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Kurzfassung

Eine Schadigung der oberflachlichen Beugesehne (OBS) an den vorderen Extremita-
ten des Pferdes fuhrt nicht selten zu einer Auflerdienststellung, die in schwerwiegenden
Fallen in einer Euthanasie des Tieres resultiert. Das Ziel dieser Arbeit ist es, neben der
Ergriindung der Schadigungsmechanismen einer initial intakten equinen OBS, die Eig-
nung eines implantierten dezellularisierten Ersatzgewebes zur Behandlung eines topi-

schen Schadigungsabschnittes zu evaluieren.

Nach einer zyklischen Belastung wird der Schadigungsbeginn durch Inhomogenitaten
der Matrix, in Form von interfibrillaren Aufweitungen und Diskontinuitaten innerhalb der
Kollagenstruktur, bis hin zu einer vollstdndigen Ruptur im mittleren Metakarpalbereich
deutlich. Ein groRerer Crimp-Winkel im peripheren Areal fihrt zu einer gréReren Toe-
Dehnung, was im Umkehrschluss in einer friihzeitigen Belastung der zentralen Fasern
resultiert. Neben den rein strukturbedingten Einflussfaktoren konnten zusatzlich biochemi-
sche Verformungseinflisse registriert werden. Ein fur die Festigkeit der Sehne ausschlag-
gebender hoherer Fibrillenanteil, gemessen am gesamten Gewebekonstrukt, sorgt im
zentralen Areal fUr einen hdheren Elastizitdtsmodul, was zusatzlich fur eine hdhere Belas-

tung in dieser Zone bei einer identischen Dehnung der peripheren Fasern fihrt.

Zur Vermeidung eines minderwertigen Narbengewebes in dem lasionierten Sehnenab-
schnitt ist eine Eignung des dezellularisierten Spendergewebes als implantierte Ersatz-
struktur bis zu einer definierten Belastung gegeben. Auf Grundlage vorhandener in vivo
Studien kann wahrend der Rekonvaleszenzzeit lediglich eine gering belastende Schritt-
bewegung des Pferdes, verbunden mit einem geeigneten Bewegungsuntergrund, empfoh-
len werden, um eine erneute Ruptur in dem Behandlungszeitraum zu unterbinden. Eine
Behandlung des rupturierten Sehnenabschnittes mit einer geeigneten Nahttechnik wird
zur Fixierung der Kollagenstruktur weiterhin notwendig sein. Vielmehr kdnnte das dezellu-
larisierte Implantat als Fillmaterial den Heilungsverlauf positiv beeinflussen. Eine hinrei-
chende Festigkeit der Implantatstruktur oberhalb der zuldssigen Belastbarkeit der Naht-

verbindung ist nachweislich mit Hilfe der Erkenntnisse dieser Arbeit gegeben.
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Abstract

A damage to the superficial digital flexor tendon (SDFT) on the anterior extremities of
the horse often leads to an out-of-service position, which in serious cases results in an
euthanasia of the animal. The aim of this work is to evaluate the suitability of an implanted
decellularized replacement tissue for the treatment of a topical lesion section in addition to

the investigation of the damage mechanisms of an initially intact equine SDFT.

After fatigue loading, the onset of damage is indicated by inhomogeneities of the mat-
rix, in the form of interfibre space widening and discontinuities within the collagen struc-
ture, up to complete rupture in the middle metacarpal region. A larger crimp angle in the
peripheral area leads to a larger toe strain, which in turn results in an early loading of the
central fibres. In addition to the purely structural factors, biochemical deformation effects
were registered. A higher proportion of fibrils, which is decisive for the strength of the ten-
don, measured in the entire tissue construct, ensures a higher modulus of elasticity in the
central area, which additionally leads to a higher load in this zone with a identical strain of

the peripheral fibres.

In order to avoid an inferior scar tissue in the lesioned tendon section, the decellula-
rized donor tissue is suitable as an implanted substitute structure up to a defined load. On
the basis of existing in vivo studies during the convalescence, only a low-loading step mo-
vement of the horse, combined with a suitable ground, can be recommended as to pre-
vent a renewed rupture in the treatment period. Treatment of the ruptured tendon section
with a suitable suture technique will continue to be necessary for the fixation of the colla-
gen structure. Rather, the decellularized implant as a filling material could positively in-
fluence the healing process. A sufficient strength of the implant structure above the per-
missible load-bearing capacity of the suture connection can be demonstrated by means of

this work's findings.
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1 Einleitung und Zielsetzung

Sehnenlasionen sowie Schadigungen des muskuloskeletalen Systems gehodren zu den
haufigsten Erkrankungen in der equinen Veterinarmedizin. Insbesondere eine Schadigung
der oberflachlichen Beugesehne (OBS) an den vorderen Extremitaten des Pferdes flihrt
nicht selten zu einer Aullerdienststellung, die in schwerwiegenden Féllen in einer Eutha-
nasie des Tieres resultiert. Die Heilung des rupturierten Sehnengewebes ist mit einer lan-
gen Rekonvaleszenzzeit verbunden, wobei die biomechanischen Festigkeitseigenschaf-
ten des Ursprungsgewebes nicht erreicht werden und die vorgeschadigten Sehnenab-
schnitte eine erneute Erkrankung erleiden kénnen [1]. Da die Anwendung von herkémmli-
chen Therapieansatzen eine zuvor beschriebene hohe Rezidivrate zur Folge hat und der
vergleichsweise einfache Aufbau der Sehne eine Behandlung mittels Tissue Engineering
pradestiniert, werden in zahlreichen Forschungsgruppen regenerative Therapieformen an
Labortieren erprobt. Diese Behandlungsmadglichkeit beinhaltet die Implantation einer Ge-
rustsubstanz sowie anschlieRender Injektion verschiedener Substrate in das lasionierte
Sehnenareal, wie Eigenblutbestandteile oder kernhaltige Zellen (Stammzellen), die aus
dem Knochenmark oder Fettgewebe des Spenders entnommen werden. Ein mit Hilfe die-
ser Methode geschaffenes Ersatzgewebe wird im Idealfall die funktionellen Eigenschaften
des Ursprungsgewebes erfiillen und einen Gegensatz zum unzureichenden Narbengewe-
be bilden.

Der typische Bewegungsablauf eines Pferdes sorgt fiir eine Beanspruchung nahe der
kritischen Belastbarkeit der Sehne [2] in einer leicht hyperthermischen Umgebung [3], was
zu extrazellularen und biochemischen Veranderungen der Gewebestruktur flhrt [4]. Diese
Erkenntnis eingeschlossen ist das Ziel dieser Arbeit, neben der Ergrindung der Schadi-
gungsmechanismen einer initial intakten equinen OBS, die Eignung eines in den rupturier-
ten Abschnitt implantierten dezellularisierten Ersatzgewebes zu evaluieren und eine Be-

wegungsvorgabe des Tieres in der Rekonvaleszenzzeit zu definieren.

Im zweiten Kapitel dieser Arbeit werden die Grundlagen zur Anatomie und zum struktu-
rellen Aufbau einer equinen OBS geschildert und der Stand der Forschung zum biome-
chanischen monotonen sowie zyklischen Verformungsverhalten erlautert. Im Anschluss
werden in Kapitel 3 die verwendeten experimentellen Methoden zur Prifung der Kolla-

genstruktur und Analyse der prozessbedingten Schadigungsmechanismen aufgefihrt.

Der Ergebnisabschnitt schildert nach einer Analyse der initial intakten und dezellulari-
sierten Gewebestrukturen die prozessbedingten Auswirkungen auf das Verformungs- und
Schadigungsverhalten unter monotoner und zyklischer Belastung. Das in das servohyd-

raulische Prifsystem implementierte bildgebenden Bewertungsverfahren in Form eines
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Ultraschallsystems soll die Schadigungsentstehung und -entwicklung an vollstédndigen
Sehnenstrangen der zelluldren und azelluldren Behandlungszustanden ergrinden. Zur
Evaluierung der erlangten Erkenntnisse werden morphologische Untersuchungen an dem

rupturierten Gewebe vorgenommen, um die Strukturveranderungen zu visualisieren.

Zusatzlich werden im weiteren Verlauf des Ergebnisabschnittes die Erkenntnisse aus
den polarisationsmikroskopischen Untersuchungen an einzelnen Faszikeln beschrieben,
die insbesondere die Mechanismen der Schadigungsentstehung ergriinden und neben
den anatomischen Einflissen auch biochemische Veranderungen durch den Behand-
lungsprozess betrachten. Abschliefiend wird ein auf Basis der polarisations- und raster-
elektronenmikroskopischen Ergebnisse kreiertes CAD-Modell fir die Einschatzung der
aus den biomechanischen Versuchsreihen postulierten Materialkennwerten der einzelnen
Sehnenkomponenten genutzt und zusatzlich fir eine Bewertung verschiedener anatomi-
scher Gegebenheiten herangezogen. In Kapitel 5 werden die im Rahmen dieser Arbeit
erzielten Erkenntnisse zusammen mit den anatomischen Grundlagen und dem Stand der
Forschung diskutiert und das Strukturverhalten sowie die Verformungs- und Schadi-

gungsmechanismen offengelegt.

Aufgrund der pathophysiologischen Vergleichbarkeit des muskuloskeletalen Systems
ist das Pferd ein exzellentes Modell, um humane degenerative orthopadische Erkrankun-
gen zu ergrinden [5]. Dariber hinaus ist das Spendergewebe, im Vergleich zu anderen
Modelltieren, in einem relativ grolen Umfang verfiigbar und hat eine groRRe klinische Be-
deutung. Die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Erkenntnisse sollen Uiber den veterinar-
medizinischen Bereich hinaus, Empfehlungen fiir eine Ubertragung auf muskuloskeletale

Erkrankungen des Menschen liefern.
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2 Grundlagen und Stand der Forschung

21 Anatomie und struktureller Aufbau equiner oberflachlicher Beugesehnen

Um einen Bewegungsablauf des Tieres zu ermoglichen, sorgen Sehnen innerhalb des
muskuloskeletalen Systems fiir eine Ubertragung der Muskelkontraktionen auf das Ske-
lett. Dies ist mit hohen Anforderungen an den equinen Bandapparat verbunden und setzt
ein ausreichendes Mal} an Belastbarkeit und Elastizitdt der Sehnen sowie hohe Gleitei-
genschaften im peritendindsen Gewebe voraus [6]. Der equine Bandapparat einer Extre-
mitat besteht neben zahlreichen Unterstlitzungsbandern aus der gemeinsamen Streck-

sehne, der tiefen (TBS) und der oberflachlichen Beugesehne (OBS) (siehe Abbildung 2.1)
[7].

