parameter (Durchmesser, Querschnitts-Umfang, und
Flache) vorgenommen.

Wie bereits Parry et al. (1987a) feststellten steht die mechanische Belastbarkeit von
Sehnen im Zusammenhang mit den Durchmessern ihrer Kollagenfibrillen. Das
Vorhandensein von Fibrillen groRer Durchmesser ermdéglicht der Sehe grélieren
Kraften standzuhalten. Besonders im Fokus stand folglich auch in dieser Studie die
Erfassung der moéglicherweise vermehrten Bildung dicker Fibrillen mit Durchmessern
von >120nm durch die Injektion von MSC oder PRP in erkranktes Sehnengewebe.
Wie bereits beschrieben konnten Hinweise auf die Bildung dicker und damit héher
belastbarer Fibrillen festgestellt werden. Beziglich der Elastizitdt von Sehnengewebe
zeigen Untersuchungen, dass gréliere Elastizitat durch kleine Fibrillen und damit
einen héheren Gehalt an gebundenen Proteoglykanen hervorgerufen wird (Franchi et
al. 2007). Die interfibrillare Gleitfahigkeit und damit die Geschmeidigkeit der Sehne

werden PG und GAG zugeordnet. lhr Anteil korreliert mit der vorhandenen

108



Fibrillenoberflache und steigt demnach bei vermehrt dinnen Fibrillen an (Parry et al.
1987a, Rigozzi et al. 2010). Haufig wird nach Abklingen der Schmerzhaftigkeit und
der Lahmheit der betroffenen Gliedmal3e nach ausreichender Rehabilitationszeit eine
verbleibende Schwellung des betroffenen Sehnenabschnitts beobachtet. Die
Zunahme der Dicke der Sehne wird als Kompensation der reduzierten mechanischen

Funktion des Narbengewebes betrachtet (Becker 1996).

Die in dieser Studie untersuchten Strukturen wurden im Prinzip auf einer Ebene
betrachtet. Die Linearitdt der Fibrillenanordnung in ihrem Verlauf entlang der
Stresslinie lasst sich nicht beurteilen. Es bleibt so gesehen unklar wie sich die
Fibrillenanordnung beider Gewebe (erkrankt und gesund) voneinander
unterscheiden. Studien belegten bisher dass selbst sich nach Abschluss der
Reifungsphase (nach 120 Tagen) trotz Bildung dicker Fibrillen, die
Fibrillenanordnung in ihrem Verlauf noch deutlich von gesundem Sehnengewebe
unterscheidet (Buck 2003). In dieser Studie lasst der Gesamteindruck der
aufgenommenen Bilder auf eine haufige nicht parallele Ausrichtung der
Kollagenfibrillen schliel3en. Als Beispiel werden hier zwei Aufnahmen dargestellt. Die
rechte Aufnahme konnte nicht verwendet werden da sich kein Z&hlfenster mit

auswertbaren Kollagenfibrillen im Querschnitt setzen liel3.
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Abb. 21: Elektronenmikroskopische Darstellung des erkrankten Gewebes des
M. interosseus medius. Nur teilweise lineare Anordnung der Kollagenfibrillen

Eine kombinierte Betrachtung mittels beider Formen der Elektronenmikroskopie
wirde ein detailliertes Bild der Ultrastruktur liefern als nur eines der beiden
Verfahren. Im Laufe einer klinischen Studie entsprechend viel Gewebe zu
entnehmen um beide Analyseverfahren durchzufiihren ist mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht durchfihrbar. Zudem gibt es fur die Betrachtung von
Sagitalschnitten kein etabliertes quantitatives Verfahren. Aus diesem Grund wurde in
dieser Studie ergadnzend zu der klinischen und sonographischen Beurteilung der
Struktur auf die gemessenen Werte der Kollagenfibrillenbiindel im Querschnitt

zurtckgegriffen. Das verwendete Verfahren lieferte objektive quantitative Ergebnisse.

Eine Aussage uUber eine erhdhte Stoffwechselaktivitdt oder eine gehemmte
Entzindungsreaktion lassen sich durch diese Methode nicht treffen. Fortflihrende
Untersuchungen wie die Bestimmung des COMP- und des Decorin-Gehalts ware
eine Mdglichkeit ndhere Informationen Uber eine erhdhte Stoffwechselaktivitat zu

erlangen. Beide Proteine stellen bei vermehrtem Vorkommen eine erhdhte
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Fibrillogenese dar und kénnen mittels mMRNA-Gehaltsmessungen durch quantitative
PCR bestimmt werden (Schnabel et al. 2008, Smith et al. 2006, Reed u. 1zzo 2003).

Vorangegangene Studien die sich mit der Ultrastruktur des Sehnengewebes
befassen liefern unterschiedliche Ergebnisse.

De Mattos Carvalho et al. (2011) untersuchten kollagenase-induzierte Schéaden der
OBS des Pferdes beider VordergliedmalRe. Eine GliedmalRe wurde 30 Tage post
injektion von Kollagenase mit kultivierten, autologen AT-MSC behandelt. Nach 60
und 150 Tagen wurde der entsprechende Sehnenabschnitt unter anderem
histologisch und immunhistochemisch untersucht. Die Ergebnisse zeigten bei den
stammzelltherapierten Sehnen einen erhdhten Anteil an Kollagen Typ | Fibrillen im
Vergleich zur Kontrollgruppe. Crovace et al. (2007) erlangt bei einer sehr ahnlichen
Studie ebenfalls vielversprechende Ergebnisse. Nach Injektion von cMSC und
BMMNC in Kollagenase -induzierte Core-Lasionen der OBS zeigte sich postmortal
nach 21 Wochen ein deutlicher Unterschied in der histologischen und
immunhistochemischen Untersuchung. Der Gehalt an Kollagen Typ Il und COMP
war deutlich vermehrt bei den regenerativen Therapiegruppen. Ebenso zeigte die
Fibrillenanordnung und der Fibrillenverteilungs-Quotient Typ | / Typ Il keinen
Unterschied gegenlber intaktem Sehnengewebe. Als Placebo dienten Fibrinkleber
und Kochsalzlésung. Bei den Placebogruppen zeigte sich ein dominanter Gehalt an
Typ Ill Kollagen sowie eine nicht parallele Fibrillenanordnung. Die Wahl des
Placebos fiel in dieser Studie bewusst auf das verwendete DMEM. Von diesem
standardisierten Nahrmedium wird angenommen dass es fir die Stammzellen und
das Sehnengewebe unschadlich ist. Es verfigt eine breite Verwendbarkeit als
Néhrmedium unterschiedlicher tierischer Zellen. Durch seine néhrstoffreiche
Zusammensetzung ist eine Unterstitzung des Heilungsprozesses nicht
auszuschlielen. Die Verwendung von Kochsalzlésung als Placebo konnte in den
Vorbereitungen auf diese Studie nicht als geeignetes Medium beurteilt werden.
Eigene Beobachtungen haben gezeigt dass sich Sehnengewebe des M. interosseus
medius nach betropfen mit Kochsalzlésung weilllich verfarbt und sich eine
6dematdse Schwellung entwickelt. Die Auswirkungen von Kochsalzlésung auf
erkranktes Sehnengewebe sind bisher noch nicht abschlieRend geklart. Die Wahl
eines unbedenklichen und annehmbar unschadlichen Placebos wurde bei dieser

Studie in den Vordergrund gestellt. Bei unklarer Auswirkung des Placebos bleibt eine
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Verschlechterung des Heilungsverhaltens der Placebogruppe nicht ausgeschlossen.
In diesem Fall wiirde dies zu einem falsch positiven Ergebnis der im Vergleich dazu
verwendeten Therapien flhren. Diese Studie wurde an der OBS des Pferdes
durchgefiihrt. Die Ergebnisse lassen sich daher nur bedingt auf den Fesseltrager
Ubertragen.