Ik N — Caput ulnare des M. flexor
digitalis

profundus
(Ellenmuskelkopf)

M. flexor digitalis superfi-
cialis

Caput humerale des M.
flexor digitalis
profundus
(Oberarmknochenkopf)

— Caput radiale des M.
flexor digitalis profundus

Unterstiitzungsband
der oberflachlichen
Beugesehne

oberflachliche Beuge-
sehne

tiefe Beugesehne

Unterstitzungsband
der tiefen
Beugesehne

gemeinsame Streck-
sehne

oberflachliche Beuge-
sehne

tiefe Beugesehne

Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Bandapparates des rechten Vorderfulles
eines Pferdes (modifiziert nach Nickel et al. [8])
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Die letztgenannte ist bedingt durch ihre Verletzungsanfalligkeit Gegenstand dieses
Forschungsvorhabens [9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16].

Die OBS verlauft distal, ausgehend von dem Muskelbauch des Musculus flexor digitalis
superficialis unterhalb des Karpus, bis zum Anschluss der Sehnenschenkel lateral und
medial an der Kronbeinlehne und an den Seitenrandern des Fesselbeins [8]. Ein Unter-
stitzungsband (Ligamentum accessorium), welches am kaudomedialen Radius proximal

des Antebrachiokarpalgelenks verwachsen ist, sorgt fir eine Stabilisierung der OBS [17].

Sehnen bestehen aus longitudinal angeordneten, hierarchischen Kollagenstrukturen,
die zusammen mit ihrer groRten Untereinheit, den durch ein Endotendineum abgetrennten
Faszikeln die Gesamtheit der Sehne beschreiben [18]. Im Bereich dieser Grenzflachen
sorgt das lockere Bindegewebe fir eine Integration der Blutgefalle sowie der Nerven- und
Lymphbahnen, um das organische Material mit Nahrstoffen versorgen zu kénnen [18, 19,
20]. Der Anteil des straffen Bindegewebes an den Beugesehnen betragt 85 - 88 %, zu-
sammen mit 11 - 14 % lockerem Bindegewebe und gefal3haltigen Septen sowie 0,5-1 %
BlutgefalRe [21]. Der Ansatzbereich zum Muskel und Knochen ist durch einen erhdhten
Anteil an Bindegewebe und der zwischen den Fasern befindlichen Knorpelstruktur ge-
kennzeichnet [22]. Abbildung 2.2 zeigt schematisch den fibrésen Aufbau der Bindege-

websstruktur vom Tropokollagen bis zur intakten Sehne.

Sehne

Subfibrille Faser Tendinozyten l

Tropokollagen

Mikrofibrille Cri
o rimp-
Fibrille
Struktur I
Faszikel
Epitendineum
1.5nm 3.5nmm 10-20nm 50-500 nm 10-50 ym 50—400 um 500-100 pm

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung des fibrésen Aufbaus der Bindegewebsstruktur
(modifiziert nach Kastelic et al. [18])
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Umgeben von flachen, langgestreckten Tendinozyten bilden die Kollagenfasern, in ei-
ner Vielzahl in einem Peritenonium eingebettet, die nachfolgende Untereinheit, bevor die
Kollagenfibrille als kleinste noch im Rasterelektronenmikroskop nachweisbare Struktur
den Sehnenaufbau auf dieser Betrachtungsebene abschlief3t [18, 23]. Bestehend aus
parallel sowie aperiodisch angeordneten Kollagenfibrillen durchschreiten die Fasern voll-
standig den intakten Sehnenstrang [24, 25, 26] und bilden damit die kleinste mechanisch
prufbare Einheit [27]. Fibrillen kdnnen hingegen nur eine Lange bis zu mehreren Millime-
tern und einen Durchmesser von 20 - 500 nm einnehmen [28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35]
und sind in einer periodischen sinusoidalen Wellenform angeordnet, die als Crimp-
Struktur bezeichnet wird [36, 37, 38, 39, 40, 41, 42]. Diese Crimp-Struktur fungiert als
Dampfer, um unerwartet auftretende Belastungen sowie hohe Spannungskonzentratio-
nen, bedingt durch einen unzulassigen Untergrund, abzufedern und eine Schadigung des
muskuloskeletalen Systems zu unterbinden [27, 43]. Zusatzlich dient diese als eine flr

den Bewegungsablauf des Tieres relevante Energiespeicherung und —abgabe [44, 45].

Das Bindegewebsprotein Kollagen umfasst mit 75 % der Trockenmasse den Hauptbe-
standteil einer Sehne [46], wobei 80 - 95 % des Gesamtkollagens durch Typ-l abgedeckt
werden [47, 48]. Die durch den Kollagentyp | gebildeten Fibrillen besitzen je nach Alter,
Trainingszustand und Verfassung des Tieres abweichende Durchmesser [25, 49], die
Auswirkungen auf die Zugfestigkeit der Sehne haben. Mit zunehmendem Alter des Tieres
und ansteigendem Fibrillendurchmesser wird die Anzahl der Vernetzungen reduziert [50]
und die damit verbundene Zugbelastbarkeit der Sehne herabgesetzt [51, 52, 53]. Birch et
al. [46] verdeutlichen in ihrer Arbeit, dass die Anzahl an Fibrillen mit einem geringen
Durchmesser mit zunehmendem Alter und aktivem Trainingsverhalten zunimmt. Neben
den in geringen Mengen an diversen Sehnenabschnitten nachweisbaren Kollagentypen
IV, V, IX, X und XII [54, 55, 56], bildet der Kollagentyp Ill mit 4 - 5 % des Gesamtkollagens
im mittleren Metakarpalbereich ein fir den strukturellen Aufbau der Sehne relevantes
Gewebekonstrukt [46, 57]. Einen Teil des Binde- und Stitzgewebes in unmittelbarem Um-
feld der Kollagenfasern bildet die extrazellulare Matrix, die aus kollagenen Faserbestand-
teilen, Elastin und Fibrillin, nicht kollagenen Glykoproteinen (GP), Glykosaminoglykanen
(GAG) und Proteoglykanen (PG) bestehen [56, 58, 59]. Proteoglykane sind orthogonal zu
den Fibrillen angeordnete Filamente, die die Kollagenstrukturen untereinander vernetzen
[29, 60, 61] und somit bei der Regulierung der Fibrillogenese [26, 62, 63, 64, 65, 66] so-
wie der Ubertragung von Zugbelastungen beteiligt sind [61, 67, 68]. Unterstiitzt wird diese
Vernetzung durch das nicht-fibrillare Typ VI Kollagen, welches durch die extrazellulare
Matrix hindurch Typ | Fibrillen verknipft [69]. Glykosaminoglykane sind in Form von Hepa-

ransulfat, Dermatansulfat, Chondroitinsulfat und Keratansulfat als nicht verzweigte Poly-
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saccharid-Ketten an Proteoglykane im Stutz- und Bindegewebe gebunden und werden in
der Literatur zumeist zusammen als PG GAG bezeichnet [29]. Sie sorgen fur eine regel-
maRige Orientierung, Anordnung und Organisation der Kollagenfibrillen [70]. Die Entste-
hung von Glykosaminoglykanen ist an die biomechanische Umgebung geknupft, in der
sich die Sehnen befinden [71]. Batson et al. [72] verdeutlichen eine Abhangigkeit zwi-
schen der Bildung von Glykosaminoglykanen und der Kontraktion verschiedener Sehnen-
typen. Eine hohe elastische Dehnbarkeit der OBS bewirkt aufgrund einer ausgiebigen
Kontraktion des Gewebes eine verstarkte Entstehung von GAG im Gewebe [72]. Der
GAG Gehalt wiederum variiert entlang der Langsachse der equinen OBS und definiert
den Minimalwert im mittleren Metakarpalbereich, was die biomechanischen Materialei-
genschaften beeinflusst [73, 74]. Auf mikrofibrillarer und tropokollagener Strukturebene
verknipfen Quervernetzungen, die sogenannten Crosslinks, die in einer Tripelhelix aus
drei alpha-helikalen Polypeptidketten angeordneten Kollagenmolekile [27, 34, 75]. Die
durch Kondensation von Lysin- oder Hydroxylysinresten gebildeten Crosslinks dienen der
strukturellen Stabilisierung [76] und Kraftibertragung zwischen den einzelnen Gewebebe-
standteilen [77]. Die Molekile sind kovalent intramolekular zwischen den alpha-
Polypeptidketten eines mit einer Ladnge von 285 nm und einem Durchmesser von 1,4 nm
[78] auftretenden Tropokollagens und intermolekular zwischen benachbarten Tropokol-
lagenmonomeren gebunden und bilden ein Pentamer, die Mikrofibrille [79, 80, 81, 82].
Eine Mikrofibrille ist durch einen Durchmesser von 3,5 nm charakterisiert [78]. Bedingt
durch die charakteristische Ladungsverteilung der Molekile resultiert eine um 67 nm ver-
setzte Anordnung (D-Spacing), die in Form von Querstreifungen anhand von elektronen-
mikroskopischen Aufnahmen visualisiert werden kann [34, 83, 84]. Abbildung 2.3 verdeut-
licht schematisch die extrazellularen Schritte, beginnend von der Abspaltung der Propep-

tide bis zur kovalenten Quervernetzung.
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Abbildung 2.3: Schematischer Aufbau der extrazelluldren Schritte — von der Abspaltung

der Propeptide bis zur kovalenten Quervernetzung (modifiziert nach Loff-
ler et al. [83])

2.2 Sehnenverletzungen und —erkrankungen

2.21 Definition

Abakterielle Entziindungen und Erkrankungen der Sehnen werden in der Human- und
Veterindrmedizin durch eine Vielzahl von Bezeichnungen beschrieben, die dem Krank-
heitsbild vielfach nicht hinreichend zugeordnet werden kénnen [85]. In diesem Zusam-
menhang beschreibt Tendopathie und die oft in der Medizin verwendeten Synonyme
Tendinitis, Myotendinose, Tendomyose, Tendoperiostose, Enthesiopathie und Enthesitis
Ursachen einer Sehnenentzindung, die eine degenerative Erkrankung hervorruft und

durch die Entwicklung von Mikrorupturen gekennzeichnet ist [86, 87].

Mclliwraith et al. [88] bezeichnen die Entziindung einer Sehne oder eines mit Para-
tendineum umgebenen Muskel- und Sehnenansatzes als Tendinitis. Stashak [7] betitelt
eine Tendinitis als eine durch Uberdehnung hervorgerufene Sehnenentziindung. Als

Desmitis definiert er eine Erkrankung des Unterstliitzungsbandes, eine Entziindung in der
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Umgebung einer Sehnenscheide wird als Tendosynovitis deklariert. Sénnichsen [89]
spricht im Fall einer Tendinitis als einziger von einer chronischen Ermudungsschadigung
der Sehne und préferiert, wie von zahlreichen Wissenschaftlern gestitzt, bei einer einma-
ligen Uberbelastung, die zu einer Lasion fihrt, das Fachvokabular Tendinose [90, 91, 92,
93, 94, 95]. Schadigungen, die ohne vorausgehende klinische Symptome einhergehen,

werden allgemein als Sehnenruptur bezeichnet [91, 96].

2.2.2 Atiologie und Pathogenese

Sehnenerkrankungen sind eines der am haufigsten vorkommenden Schadigungsfor-
men des muskuloskeletalen Systems, die Pferde in allen Wettbewerbsdisziplinen, insbe-
sondere im professionellen Leistungssport betreffen [10, 13, 97, 98]. 82 % aller Erkran-
kungen eines im Wettbewerb aktiven Rennpferdes tangieren das muskuloskeletale Sys-
tem und davon 46 % Sehnen- und Banderverletzungen [16, 99, 100]. Lam et al. [101] zei-
gen in einer zwdlfjahrigen epidemiologischen Studie, dass Sehnenverletzungen die hau-
figsten Grinde fir eine AufRerdienststellung von Rennpferden sind. Lediglich 45 - 65 %
der an einer Beugesehne erkrankten Pferde kénnen das Niveau ihrer athletischen Funkti-
on vor der Tendinitis wieder erlangen [6, 102, 103, 104, 105].

AulBerdem bekunden wissenschaftliche Forschungsaktivitdten Uber eine Periode von
einer Saison, dass an 15 % aller Renn- [16] und Jagdpferde [100] im Training Sehnen-
und Bandererkrankungen mit Hilfe von Ultraschall diagnostiziert wurden. Bedingt durch
die Lage des Massenmittelpunktes im ventralen und mittleren Drittel des Rumpfes und die
aus dem Bewegungsablauf des Tieres resultierenden hdheren vertikalen Belastungen
[106, 107, 108, 109], geschieht die Hauptanzahl aller Sehnenverletzungen (97 - 99 %) an
den vorderen Extremitaten [13, 15, 16, 101] und betrifft eine Ruptur im mittleren Metakar-
palbereich der OBS in 75 - 93 % aller Falle [16, 100]. Die Position des Kérperschwerpunk-
tes inmitten des Thorax beruht vorwiegend auf einer in gewisser Entfernung vor den Vor-

derextremitaten gelagertem Kopf und Hals des Tieres [8].

Estrada et al. [110] konnten einen abweichenden Heilungsverlauf zwischen den vorde-
ren und hinteren Gliedmalfien nach einer definierten Defektsetzung diagnostizieren, ohne
eine handfeste Begriindung fiir dieses Phanomen liefern zu kénnen. Verletzungen der
TBS und der gemeinsamen Strecksehne im Bereich der distalen Sehnenscheide wurden
in wissenschaftlichen Forschungsarbeiten registriert, die Pravalenz ist jedoch unbedeu-
tend [111, 112].

In der Veterinarmedizin werden entstandene Sehnenerkrankungen mit einer Reihe von

intrinsischen wie auch extrinsischen Faktoren assoziiert [113]. Akute und chronische
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Uberbelastungen, Muskelermidung mit Inkoordination, ungeeignetes Trainingsterrain,
verursachte Fehlstellungen durch einen unfachmannischen Beschlag sowie eine hohe
Geschwindigkeit des Bewegungsablaufs in der Aufwarmphase des Tieres flhren nicht
selten zu extrinsischen Sehnenverletzungen [113, 114, 115, 116, 117]. Pradisponierende
intrinsische Faktoren, aus denen eine Erkrankung des muskuloskeletalen Systems resul-
tieren kann, sind ein erhdhtes Alter, Ubergewicht des Tieres und des Reiters, Aufzucht-
und Futterungsfehler sowie anatomische Einfliisse, wie Fehlstellungen der Extremitat o-
der Langendiskrepanzen [7, 14, 100, 116, 118, 119, 120, 121, 122]. Nach Kannus [123,
124] kénnen eine hohe Koérpermasse und koérperlich bedingte Gegebenheiten erhdhte
Beanspruchungen in den Sehnen hervorrufen und folglich in ihrer Auswirkung auch
extrinsischen Faktoren zugeordnet werden. Eine bewegungsarme Lebensweise mit zeit-
weise besonders hohen korperlichen Anforderungen durch eine Beschaftigungstatigkeit
oder sportliche Aktivitat kann zu einer erhéhten Rupturwahrscheinlichkeit flihren. Der Ein-
fluss des Geschlechts und des genetischen Hintergrunds ist unbekannt, wobei Auswir-
kungen durch Erbanlagen in Studien postuliert wurden [123, 125]. Gendefekte, die explizit
die kollagene Faserbildung sowie den Stoffwechsel des Organismus betreffen, kdnnten
diese Behauptung stutzen, obwohl noch kein Mangel festgestellt werden konnte, der auf

eine Tendinose zurickzufihren war [126].

Die Akkumulation von Mikrotraumata flhrt zu einer Veranderung der Zellstruktur, wobei
dies nur unzureichend untersucht ist [127]. Zahlreiche Studien sind an der Lokalisation
von entziindlichen Markierungen innerhalb des erkrankten Gewebes gescheitert [94, 128].
Dakin et al. [129] und Manning et al. [130] konnten in ihren Arbeiten hingegen eine gewis-
se Anzahl von entzindlichen Bestandteilen in plétzlich auftretenden Rupturen nachwei-
sen, was zu der Annahme flihrt, dass Sehnenzellen eine Entziindungskaskade initiieren,
die die Heilung des Gewebes fordert [131]. Gestlitzt werden diese Erkenntnisse von Le-
gerlotz et al. [132], die in rupturierten Achillessehnen das Enzym Cyclooxygenase-2
(COX-2) und das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) als relevanten Bestandteil einer existieren-
den Entzindung nachweisen konnten. Ein Anstieg von IL-6 konnte auch in abheilenden
Sehnen, zwei Wochen nach der Schadigungseinleitung [133] sowie in vitro nach zykli-
scher Belastung von Sehnenfaszikeln [134], nachgewiesen werden. In der Veterindrmedi-
zin ist die Meinung etabliert, dass Mikrotraumata mit einer Veranderung des Niveaus der
Matrix-Metalloproteinasen (MMP) einhergehen [97, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141].
Dies sind Enzyme, die im aktivierten Zustand fur einen Abbau vieler Komponenten der
extrazelluldren Matrix sorgen kdnnen [127]. Insbesondere MMP-3 ist in der Lage Kollagen
I, IV, IX und X, Elastin sowie die fir die Quervernetzungen unerlasslichen Proteoglykane

zu degradieren und weitere MMP zu aktivieren [142]. Riley et al. [143] mafken den Glyko-
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saminoglykanegehalt in makroskopisch intakten sowie rupturierten Rotatorensehnenman-
schetten und stellten eine Verringerung des GAG-Gehaltes in dem geschadigten Ab-
schnitt fest. Aus diesem Grund mussen Matrix-Metalloproteinasen im Zusammenhang mit
einer Schadigungsentstehung im friithen Stadium betrachtet werden [127] sowie ein direk-
ter Zusammenhang zwischen eingeleiteten degenerativen Veranderungen und einer Re-
duktion des Glykosaminoglykanegehalts geschlossen werden. Paterson-Kane et al. [49]
definieren aus ihren Forschungsaktivitaten heraus eine Reduktion des Fibrillendurchmes-
sers als eine Ursache fir eine degenerative Veranderung und ein damit verbundenes

Mikrotrauma.