Auch im Bereich der Anwendung von PRP wurden bisher positive Einflisse auf
ultrastruktureller Ebene nachgewiesen. Schnabel et al. (2008) ermittelte eine
gesteigerte Kollagenneubildung und einen erhéhten den COMP- und Decorin-Gehalt
auf equinen Fibroblasten-Zellkulturen nach Zugabe von PRP.

Der im Laufe der genannten Studien beobachtete positive Einfluss von MSC und
PRP im Bereich der Sehnenheilung am Pferd konnten in dieser Studie nicht als
signifikant ermittelt werden. Médgliche Ursachen sind die Ungleichheit der
vorliegenden Defekte des M. interosseus in Bezug auf deren Entstehung und deren
Erkrankungsdauer im Vergleich zu Kollagenase-induzierten Erkrankungen. Die in der
Praxis entstandenen Erkrankungen des M. interosseus medius sind haufig Folge von
wiederholter Uberschreitung der Dehnungsgrenze der sehnenartigen Struktur und
der daraus resultierenden Ruptur von Kollagenfibrillen. Inwiefern ein Sehnenschaden
durch eine chirurgisch gesetzte Schnittinzision oder verursacht durch Kollagenase
mit einer naturlich entstandenen Erkrankung verglichen werden kann ist noch nicht
geklart.

Bei den beiden genannten Studien handelt es sich um ein unterschiedliches
Zielgewebe. Die OBS und die Zellkultur equiner Fibroblasten lassen sich nur in

gewissem Malde mit dem M. interosseus vergleichen.

Weitere Untersuchungen im Hinblick auf regenerative Therapien (MSC und PRP)
befassen sich grétenteils mit den Ergebnissen der klinischen und sonographischen
Untersuchung (Herthel 2001, Rosenbrock et al. 2004, Smith et al. 2003). Im
vorangegangenen Teil der Gesamtstudie wird im Kapitel der Diskussion weiter auf
betreffende Studien eingegangen. Das Fehlen von Kontroligruppen und die
Verwendung mehrere Agenzien in Kombination machen es in vielen Féllen schwer
eine Wirksamkeit der einzelnen injizierten Praparate separat zu betrachten.
Besonders die Kombination eines kontrollierten Bewegungsprogramms mit
unterschiedlichen Injektions-Therapien fordert eine Placebogruppe. Nur so kann, wie

in dieser Studie, der alleinige Heilungserfolg durch die Bewegung erfasst werden.
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Der Einfluss der Erkrankungsdauer allgemein wurde insgesamt bei allen 30
Studienpferden statistisch ermittelt.

Der Einfluss der Erkrankungsdauer war signifikant in Bezug auf den MQA und die SA
sowie die Parameter Fibrillendurchmesser, Fibrillenflache und Fibrillenumfang.
Folglich zeigen chronische Erkrankungen ein einheitlicheres Bild an Fibrillen Gber
den beobachteten Zeitraum von 12 Wochen. 50% der Fibrillen befinden sich in einem
schmaleren Bereich bei zunehmender Erkrankungsdauer. Gleichzeitig nimmt die SD
ab, d.h. die Fibrillen liegen ndher am Mittelwert mit zunehmender Erkrankungsdauer.
Diese Beobachtung lasst ebenfalls vermuten dass es sich bei der Heilung von
Sehnengewebe des M. interosseus medius um eine Verdichtung des
Narbengewebes handelt, nicht aber um eine Wiederherstellung intakten Gewebes
mit sowohl dinnen als auch dicken Fibrillen. Dass insbesondere chronisch erkrankte
Tiere davon betroffen sind l&sst darauf schlieRen, dass in ihrem Fall bei anhaltender
Lahmheit die Funktion des gebildeten Narbengewebes nicht mit der Funktion einer
intakten Sehne gleichzusetzen ist. Der Einfluss der Erkrankungsdauer zeigte sich als
gruppenubergreifend. Es konnte kein Unterschied zwischen den einzelnen
Therapiegruppen festgestellt werden. Die Beobachtung untermauert die Vermutung,
dass chronische Erkrankungen auf ultrastruktureller Ebene schwer zu therapieren
bzw. zu regenerieren sind. Die Darstellung der Anteile der Durchmesser der 4 Pferde
mit einer Erkrankungsdauer von 24 Monaten deckt sich nicht mit dem Ergebnis des
Tests auf Einfluss der Erkrankungsdauer der gesamten Studienpferde. Bei diesen 4
Pferden sehen wir einen deutlich héheren Anteil an Kollagenfibrillen mit
Durchmessern von <70nm zum Zeitpunkt der Erstuntersuchung im Vergleich zu den
beiden Kontrolluntersuchungszeitpunkten. Bei den 4 Pferden handelt es sich um eine
Stichprobe der chronisch erkrankten Tiere. Das Ergebnis dieser Stichprobe l&sst auf