Neben akuter Uberbelastung oder multiplen Mikrotraumata kdénnen degenerative Ver-
anderungen in der extrazelluldren Matrix [4] sowie vaskulare Beeintrachtigungen eine
entscheidende Ursache fir die Bildung von Sehnen- und Bandverletzungen sein [123,
144, 145, 146, 147, 148, 149]. In unmittelbarem Zusammenhang mit degenerativen Struk-
turverdnderungen der Sehne steht ein Anstieg des Kollagengehaltes vom Typ lll, der mit
einer Reduktion der Faserdurchmesser und einer Herabsetzung der Zugfestigkeit verbun-
den ist [4, 57, 58, 150, 151, 152]. Nach Kobayashi et al. [25] ist neben einer Durchmes-
serreduktion eine pathologische Veranderung an eine Verringerung der Fibrillendichte
geknupft. Avaskularitdt beeintrachtigt insbesondere bei Gleitsehnen die Rekonvaleszenz-
zeit nach mehrmaligen Mikrotraumata und ist somit ein wichtiger Einflussfaktor fur die
Atiologie von degenerativen Sehnenerkrankungen [153, 154]. Eine Abnahme der Blut-
mengenzirkulation kann eine Folge des Alterns, von Gefallerkrankungen oder eines
Traumas sein, was zu Hypoxie des Gewebes flhrt und die Lebensfahigkeit der Sehnen-
zellen reduziert [116]. Ein Zusammenhang zwischen einer chronischen Sehnenentzin-
dung, die mit einem reduzierten Blutfluss und einer verminderten Durchblutung des Ge-
webes einhergeht, sowie einer Degeneration des Gewebes, vermuten Kannus et al. [155].
Eine reduzierte Versorgung des rupturierten Abschnitts verbunden mit einer einge-
schrankten Kollagenbildung ware die Folge. Doch im scheinbaren Widerspruch zu dieser
Theorie zeigen chronische Sehnenlasionen oft eine Steigerung der Durchblutung in den
betroffenen Extremitaten sowie eine erhdhte Zellularitat [92, 156]. Eine sogenannte angio-
fibroblastische Hyperplasie [157] ist die Folge und sorgt flir eine Erhdhung der Sehnen-
durchblutung [158, 159]. Ob dies eine Reaktion des tierischen Organismus auf die prima-
re Schadigung der Sehne ist, ist ungewiss [159]. Jopp [160] konnte in ihren wissenschaft-
lichen Forschungsarbeiten zahlreiche avaskuldre Sehnenabschnitte aufzeigen. Insbeson-
dere bei Sportpferden, die Uber einen langeren Wettkampfzeitraum hohen kérperlichen
Belastungen ausgesetzt sind, kdénnen diese Mikrotraumata kumulieren und unter Einwir-
kung eines Bagatelltraumas zur Ruptur der Sehne flihren [124, 154, 161, 162, 163, 164].
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Bedingt durch die Gleitreibung in den Sehnenscheiden resultiert eine lokal erhdhte Kor-
pertemperatur in der unmittelbaren Sehnenumgebung von Utber 42,5 °C, was unter in vitro
Bedingungen zum Zelltod zahlreicher Fibroblasten gefiihrt hat [153]. Dies beschreibt ei-
nen zusatzlichen Einflussfaktor, der eine weitere Degeneration von avaskularem Gewebe

begulnstigt.

2.2.3 Therapiemoglichkeiten

Der Heilungserfolg einer zuvor rupturierten equinen Beugesehne ist meist unzu-
reichend [113] und beinhaltet eine Rekonvaleszenzzeit von einem Monat bis hin zu einem
Jahr [11]. Der Iasionierte Abschnitt wird durch ein unelastisches Narbengewebe, welches
die biomechanischen Eigenschaften des Grundgewebes nicht erflllt [10, 165, 166, 167],
ersetzt und bietet dadurch ein hohes Risiko einer erneuten Verletzung [168]. Thornton et
al. [169] ermittelten eine Reduktion des Elastizitdtsmoduls nach einer sechswdchigen Re-
konvaleszenzzeit um 60 %. Nach konservativen Behandlungsmethoden, wie z.B. intra-
tendindse Injektionen, einer Vielzahl von Therapeutika sowie chirurgischen MalRnahmen,
wird in Arbeiten von Marr et al. [170] und Dyson [171] berichtet, dass innerhalb von zwei
Jahren bis zu 67 % aller revidierten Sehnenerkrankungen an Pferden wiederholt Iasionie-
ren. Nach Anwendung der 3-Loop-Pulley-Technik ist die koaptierte Sehne vier bis sechs
Wochen postoperativ lediglich fahig ein Drittel der Gewichtskraft des Pferdes ohne erneu-
te Schadigung zu Ubertragen [172, 173, 174, 175]. Entwickelte Naht-Ankertechniken zei-
gen gegenlber der zuvor genannten Verbindungstechnik eine 36 %-ige Zugfestigkeit
[176].

Aufgrund dieser hohen Rezidivrate und einer langsamen Sehnenheilung (sechs bis 15
Monate) sind eine Verbesserung des Ersatzgewebes und eine Beschleunigung der Hei-
lung unerlasslich [177]. Regenerative Therapieansatze bieten hingegen die Moglichkeit,
erkrankte Sehnenabschnitte durch ein Ersatzgewebe einer intakten Sehne mit vergleich-
baren biomechanischen und strukturellen Eigenschaften zu ersetzen [178]. Erganzt wird
dieses Therapieverfahren durch Wachstumsfaktoren, die die Vitalitdt von Zellen stimulie-
ren und Stammzellen, die Reparaturprozesse koordinieren und unter optimalen Bedin-

gungen zu gewebetypischen Zellen differenzieren [179, 180].

Wachstumsfaktoren kbnnen in Form von unterschiedlichen Substraten fir die Behand-

lung genutzt werden:
e Aus dem Blut abstammende Substrate

Die Injektion von autologem Vollblut (ABI) in das lasionierte Sehnenareal ergab am
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Modelltier Ratte eine Zunahme der Zugfestigkeit von Kniescheibenbandern [181].
Des Weiteren existieren Behandlungserkenntnisse der humanen Epikondylitis [182]
und zur Desmitis der Patellarsehne [183]. Eine weitaus groliere Konzentration an
Wachstumsfaktoren, die einen erfolgsversprechenden Einfluss auf den Heilungsver-
lauf von Sehnen- und Bandschaden haben, enthalt das thrombozytenreiche Blut-
plasma (PRP) [184]. Mit Hilfe von zahlreichen kommerziell erhaltlichen Herstellungs-
Kits wird das Plasma aus dem Eigenblut des Patienten gewonnen. Im Zusammen-
spiel mit implantierten Gewebetragern sorgt PRP in vitro fir eine Proteinexpression
[185] und hat somit nachweislich einen positiven Einfluss auf einen Heilungserfolg
[186, 187].

e FErsatzgewebe als Geriistsubstanz

Nach Injektion in die erkrankte Struktur bieten Gerilstsubstanzen, als Trager flr
Wachstumsfaktoren und Zellen, in synthetischer sowie biologischer Form, die Mog-

lichkeit das Zellwachstum zu optimieren [178].
o Stammzellen aus kérpereigenen Regionen

Nixon et al. [188] und Koch et al. [189] beschreiben die Mdglichkeit der Andauung
von kernhaltigen Zellen, wie Endothelzellen, Fibroblasten, Perizyten, glatten Mus-
kelzellen, Makrophagen und Stammzellen mittels Kollagenase aus der Unterhaut im
Bereich der Schweifwurzel. Kérpereigene equine mesenchymale Stammzellen kon-
nen nachweislich aus nahezu allen Gewebeteilen des Korpers, wie aus Knochen-
mark [190, 191], Unterhautfett [191], Skelettmuskel [192], Periost [193], Synovia
[194], Lunge [195], Zahne [196], Haut [197], Blut [198] sowie Knochen [199] isoliert
werden und eine Entstehung von Tenozyten induzieren. Nach Hinzunahme von Dif-
ferenzierungsfaktoren sind Stammzellen in vitro in der Lage beispielsweise in Seh-
nen, Fett-, Muskel- und Bindegewebe zu differenzieren und zur Bildung eines Ge-
webeersatzes wiederum Zytokine und Wachstumsfaktoren zu produzieren [200,
201, 202].

2.3 Biomechanische Eigenschaften von Beugesehnen

Die Ubertragung von Muskelkontraktionen auf das Skelett des Tieres sowie die Ge-
wahrleistung von Federungs- und Stitzfunktionen setzt eine hohe Belastbarkeit des equi-
nen Bandapparates voraus. In den folgenden Kapiteln werden das statische Verfor-
mungsverhalten sowie die bisherigen Kenntnisse des Ermudungsverhaltens equiner OBS

evaluiert.
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2.3.1 Verformungsverhalten
Das statische Verformungsverhalten der Sehne ist durch anatomische und material-
spezifische Einflusse gekennzeichnet. Abbildung 2.4 zeigt ein charakteristisches Span-

nung-Dehnung-Diagramm einer equinen initial intakten OBS.
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung eines Spannung-Dehnung-Diagramms einer
Sehne (modifiziert nach Arnoczky et al. [203] und Rees et al. [204])

Die in vitro biomechanischen Eigenschaften der equinen OBS approximieren einen
sigmoidalen Kurvenverlauf [2, 98, 203, 205, 206, 207, 208]. Nach Cribb et al. [61], Dia-
mant et al. [38] und Woo et al. [209, 210] flhrt eine charakteristische Wellenstruktur der
Kollagenfibrillen (Crimp-Struktur) zu einem nichtlinearen, konvexen Verlauf (Toe-Region)
des Graphen, bevor ab einer Dehnung von 3 -4 % eine linear-viskoelastische Phase
[211] folgt, in der die zuvor gelegten Fasern einer Streckung unterzogen werden und ne-
ben einem elastischen Werkstoffverhalten [212] mit zunehmender Dehnung mikroskopi-
sche Schadigungen der Fasern resultieren [36, 41, 164, 210, 213]. Innerhalb der nichtli-
nearen Toe-Region ist auf mikrofibrillarer Ebene das zuvor beschriebene D-Spacing un-
verandert, bevor im linearen Abschnitt ein Anstieg von 67 nm auf 69 nm zu verzeichnen
ist [214].
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Nachdem ein konkaver Ubergang mit dem Erreichen der Zugfestigkeit abschliet und
partielle Rupturen entstehen, sorgt die Schadigung einer Vielzahl von Kollagenfasern fur
einen Verlust der Kraftibertragung in dem Gewebe [35, 215, 216, 217, 218]. Riley [116]
postuliert, ohne Quellenverweise zu nennen, eine Einleitung der Ruptur vereinzelter Fa-
serblindel ab einer Dehnung von 4 % und einem vollstandigen Versagen der Sehne ab
einer Langenzunahme von 8 - 12 %. Entgegen der in diesem Kapitel offenbarten Schadi-
gungscharakteristik wiirde diese Annahme fiir eine degenerative Gewebeveranderung zu

Beginn des linear-viskoelastischen Verformungsverhaltens sprechen.

Im Rahmen wissenschaftlicher Arbeiten wurden in vitro in einer Luftumgebung die Zug-
festigkeit, Rupturgrenze und —dehnung im Metakarpalbereich bestimmt. Tabelle 2.1 zeigt

zusammenfassend die in vitro ermittelten Kennwerte einer equinen OBS.

Tabelle 2.1: Darstellung der in vitro gemessenen biomechanischen Materialkennwerte

einer equinen OBS

Zugfestigkeit Rupturgrenze Rupturdehnung Quelle
96 MPa* 12,36 + 1,33 kN 125+1,7% Crevier et al. [207]
116 £ 21 MPa - 109+14 % Jansen et al. [219]
65 + 4,1 MPa 7,5+ 0,9kN 173212 % Dowling et al. [208]
128,1 £ 74,7 MPa | 12,38 + 2,49 kN 17,7+ 3,9 % Thorpe et al. [220]
57,5 £ 9,6 MPa 6,65 + 1,38 kN 15,0+1,6 % Gerard et al. [221]
110 £ 33 MPa - 13,1+£2,0% Batson et al. [72]
- - 12,3 % Riemersma et al. [216]
- 13,6 kN 21 % Wilson et al. [206]

*Wert aus dem Quelldiagramm abgelesen

Die Wichtigkeit des Umgebungsmediums nahe des Einspannungssystems wird von
Wang et al. [222] mit ihren Untersuchungen an Kangurusehnen verdeutlicht. Die Schadi-
gungseinleitung dehydrierter Sehnen geschieht in unmittelbarer Nahe der Klemmung.
Aulerhalb der physiologischen Umgebung zeigen Untersuchungen an equinen TBS ein
unterschiedliches Spannung-Dehnung-Verhalten in verschiedenen Zonen entlang der
Sehnenlangsachse und verdeutlichen einen verspréodungsbedingten Anstieg der Steifig-

keit im direkten Einspannungsumfeld [223].

In vivo Untersuchungen wahrend des Bewegungsablaufs des Pferdes verdeutlichen im
Galopp eine Belastung der OBS nahe des physiologischen Grenzwertes [2]. In Abhangig-
keit von der Gangart wurden nachfolgend aufgelistete Messwerte ermittelt (siehe Tabelle
2.2).
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Tabelle 2.2: Darstellung der in vivo wirkenden Belastungen einer equinen OBS in Abhén-

gigkeit von der Gangart

Belastung Dehnung Gangart Quelle
i o , [224, 225, 226,
844,8 N 2,19-4,60 % Schritt 227, 228]
6,9 kN 4,15 % (ungeritten) - 10,1 % (geritten) Trab [225, 226, 229]
- 9% -16,6 % Galopp | [225, 230, 231]

Haut [232] und Noyes et al. [233] beschreiben die taglichen Aktivitdten in einem Belas-
tungsbereich innerhalb der Toe-Region bis hin zum Beginn des linearen Abschnitts. Diese
Erkenntnis wird von Viidik [41] gestltzt. Er beziffert eine geringe messbare Schadigung
oberhalb des ersten Belastungsdrittels. Butcher et al. [234] bestimmten das Belastungs-
kollektiv wahrend des Schritts, Trabs und leichten Galopps an dem equinen oberflachli-

chen und tiefen Beuger und ermittelten eine maximale Belastung von 6,6 + 0,5 kN.

2.3.1.1 Anatomische Gegebenheiten

Abbildung 2.4 verdeutlicht die Auswirkungen struktureller Einflisse auf das Verfor-
mungsverhalten einer equinen OBS. Die Bestimmung der wellenartigen Anordnung der
Kollagenfibrillen im unbelasteten Zustand wird in zahlreichen wissenschaftlichen Arbeiten
charakterisiert und im Verlauf dieses Kapitels detailliert betrachtet. Abbildung 2.5 illustriert
schematisch den Wellenverlauf und die zur Beschreibung unerlasslichen Kennwerte, wie

den Crimp-Winkel 6 sowie die virtuelle Crimp-Lange L, und reale Crimp-Lange L.

L =L,/cos6

Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der Crimp-Struktur (modifiziert nach Patterson-
Kane et al. [49])

Bei der Betrachtung des zentralen sowie peripheren Sehnenareals im transversalen
Schnitt wurden je nach Alter und Trainingszustand abweichende Crimp-Strukturen lokali-
siert. Wilmink et al. [235] ermittelten bei ihren Untersuchungen an equinen OBS lediglich

im fortgeschrittenen Alter des Tieres einen verringerten Crimp-Winkel im zentralen Seh-
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nenareal. Bei Jungtieren war zwischen den betrachteten Abschnitten ein geringflgig ho-
herer zentraler Crimp-Winkel zu verzeichnen. Patterson-Kane et al. [32, 49, 236] kamen in
ihren Arbeiten in zahlreichen Untersuchungen zu der Erkenntnis, dass bei Jungtieren so-
wie bei Pferden, die aul3erhalb des Turnierbetriebs aktiv sind, im zentralen Areal ein ho-
herer Crimp-Winkel herrscht. Die im Rahmen dieser Studien erzielten Messergebnisse
waren mit einer gro3en Streuung verbunden, was die Wissenschaftler auf abweichende
Probenvorbereitungen und Versuchsdurchfihrungen zurtickfihrten [49]. Tabelle 2.3 illus-
triert zusammenfassend die mit Hilfe der Durchlicht-Polarisationsmikroskopie nach dem
Verfahren von Diamant et al. [38] an einer equinen OBS erzielten Crimp-Winkel und

-Langen.

Tabelle 2.3: Ubersicht der charakteristischen Crimp-Struktur einer equinen OBS in Ab-
héngigkeit des Alters und Trainingszustandes des Tieres

Parameter an der untersuchte Position
zentral peripher Probenfixierung Zustand Quelle
6 L 6 L

201+20° 17,0+3,0um  19,6+20° 192+21um | °OhneAngabe ', her ' Wilmink et
einer definier-

122+26° 11,0£1,9pum | 171£16° | 149+ 14pum | Belastung Alttier al. [235]
in 812 Resin Patt
146£06° 230+12um 132:£05° 212£13pm | fixiertundmit | Jungtier | =2 S0
105+07°  179+24pum | 12,7+0,4° | 20,3+2,4 um | Ethanol dehy- Alttier 32]
driert
47£01° 24527um | 56+0,1° | 284+13pm | [ IGHOT A tainert SISO
53+0,1° 332+10um | 46+0,1° | 29,6 +£3,2um Wachs fixiert untrainiert [49]
112403° 209404um  123£03°  214%05 um in DPX nach trainiert Patterson-
11,0£03°  208+04pum  113£03° 213+05um Conydlerung o iniert = faneetal
00, 80,4y 320, DU fixiert [236]

Mit Ausnahme der Arbeit von Wilmink et al. [235] wurden in den prasentierten Untersu-
chungen die Fasersegmente dehydriert und alle Faszikel fur eine Bestimmung der Crimp-

Struktur in einem undefinierten Belastungszustand belassen.

Ein verringerter Crimp-Winkel im zentralen Areal sorgt bei Belastung der Sehne fir ei-
ne hohere Beanspruchung der Fibrillen in dieser Zone und fur ein friheres Erreichen der
Elastizitatsgrenze [235], woraus Sehnenschadigungen im Kern (Kernlasionen) resultieren
[49, 237, 238]. Abbildung 2.6 verdeutlicht diesen Zusammenhang schematisch.
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zentral peripher
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Abbildung 2.6: Spannung-Dehnung-Kurve des zentralen und peripheren Areals einer
Kollagenstruktur (modifiziert nach Wilmink et al. [235])

Patterson-Kane et al. [236] zeigen in ihrer Veroffentlichung eine identische Annahme

der Winkelabhangigkeit auf das Verformungsverhalten, weshalb diese Grafik nicht zusatz-
lich aufgefiihrt wird.

Nach Wilmink et al. [235] beglinstigt eine Verringerung der zentralen Crimp-Lange zu-
satzlich eine Degeneration des Gewebes im Zentrum [212] und sorgt mit fortgeschritte-
nem Alter des Tieres flr eine Zunahme der Dehngrenze der Toe-Region. Wood et al.
[239] schildern eine alleinige Abhangigkeit der Schadigungsposition von dem Crimp-
Winkel. In vitro Untersuchungen an Rattensehnen zeigen unter Einwirkung von zyklischen
Belastungen bis zum konkaven Verformungsabschnitt eine Reduktion der Crimp-Lange
[240, 241]. AuBerhalb von biomechanischen Versuchsreihen zeigen Ermidungsversuche
an synthetischen Fasern, die Uber die Toe-Region hinaus belastet wurden, eine Redukti-
on des Crimp-Winkels [241].

2.3.1.2 Materialspezifische Eigenschaften
Neben den im vorherigen Kapitel vorgestellten anatomischen Gegebenheiten einer

equinen OBS, existieren materialspezifische Eigenschaften, die das Verformungsverhal-
ten der Sehne maldgeblich beeinflussen.

Im Gegensatz zu isotropen, metallischen Werkstoffen, bei denen eine Querkontrakti-

onszahl von v = 0,33 [242] zur Beschreibung des elastischen Verformungsverhaltens her-
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angezogen wird, sorgt eine Volumenabnahme der fibrillaren Kollagenstrukturen, mit Aus-
nahme des Gelenkknorpels, unter Zugbelastung flr eine Poissonzahl von v > 0,5 [243].
Eine Auflistung der bestimmten Querkontraktionszahlen von Typ | und Typ Il Kollagen-
strukturen in Zug- und Druckversuchen ist aus Ubersichtlichkeitsgriinden in Tabelle 2.4

dargestellt.