aussagekréaftigere Ergebnisse hoffen bei Studien eine héheren Anzahl an Patienten.

Obwohl der M. interosseus medius als sehnenartige Struktur betrachtet wird nimmt
er aufgrund seiner individuellen Zusammensetzung aus Muskelfasern und
Kollagenkomponente neben der OBS uns TBS eine gesonderte Rolle ein. Der Anteil
der Muskelfasern kann zwischen 2 und 58% variieren. Uber eine Abhangigkeit des
Muskelanteils vom Lebensalter gibt es ebenfalls unterschiedliche Beobachtungen
(Lempe 2007, Dyson et al. 1995, Oberbeck 1992, Schwarzkopf 2000). Der
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Fibrillenanteil in % zeigte sich bei dieser Studie im Bereich von 45 bis 82%. Es
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Untersuchungszeitpunkten und
den Therapiegruppen festgestellt werden. Gleiche Beobachtungen wurden bei
Ermittlung der Fibrillendichte gemacht. Im Vergleich zu gesundem Gewebe (Teil Il
der Studie) konnte lediglich bei Erkrankung der Lokalisation 8 ein signifikanter
Unterschied der Fibrillendichte festgestellt werden. Es ist also anzunehmen, dass der
Fibrillenanteil der Querschnittsfliche des Fesseltrdgers in % sich in einem relativ
konstanten Fenster bewegt. Ein grolRer Einflussfaktor dieser Erscheinung ist die
Methode der freien Wahl des Zahlfensters des zu untersuchenden Abschnitts der
Darstellung der Sehnenstruktur im Querschnitt. Dicht gelagerte Kollagenfibrillen
wurden weitgehend gegentber locker, unregelmafig verteilten Fibrillen bevorzugt
gewahlt. Eine mogliche Artefakt Darstellung von aufgeldster Ultrastruktur durch die
vorangegangene Aufbereitung des Gewebes vor der Mikroskopie konnte nicht
vollstdndig ausgeschlossen werden. Aus diesem Grunde wurde bevorzugt dichteres

Gewebe zur weiterfilhrenden Analyse gewahit.

Im Laufe dieser Untersuchungen der kollagenen Ultrastruktur der M. interosseus
medius  konnte  kein  signifikanter = Unterschied zwischen den drei
Untersuchungszeitpunkten sowie den drei Therapiegruppen festgestellt werden.
Weiterhin bestehen bleibt jedoch das Bild einer verbesserten Klinik und einer
sonographischen Verbesserung aller Therapiegruppen.

Die klinische Untersuchung, speziell der Lahmheitsgrad, und die sonographische
Untersuchung ergaben keinen signifikanten Einfluss auf das ultrastrukturelle
Erscheinungsbild. Im Rickschluss ist es folglich mit Hilfe dieser Methode nicht
moglich eine Belastbarkeit oder Freiheit von Lahmheit zu diagnostizieren oder zu
prognostizieren. Es bleibt die Annahme bestehen dass selbst nach klinischer und
sonographischer Besserung der Erkrankung ultrastrukturelle Veranderungen des
Fesseltrédgers bestehen bleiben. Die beobachteten Tendenzen lassen jedoch
vermuten dass bei Studien gréfleren Umfangs deutlichere und signifikante