Tabelle 2.4: Ubersicht der charakteristischen Querkontraktionszahlen verschiedener Kol-

lagenstrukturen
Querkontraktionszahl v Kollagenstruktur Belastungsart Quelle
li l. [244
0,15-0,20 Boviner Gelenkknorpel Druckbelastung P\(JiL\J/:::nl’tr]a(aettaal.[[245]]
. Druckbelastung .
0,16 Boviner Gelenkknorpel mittels Mikroindenter Miller et al. [246]
0,45 Humaner Gelenkknorpel Druckbelastung Hayes et al. [247]
0,5-1,6 Dura mater spinalis Uniaxiale Persson et al. [248]
Zugbelastung
0,6-1,9 Humaner Patellarknorpel Zugbelastung Elliot et al. [249]
0,8+0,3 Faszikel eines Rattenschwanzes Druckbelastung Cheng et al. [250]
1,2 Gelenkknorpel Zugbelastung Edelsten et al. [251]
20+19 Kapselband Zugbelastung Hewitt et al. [252]
2,98 £ 2,59 Bovine Beugesehne Zugbelastung Lynch et al. [253]
4 Sehnenfaszikel Zugbelastung Reese et al. [254]

Screen et al. [255] untersuchten auf mikrostruktureller Basis die fibrillare Struktur unter
Einwirkung einer Zugbelastung. Dabei wurde die Dehnung der Fasern malfigeblich durch
Gleitvorgdnge zwischen den Fibrillen und nicht alleine durch die Extension dieser beein-
flusst. Lynch et al. [253] beziffern eine Zunahme der Querkontraktionszahl mit steigender
Dehnung und begrinden dies mit einer sich legenden Crimp-Struktur und einer damit ver-
bundenen Querschnittsverringerung. Neben strukturbedingten Einflissen wird eine Flis-
sigkeitsausscheidung wahrend des Dehnvorgangs als mdglicher Einflussfaktor fir eine
Volumenabnahme betitelt [256, 257, 258], wobei ein makroskopisch sichtbarer Flissig-
keitsverlust in gezielt durchgeflihrten Versuchen nicht nachgewiesen werden konnte [251,
259]. Vielmehr wird durch einen messbaren Gewichtsverlust auf das zuvor beschriebene
Phanomen geschlossen [260]. Zusatzlich zu einem Verlust von Materie kénnen Geomet-
riefaktoren fir eine hohe Poissonzahl der Sehne verantwortlich sein. Forschungsarbeiten
an faserbasierten Verbundwerkstoffen zeigen den Einfluss zweier mikrostruktureller Fa-
sergeometrien auf die Querkontraktionszahl. Ein Einflussfaktor ist durch die Kreuzung
zahlreicher Faserfamilien unter nicht-orthogonaler Anordnung zueinander gegeben [261],

wobei morphologische Untersuchungen an biologischem Fasergewebe ein paralleles Ar-
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rangement nachweisen konnten [262]. Es konnten jedoch auch vereinzelt helikale Struktu-
ren von Fasern und Fibrillen im Verbund nachgewiesen werden, die ein Querkontrakti-

onsvermogen mafigeblich beeinflussen wirden [263, 264, 265, 266].

In statischen Versuchsreihen wurde neben der Rupturgrenze, -dehnung und der Zug-
festigkeit als weiterer materialspezifischer Kennwert die Steifigkeit (Elastizitdtsmodul) er-
mittelt. In diesem Zusammenhang muss zwischen der Betrachtung des vollstandigen Ver-
bundgewebes und der Bestimmung der E-Moduln der Einzelkomponenten Fibrille sowie

extrazellulare Matrix differenziert werden.

Der Elastizitatsmodul einer equinen OBS wurde in statischen Versuchsreihen an Luft

wie folgt bestimmt:

Tabelle 2.5: Ubersicht des charakteristischen Elastizitdtsmoduls einer equinen OBS

Elastizitdtsmodul E Quelle
1000 - 1282 MPa Riemersma et al. [216]
1086 + 261 MPa Batson et al. [72]
1189 £ 63 MPa Crevier et al. [207]
1217 £ 199,4 MPa Thorpe et al. [220]
1440 + 220 MPa Gillis et al. [267]

Zur Bestimmung der Elastizitdtsmoduln der Einzelkomponenten innerhalb des Seh-
nenverbunds muss die Kollagenstruktur in ihre Bestandteile separiert werden. Zahlreiche
Forschungsarbeiten verdeutlichen durch eine breite Streuung der Messergebnisse die
Problematik der Charakterisierung dieser Kennwerte. Tabelle 2.6 listet die ermittelten
Elastizitatsmoduln fir die Hauptbestandteile, die Kollagenfibrille und die umhillende Ext-

razellularmatrix auf.
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Tabelle 2.6: Ubersicht der charakteristischen Elastizitdtsmoduln der Fibrille und der Ext-
razellulérmatrix in Abhéngigkeit von der Kollagenstruktur

Elastizitatsmodul E

_— - : Kollagenstruktur Quelle
Fibrille Extrazellularmatrix
- 0,1 MPa Bandscheibe Leahy et al. [268]
- 0,25 MPa Rattenschwanzsehnen Ault et al. [269]
32 MPa - Humane Fibroblasten Graham et al. [270]
50 - 70 MPa Meniskus Whipple et al. [271]

89 MPa (dehydriert)
500 MPa (hydriert)

Humane Patellasehne

Svensson et al. [272,
273]

170 MPa Meniskus Fithian et al. [274]
200 - 500 MPa Bovine Achillessehne van der Rijt et al. [275]
400 MPa Fibrille Sasaki et al. [276]
550 MPa Seegurke Eppell et al. [277]

2 GPa Berechnungsannahme Redaelli et al. [29]
5 GPa Berechnungsannahme Chan et al. [278]
5+2 GPa Bovine Beugesehne van der Rijt et al. [275]
5-11,5GPa - Fibrille eines Rattenschwanzes Wenger et al. [279]

Um den Geometrieeinfluss durch die Crimp-Struktur nicht in die Berechnung des Elas-
tizitdtsmoduls einflieRen zu lassen, wird in allen aufgelisteten Publikationen der Tangen-
tenmodul, anliegend an den linear-viskoelastischen Verlauf, dem Sekantenmodul vorge-

zogen und beispielhaft in [221] aufgetragen.

Batson et al. [72] erzielten in ihren Untersuchungen an equinen OBS und der gemein-
samen Strecksehne keine Korrelation zwischen dem Kollagengehalt und der Steifigkeit
des Priflings. Des Weiteren war keine Steifigkeitsvariation mit zunehmendem Alter zu
verzeichnen. Dem gegeniber stehen die Erkenntnisse von Woo et al. [280] sowie Hinch-
cliff et al. [281], die im Vergleich der gemeinsamen Strecksehne und der Beugesehnen
einen proportionalen Zusammenhang zwischen dem Kollagengehalt und dem Elastizi-
tatsmodul herausstellen konnten. Angel et al. [282] ergrinden eine Ungleichverteilung des
transversalen Kollagengehaltes innerhalb einer Rattenschwanzfaser ohne explizit einen
Bezug zu dem Elastizitatsmodul hergestellt zu haben. Abbildung 2.7 verdeutlicht den
strukturellen Aufbau der Kollagenfaser im transversalen Querschnitt, welche eine um den

Kern angelegte Ringanordnung von abwechselnd hoher und niedriger Dichte beinhaltet.
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Abbildung 2.7: Transversale Verteilung des Kollagengehaltes innerhalb einer Faser (mo-
difiziert nach Angel et al. [282])

Die Gestaltung des Modells illustriert mehrere Ringabschnitte verschiedener Kollagen-
dichten angeordnet um den zentralen Kern der Faser. Erkenntnisse von Kjaer et al. [283]
veranschaulichen anhand von Untersuchungen an humanen Athleten nach einer drei-
stiindigen Trainingseinheit einen reversiblen Anstieg des Kollagengehaltes bis 48 Stun-

den nach Beendigung der Belastung.

Gillis et al. [267] erzielten in ihren Untersuchungen einen ansteigenden Elastizitadtsmo-
dul bis zu einem Alter des Tieres von 15 Jahren bevor die Steifigkeit abfallt. Studien an
der humanen Achillessehne, dem menschlichen Pendant zur equinen OBS, bestatigen
diese Erkenntnisse [284, 285]. Goh et al. [286] verdeutlichten dieses Phanomen anhand
von Versuchen an Schwanzsehnen von Mausen. Im Rahmen dieser Forschungsaktivitat
wurde an transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen die Flachenverteilung von
Kollagenfasern zur Matrix evaluiert. Dabei wird ein direkter Zusammenhang zwischen
einem Anstieg des raumfullenden Fibrillenanteils und einer Zunahme des Elastizitdtsmo-
duls deutlich.

Das in diesem Kapitel beschriebene altersabhangige Werkstoffverhalten fiihrt nach
Rooney et al. [238] zu einer Tendinitis bei Jungtieren, da diese eine vollstandige Sehnen-
reife verbunden mit dem Erlangen der biomechanischen Belastbarkeit noch nicht erreicht

haben.

2.3.2 Ermidungsverhalten
In den vorherigen Kapiteln wurden das Verformungsverhalten unter statischer Belas-

tung und die daraus abgeleiteten Materialkennwerte definiert. Im realen Bewegungsablauf
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des Tieres sorgen jedoch zeitlich veranderliche zyklische Belastungen fir eine Akkumula-
tion von Mikrotraumata innerhalb der Sehne, die im Gegensatz zu einer einmaligen Uber-
belastung primar eine Schadigung hervorrufen [135, 287, 288]. Innerhalb des lebenden
Organismus haben Sehnen die Mdéglichkeit zu regenerieren, wobei die Erkrankungswahr-
scheinlichkeit bei einer Ungleichheit von Schadigung und Rekonvaleszenz bei repetitiven
Belastungen ansteigt [289].

Pionierarbeiten auf dem Gebiet der Materialermiidung an kollagenhaltigen Gewe-
bestrukturen leistete Rigby [290] mit seinen Untersuchungen an Rattenschwanzsehnen im
Jahr 1964. Innerhalb einer salinen Atmosphare konnte im Rahmen von mehreren hundert
Zyklen das Ermidungsverhalten bei lediglich geringen Lastspielzahlen ergriindet werden.
Abbildung 2.8 zeigt zwei Kraft-Dehnung-Verlaufe in dehnung- und kraftgeregelter Ver-
suchsdurchflihrung.

N =700 —

Kraft [N]

Kraft [N]

Dehnung [%] Dehnung [%]

Abbildung 2.8: a) Kraft-Dehnung-Hystereseschleifen und b) Kraft-Dehnung-Kurven von
Rattenschwanzsehnen bei charakteristischen Zyklenzahlen (modifiziert
nach Rigby et al. [290])

Die Versuchsauswertung verdeutlicht einen Anstieg des Elastizitatsmoduls und der
Kraft mit zunehmender Zyklenzahl, wobei die Versuchsproben nicht bis zur Ermiidung
belastet wurden. Chimich et al. [291] untersuchten die Auswirkung einer zyklischen Belas-
tung auf den FlUssigkeitsgehalt der viskoelastischen Kollagenstruktur am Modelltier Ka-

ninchen. Innerhalb einer phosphatgepufferten Salzlésung reduziert sich der Flussigkeits-
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gehalt des medialen Kollateralbands um 5 % nach lediglich 50 Zyklen. Weitere kraftgere-
gelte Ermudungsversuche von Thornton et al. [258] an Kaninchensehnen fuhrten nach 30
Zyklen zu einem Flussigkeitsverlust von 4 %. Eine Erholungsphase von 20 min innerhalb
einer FlUssigkeitsumgebung sorgt flr eine vollstdndige Regeneration des Flissigkeitsge-

halts auf den Ausgangszustand vor Versuchsbeginn.

Der Spannungshorizont wird in Anlehnung an die zuvor bestimmte sowie meist aus der
Literatur bekannte Zugfestigkeit der untersuchten Sehne beziehungsweise der Faszikel
bestimmt. Dieser ist zwischen 10 - 90 % der Zugfestigkeit definiert [292, 293, 294, 295].
Aufgrund der im Vergleich zu metallischen Werkstoffen grélReren Dehnungen ist die
Priffrequenz meist auf 1 - 4 Hz begrenzt [292, 293, 294, 295, 296, 297].

Eine Auswirkung der Umgebungstemperatur, in der sich der Prifling befindet, auf das
Ermidungsverhalten von Kangurusehnen wurde von Wang et al. [222] untersucht. In ih-
ren Untersuchungen erzielten sie in zyklischen Versuchsreihen eine deutlich héhere Le-
bensdauer in einer Umgebung bei Raumtemperatur, als in einer dem tierischen Organis-

mus angepassten Umgebung von 37 °C.

Eine Veranderung der Sekantensteifigkeit Uber die Zyklenzahl und eine daraus resul-
tierende Einteilung in drei charakteristische Ermidungsphasen wurde von Fung et al.
[298, 299] anhand von Versuchsreihen an Zehenbeugern einer Ratte (siehe Abbildung
2.9) und Shepherd et al. [300] mit Hilfe von Faszikeln humaner und boviner Beuge- und

Strecksehnen beschrieben.

55 '
Primarphase

|. Sekundarphase Tertiarphase
50 ‘

N
o
T

N
o
T

Sekantensteifigkeit [N/mm]

w
(6)]
T

30 L L L 1 1
0 200 400 600 800 1000 1200

Zyklenzahl N

Abbildung 2.9: Einteilung der Sekantensteifigkeit des Zehenbeugers einer Ratte in drei
charakteristische Phasen (modifiziert nach Fung et al. [298])
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Die Primarphase ist durch einen Anstieg der Steifigkeit bis zu einem konstanten Ver-
lauf der Sekundarphase gekennzeichnet, bevor die Tertidrphase bis zur Ruptur der Seh-
ne, verbunden mit einer Entfestigung, den Versagensabschnitt der Struktur einleitet. Die-
ses charakteristische Werkstoffverhalten wird von weiteren wissenschaftlichen Arbeiten
gestutzt. Thornton et al. [301] zeichneten Hystereseschleifen in den ersten 30 Zyklen ei-
ner vom Kaninchen abstammenden Beugesehne auf und sind mit einer gemessenen Stei-
figkeitszunahme im Einklang mit den zuvor beschriebenen Erkenntnissen. Wren et al.
[296] beschrankten sich bei der Definition des Steifigkeitsverhaltens ebenfalls auf die Be-
trachtung des Sekantenmoduls. Mit Hilfe dieses Kennwertes ist eine Steifigkeitszunahme
in einem zweistelligen Lastspielbereich nicht zu verzeichnen. Weisbecker et al. [302] mo-
dellierten das zyklische Verformungsverhalten an der Gewebestruktur einer Aorta im Be-
reich der Toe-Region und verweisen auf den aus dem Bereich der Polymere bekannten
Mullins-Effekt. Dieser beschreibt eine Entfestigung innerhalb der ersten Lastspielzahlen,
die in einer kraftgeregelten Versuchsdurchfihrung durch eine Dehnungszunahme im kon-
vexen Abschnitt des Spannung-Dehnung-Diagramms zu vernehmen ist [303, 304], wobei
eine explizite Begriindung fir dieses Materialverhalten nur postuliert werden kann [305].
Dieses Materialverhalten unterscheidet sich mafigeblich von der in Abbildung 2.8 a) dar-

gestellten Verfestigung mit zunehmender Zyklenzahl einer Rattenschwanzsehne.

Abbildung 2.10 verdeutlicht in einer dehnungsgeregelten Versuchsdurchflihrung sche-
matisch anhand von Hystereseschleifen die Entfestigung eines Elastomers in den ersten

drei Belastungszyklen.
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung des mechanischen Verformungsverhaltens

von Elastomeren (modifiziert nach Cantournet et al. [303])
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Bei einem gewissen Temperatureinfluss und unter Zuhilfenahme von Ldsungsmitteln
sowie einer mehrwdchigen Erholungsphase konnte ein partial reversibles Materialverhal-
ten an ruBhaltigen Kautschukmischungen nachgewiesen werden [306, 307, 308]. Ein ge-
wisser Schadigungseffekt ist jedoch nach einer geringen Zyklenzahl nicht auszuschlie3en
[305]. Harwood und Payne [308, 309] postulieren anhand ihrer wissenschaftlichen Arbei-
ten an Kautschukstrukturen, die polysulfide Quervernetzungen zwischen den Polymermo-
lekllen aufweisen, einen mdglichen Verlust dieser fur die Festigkeit relevanten Verknlp-
fungen. Pefa et al. [310, 311, 312] unterstiitzen ein Vorhandensein des Mullins-Effektes
bei faserigen Biomaterialien im Zusammenhang mit einer Entfestigung und integrieren

diesen in ihre Schadigungsbetrachtung.

Die Ermidungsschadigung aullert sich in einer Verringerung des RiickstoRvermogens
der Sehne, das durch die gegebene Federwirkung der Crimp-Struktur charakterisiert wird.
Mikrostrukturelle Veranderungen sind in Form von interfibrillaren Delaminationen sowie
durch sichtbare Knicke in dem Faserverlauf zu erkennen [298, 299, 313, 314]. Abbildung
2.11 illustriert diese sichtbare Strukturschadigung.
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Abbildung 2.11: a) Wechselverformungskurve und b) konfokale Bilddarstellung von zyk-

lisch belasteten Faszikeln einer equinen OBS der Jungtiere sowie c) der

Alttiere (modifiziert nach Thorpe et al. [314])

Der Autor differenziert bei seiner Ergebnisdarstellung innerhalb der Rasse das Alter
des Tieres. Die Gruppe der 3 — 6 jahrigen Probanden zeigt eine deutlich langere Lebens-
dauer gegenuber der 17 — 20 jahrigen Versuchsgruppe. Die interfibrillaren Aufweitungen

(Kreise) und insbesondere die Knickungen der Fasern (Pfeile) sind verstarkt bei einem

fortgeschrittenen Alter zu verzeichnen.



Grundlagen und Stand der Forschung 27

Shepherd et al. [292] fuhrten kraftgeregelte Ermidungsversuche (60 % R.,) bei einer
Frequenz von 1 Hz an einzelnen Faszikeln boviner Beugesehnen durch und erhielten die

in Abbildung 2.12 erzielten Verlaufe.
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Abbildung 2.12: Darstellung der maximalen L&ngenénderung von Faszikeln einer bovinen
Beugesehne unter zyklischer Belastung (modifiziert nach Shepherd et al.
[292])

Die zyklischen Versuchsreihen wurden bei einer Maximalbelastung von 36,6 % der
Zugfestigkeit der bovinen Beugefaszikel durchgefuhrt. Die Kurvenverlaufe zeigen eine
Einteilung in drei Phasen, die beispielhaft anhand einer rot eingefarbten Verformungskur-
ve illustriert werden. Die Primarphase (I) ist durch einen konkaven Kurvenverlauf gekenn-
zeichnet, bevor ein linearer Abschnitt die sekundare Phase (ll) beschreibt. Partialrupturen
leiten die konvex verlaufende tertidre Schadigungsphase (lll) ein, die mit einer vollstandi-

gen Ruptur des Kollagengewebes abschlief3t [292].