Ergebnisse zum Vorschein kommen.
Neben den angewandten Therapien stand bei dieser Studie das kontrollierte

Bewegungsprogramm im Vordergrund. Die Notwendigkeit der Unterstitzung der

langwierigen Heilung von Sehnengewebe beim Pferd wird von vielen Autoren als
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essentiell und von groRRer Bedeutung angesehen (Blobel 1988, Lacitignola et al.
2008, Rijkenhuizen et al. 2007). Nur durch die Kontrolle der Bewegung kann eine
fortschreitende Heilung von statten gehen. Die Bewegung passt sich demnach dem
Heilungsstadium der Sehnenerkrankung an und dem Grad der Besserung im Laufe
der regelmalligen Kontrolluntersuchungen. Ziel ist es, durch sich steigernde
Belastung das gebildete Narbengewebe schrittweise in seinem Aufbau und seiner
Ausrichtung entlang der Stresslinie zu unterstitzten. Rijkenhuizen et al. (2007)
analysierten insgesamt 239 Pferde welche an einer Desmitis des M. interosseus
medius oder einer Fesseltrdgerunsprungsdesmopathie erkrankten. Erkrankte Pferde,
welchen freier Weidegang ermdglicht wurde, zeigten eine Tendenz zu weniger
gunstigen  Heilungsergebnissen als Pferde, welche ein  kontrolliertes
Bewegungsprogramm verfolgten. Auch die Verhinderung von Rezidiven wird durch

ein abgestimmtes, spezifisches Rehabilitationsprogramm optimiert.

9.5 Fazit

Die angewandte Methode der Transmissionselektronenmikroskopie liefert ein
automatisiertes, quantitatives Verfahren zur Erfassung des Aufbaus einer
sehnenartigen Struktur auf ultrastruktureller Ebene. Zusammenfassend eignet sich
die Methode gut fur wissenschaftliche Zwecke zur Evaluierung von Therapien und
Heilungsverhalten.

Im Laufe dieser Studie bestétigte sich die Vermutung anderer Autoren, dass die
Erkrankung von Sehnengewebe, speziell in diesem Fall des M. interosseus medius,
auch nach langer Heilungsdauer auf ultrastruktureller Ebene anhaltende
Verénderungen zeigt (Buck 2003, Goodship 1993, Webbon 1973).

Ursache hierfir kdnnen zum einen die fehlende Eigenschaft der Regeneration
geschéadigter Kollagenfibrillen und deren Umgebung sein. Zum anderen waéare es
mdglich, dass eine generelle, eventuell schon weit vorausgegangene
Umstrukturierung des gesamten Areals des geschadigten Bereichs der Sehnen, flr
das veranderte ultrastrukturelle Bild verantwortlich ist. In diese Gruppe der
Erkrankungen kénnten vor allem Pferde mit pradisponierenden Faktoren fallen. Die
haufig beschriebenen hohen Rezidivraten sind diesem Phanomen mit hoher
Wahrscheinlichkeit zuzuschreiben. Die in dieser Studie haufigen chronischen

Erkrankungen des M. interosseus medius waren mit hoher Wahrscheinlichkeit
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ebenfalls verantwortlich fir ein Ausbleiben der signifikanten therapeutischen Effekte
von PRP und MSC. Dennoch lassen die, wenn auch nicht signifikanten,
beobachteten Unterschiede der Therapiegruppen und Untersuchungszeitpunkte
einen mdglichen Einfluss von PRP und MSC auf die Heilung von erkrankten

Fesseltrdgern vermuten.

Insgesamt besteht grolRes Interesse, die Diagnostik und vor allem die Therapie von
Erkrankungen des M. interosseus medius weitergehend zu optimieren. Die Aufgabe
der Tierarzte sollte auch in Zukunft vermehrt darin bestehen, gewisse vorbeugende
Arbeit zu leisten. Die Beratung im Hinblick auf die richtigen Ausbildung junger Pferde
und die weiterfihrende Ausbildung der Dressurpferde hoher Klassen steht dabei im
Fokus. Mit dem vorhandenen Wissen Uber die Funktion und Dysfunktion des
Sehnenbandapparates des Pferdes sowie dessen Unvermdgen, sich von einer lang
anhaltenden Fehlbelastung und folgenden Schadigung zu regenerieren, sollte im

Bereich des Reitsports mehr Aufmerksam erlangen.
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10. Ausblick

Wiunschenswert fur die Zukunft sind Studien welche ihren Fokus auf die erfassbare
Ultrastruktur des M. interosseus medius legen. Zunachst fehlen in dieser Hinsicht
Studien an gesunden Pferdesehnen von groRem Umfang und unterschiedlicher
Altersgruppen. Sehr interessant ware auch die Untersuchung von pradisponierten
Pferdebeinen, wie z.B. die Fesseltrager durchtrittiger Dressurpferde. Méglicherweise
findet man dort bereits ein dhnliches ultrastrukturelles Bild des Fesseltrdgers wie bei
klinisch chronisch erkrankten Pferden. Um eine effektivere Aussage Uber die
Wirksamkeit verschiedener regenerativer Therapien zu erhalten, sind klinische
Studien erforderlich, die nach Madéglichkeit hohe Fallzahlen mit &hnlichem
Krankheitsgeschehen beschreiben. Besonders wichtig erscheint hierbei, die akute
Erkrankung zu erfassen. Die Voraussetzung von guter Therapie ist die empirisch
nachgewiesene Wirksamkeit. Auch im Bereich der Tiermedizin sollte die
evidenzbasierte Therapie nach Mdglichkeit die Basis jeder Behandlungsmethode

sein.
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11. Zusammenfassung

Das Ziel dieser kontrolliert retrospektiven klinischen Studie war es das
Heilungsverhalten des M. interosseus des Pferdes dem Einfluss von equinen
mesenchymalen Stammzellen (MSC) und platelet rich plasma (PRP) auf
ultrastruktureller Eben mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) zu
untersuchen. 30 Pferde mit einer vordiagnostizierter Desmitis des M. interosseus
medius wurden in die Studie aufgenommen und blind randomisiert in drei Gruppen
eingeteilt. Die Pferde aus Gruppe A wurden mit einem Placebo behandelt
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) und dienten als Kontrollgruppe. Die Pferde aus
Gruppe B erhielten autologes PRP und die Pferde aus Gruppe C allogene,
kryokonservierte MSC. Im Abstand von 6 Wochen wurden insgesamt 3
Kontrolluntersuchungen durchgefihrt. Diese beinhalteten eine klinische und
sonographische Untersuchung sowie die Entnahme einer Feinnadelbiopsie aus dem
Bereich des erkrankten Fesseltréagers zur elektronenmikroskopischen Untersuchung.
Alle Pferde verfolgten ein standardisiertes Bewegungsprotokoll.

Nach einem Zeitraum von 6 Monaten gaben die Patientenbesitzer in Form eines
Fragebogens Auskunft Gber den Stand der Fesseltragererkrankung ihres Pferdes.
Diese Arbeit ist Bestandteil einer dreigliedrigen Gesamtstudie. Der vorangegangene
erste Teil der Studie beinhaltete die klinische und die sonographische Untersuchung,
sowie die Auswertung der Fragebdgen. Im zweiten Teil der Gesamtstudie wurde der
ultrastrukturelle Aufbau des M. interosseus medius gesunder Pferde, nach gleicher
Methode dieser Arbeit (TEM), untersucht. Bei der durchgeflihrten
elektronenmikroskopischen Untersuchung wurden Kollagenfibrillen in ihrem
Querschnitt analysiert. Ziel dieser Studie war der Vergleich von gesunden mit
erkrankten Fesseltrdgern, sowie die Erfassung des Heilungsverhaltens und des
mdglichen Einflusses der verwendeten Therapien. Die Ergebnisse dieser Studie
zeigten auf ultrastruktureller Ebene keinen signifikanten Unterschied zwischen den
drei Therapiegruppen und zwischen den drei Untersuchungszeitpunkten. Aus der
vorangegangenen klinischen Studie wurde der Lahmheitsgrad und der das Gewebe
charakterisierende  Score-Wert, ermittelt im Zuge der sonographischen
Untersuchung, aufgegriffen und statistisch mit den Ergebnissen der

elektronenmikroskopischen Untersuchung verglichen. Beide Werte weisen keinen
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Einfluss auf das erfasste ultrastrukturelle Erscheinungsbild der erkrankten Bereiche

der Sehnen auf.

Pferde mit lang anhaltender Erkrankung des M. interosseus medius zeigten einen
signifikant kleineren Verteilungsbereich der Fibrillen. Diese Erscheinung ist nicht
gruppenspezifisch sondern bezieht sich gruppenunabhéangig auf alle Studienpferde.

Zusammenfassend bleibt die Erkrankungsdauer der einzig signifikante Einflussfaktor.

Im Vergleich der erkrankten Fesseltrdgerbiopsien der Studienpferde zu den
gesunden Sehnenproben gewonnen von Schlachtpferden zeigten sich vor allem im
Bereich der Werte des Median und der Standardabweichung gehauft signifikante
Unterschiede. Ein deutlicher Unterschied in der Gréenanordnung der einzelnen
Fibrillen, ahnlich dem von Narbengewebe, lies sich festhalten. In Bezug auf die
Fibrillendichte und den Fibrillenanteil in % lies sich kein Unterschied zwischen
erkranktem und gesundem Gewebe finden.

Insgesamt verbesserten sich alle Studienpferde klinisch und ultrasonographisch. Es
gab keinen signifikanten Unterschied zwischen der Kontrollgruppe und den beiden

Therapiegruppen.
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12. Summary

In this controlled study the influence of equine MSC (mesencymal stroma cells) and
PRP (platelett rich plasma) on the healing process of horses suffering from desmitis
of the equine suspensory ligament (SL) was assessed by clinical, sonographic and
ultrastructural examination. The ultrastructure of injured SL-tissue was analysed

using transmission electron microscopy (TEM).

30 horses with a diagnosis of SL-desmitis were included. They were divided into 3
groups of 10 horses each. Animals in group A were treated with a placebo
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) and served as a control group. Horses of group
B were treated with autologous PRP and Horses in group C were treated with
allogenic, cryo-conserved MSC. Clinical and sonographic examinations were
performed at 6 —weeks-intervals. During the initial examination and both controls a
fine needle biopsy of the SL lesion area was obtained for the ultrastructual analysis,
after the clinical and sonographic examination. All horses were trained according to a
controlled exercise program. A questionnaire was used to asses the situation at 6
months.

This work is part of a complete study consisting of three different scientific works.
Part one contains the clinical and sonographically examinatnion as well as the
questionaires. Part two analysed the ultrastructure of healthy SL, using the same
method as in this study. During the electronmicroscopic examination collagen fibrils
were measured in their cross-section. The aim of this study was to compare the
ultrastructure of healthy SL to those suffering from desmitis and to characterize the
healing process of damaged SL tissue, including the possible influence of the applied
therapies.

The ultrastructural analysis showed no significant difference between the samples of
the three groups and the time of examination. Horses that had suffered from desmitis
of the SL for a longer period of time (chronic desmitis) showed a significant smaller
range of fibrils. This finding was overlapping the three groups.

In comparison to healthy SL the collagen fibrils of the horses suffering from desmitis
showed a significant smaller median and standard deviation of their fibril cross

sectional area. This manifestation is consistent with scar tissue. In terms of the total
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density of fibrils and the amount of fibrils in % there was no significant difference

between healthy and damaged SL tissue.

All patients improved clinically and sonographically during this study. There were

however, no significant differences between the two treatment groups and the control

group.
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