Bei einer zyklischen Belastung von 25 % der Zugfestigkeit der Faszikel (25 % R.,) zei-
gen konfokale Darstellungen nach lediglich 300 Lastspielen Knickungen der bovinen Fib-
rillen sowie interfibrillaren Aufweitungen nach 900 Zyklen, die als Bestandteil einer Scha-
digung im friihen Stadium bezeichnet werden [292, 293] (siehe Abbildung 2.13).
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interfibrillare Aufweitungen

Knickung der Fibrillen

Abbildung 2.13: Konfokale Bilddarstellung von zyklisch belasteten Faszikeln einer bovinen
a), c¢) Streck- und b), d) Beugesehne nach a), b) 0 Lastspielen sowie
c) 300 Lastspielen und d) 900 Lastspielen (modifiziert nach Shepherd et
al. [293])

Fung et al. [298] postulieren auf der Grundlage ihrer Erkenntnisse schematisch die
Schadigungsmechanismen einer Sehne unter einer zyklischen Belastung. Abbildung 2.14
verdeutlicht auf mikrostruktureller Ebene die Schadigungsmorphologie in vier Prozess-

schritten.
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Abbildung 2.14: Schematische Darstellung der Schédigungsmechanismen bei einer Seh-

nenermiidung [298]

Eine Muskelkontraktion bewirkt eine Dehnung der zuvor unbelasteten Kollagenfasern
(siehe Abbildung 2.14 a)) und je nach Winkelbeschaffenheit ein vollstandiges Legen der
Struktur einzelner Fasern (siehe Abbildung 2.14 b)). Bei fortschreitender Kontraktion
Uberschreiten lokale Populationen von Kollagenfasern die elastische Dehngrenze, was
aufgrund des irreversiblen Verformungszustands in einer druckspannungsbedingten Kni-
ckung der Fasern resultiert (siehe Abbildung 2.14 c)). Die nun plastisch verformten Struk-
turen sind mit einer erhdhten Rupturanfalligkeit verbunden und sorgen somit fur eine

Schadigungseinleitung (siehe Abbildung 2.14 d)).

Wie in Kapitel 2.2.2 angedeutet, bewirkt eine andauernde zyklische Belastung eine his-
tochemische Beeintrachtigung der Gewebestruktur, insbesondere im Bereich der extrazel-
luldren Matrix. Thorpe et al. [127] konnten in ihren Ermidungsversuchen an equinen Fas-
zikeln einer OBS zusatzlich zellulare Veranderungen detektieren. Konfokale Bilddarstel-
lungen (siehe Abbildung 2.15) zeigen eine belastungsbedingte Veranderung im Erschei-
nungsbild der Zellen nach einer vorangegangenen Behandlung mit einem Fluoreszenz-
farbstoff.
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Abbildung 2.15: Konfokale Bilddarstellungen zeigen die Zellen im a) unbelasteten Zustand
und b) nach einer Belastung der Sehne [127]

Die zwischen den Fasern befindlichen Tenozyten werden durch die Matrixschadigung
freigelegt und durch den daraus resultierenden Strukturverlust nicht mehr belastet, wo-
raus eine Transformation in eine rundliche Form resultiert. Der mit einer Entziindung ver-
bundene Anstieg des Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-2) und des Zytokins Interleukin-6
(IL-6) konnte innerhalb dieser Versuchsreihen sowie in weiteren wissenschaftlichen Arbei-

ten unter zyklischer Belastung ebenfalls nachgewiesen werden [134].

2.4 Bildgebende Verfahren zur Untersuchung der Strukturzustiande

Es existieren zahlreiche Verfahren in der Medizin, um die Strukturveranderungen des
Gewebes sowie Anomalien im Korper bildgebend zu diagnostizieren. Neben der Mag-
netresonanztomographie (MRT) [315, 316] und der Rontgentechnik [317] ist die Ultra-
schalldiagnostik ein seit Jahren bewahrtes Analyseverfahren. Fur Detailuntersuchungen
an einzelnen Sehnenfasern bietet die Durchlicht-Polarisationsmikroskopie mit ihrem deut-

lich hoheren Auflésungsvermogen Vorteile.

2.41 Ultraschalldiagnostik

Die Ultraschalldiagnostik ist ein weltweit etabliertes [170, 318, 319], non-invasives bild-
gebendes Verfahren zur Untersuchung der Sehnenstruktur nach einer Erkrankung und
wahrend des Heilungsprozesses [320, 321, 322, 323]. Ein Ultraschallsystem bietet Klini-
kern und Wissenschaftlern gleichermalRen die Méglichkeit die Integritat sowie Schadigung
einer equinen OBS anhand eines B-Bild-Sonogramms (B-Mode) qualitativ und subjektiv
zu bewerten [324, 325, 326]. Bei dem verwendeten Impulsechoverfahren werden piezoe-
lektrische Kristalle durch hochfrequente Impulse zur Aussendung von mechanischen,
gleichfrequenten Longitudinalwellen angeregt und nach der Reflektion am zu untersu-

chenden Medium zum Empfang des Echos genutzt. Die Intensitat der reflektierten, emit-
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tierten und absorbierten Energieanteile flihrt unter Hinzunahme der Fresnelschen Glei-
chungen nach einer EDV-Verarbeitung zu einem mit unterschiedlichen Grauschattierun-
gen charakterisierbaren Sonogramm. Die Graustufenverteilung erstreckt sich von einer
schwarzen Pixeldarstellung bei einer vollstandigen Transmission sowie Absorption der
emittierten Schallwellen (Anechogenitat) bis hin zur vélligen Reflexion (Hyperechogenitat),
was als weille Farbdarstellung auf dem Sonogramm erkennbar ist. Aus diesem Grund
werden die ausgesendeten Ultraschallwellen in Flissigkeiten oder Luft bedingt durch feh-
lende Impedanzdifferenzen nicht reflektiert und im Gegensatz zu duReren Hullschichten,

wie beispielsweise dem Epitendineum, im Sonogramm schwarz dargestellt [327, 328].

Die echogenen Eigenschaften der Sehne resultieren aus der Prasenz von parallelen und
linear-hyperechogenen Strukturen, ausgelést durch die koharente Reflektion an den
Ubergangen der interfaszikularen Matrix zu den Fasern [325, 329, 330]. Im Fall einer L&-
sion fuhren Strukturveranderungen der interfaszikuldren Matrix sowie der Kollagenfaser-
dichte zu einer Reduktion der Echogenitat bis hin zum vollstdndig anechogenen oder hy-

poechogenen Verhalten [328, 331].

Abbildung 2.16 zeigt ein transversales und longitudinales Sonogramm einer Tendonitis
an einer OBS in einem equinen Bandapparat. Deutliche Kontinuitatsunterbrechungen und
ein daraus resultierender Hohlraum, haufig mit Flissigkeitsansammlungen im Rupturbe-
reich, bietet flr die vom Schallkopf ausgesendeten Ultraschallwellen keine Reflektions-
maoglichkeit, weshalb der Defekt als lasionierte, anechogene Zone gekennzeichnet ist
[332, 333].
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1: tiefe Beugesehne

2: oberflachliche Beuge-
sehne

3: Lasion der oberflachli-
chen Beugesehne

4: M. interosseus medius

5: Lig. Accessorium

6: palmare Knochenober-

flache des Rohrbeins

Abbildung 2.16: Sonogramme einer zwei Monate alten Tendinitis der OBS.
a) Transversales Sonogramm (rechts: medial), b) longitudinales Sono-
gramm (rechts: distal) [327]

Eine korrekte Detektion und Interpretation der Sonogramme ist nur unter strengster
Einhaltung definierter Vorgaben gegeben. Transversale und longitudinale Projektionen
des untersuchten Objektes werden durch eine quer und langs zur Faserrichtung positio-
nierte Ultraschallsonde erreicht [334]. Dabei ist kontinuierlich auf einen orthogonal zum
Faserverlauf ausgerichteten Schalleintritt zu achten [327, 329, 335, 336]. Die Verwendung
eines modernen Linear-Schallkopfs erleichtert die Darstellung und macht den Einsatz
einer Vorlaufstrecke teilweise Uberflissig [337]. Nach Nicoll et al. [338] ist nicht nur die
Handhabung des Ultraschallsystems flir eine zufriedenstellende Interpretation der Sono-
gramme entscheidend, sondern zusatzlich ein in Langsrichtung konstant belastetes Ge-
webe, um eine parallele Anordnung der Fasern zu gewahrleisten. Um die Lage des lokali-
sierten Defektes beschreiben zu kdnnen, existiert eine definierte Zoneneinteilung, ange-
fangen am proximalen Muskelanschlusspunkt der Sehne (Level 1A) bis zum distalen Kon-
taktpunkt am Gleichbein (Level 3C).

Mit Hilfe dieser Zuteilung kann auch in vitro das lasionierte Sehnenareal eindeutig posi-
tioniert werden. Neben der Lage des Defektes sind bei der Durchfihrung und Auswertung

des Beschallungsvorgangs unter anderem folgende Einfliisse einzubeziehen:

o Die vordefinierte Schallfrequenz bestimmt mafgeblich das Auflésungsvermdégen,
welches nach Frey und Sohn [339] den Mindestabstand zwischen zwei Strukturen
definiert, sodass deren Existenz noch als zwei getrennte Elemente in dem Sono-

gramm dargestellt werden kann. Ein Anstieg der Frequenz hat eine Erhéhung des
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Aufldsungsvermdgens bei gleichzeitiger Zunahme der Dampfung (Absorptionsef-
fekt) der Schallwellen im Gewebe zur Folge [340, 341]. Bei der Darstellung tieferer
Strukturen wird auf niedrigere Frequenzen und einem damit verbundenen geringe-
ren Auflésungsvermogen zuriickgegriffen, um diesen Absorptionseffekt zu vermin-
dern [327, 339]. Fur die Nahfeldbeschallung werden in unmittelbarer in vitro Umge-
bung und am lebenden Objekt Frequenzen zwischen 7,5 und 10 MHz fir eine opti-
male sonographische Darstellung empfohlen [328, 342, 343].

Bei der Interpretation von Ultraschallbildern missen verfalschende Artefakte, die
aus Diskrepanzen zwischen idealisierten Annahmen der Bildverarbeitung und wel-
lenmechanischen Gegebenheiten resultieren, bertcksichtigt werden. Zu den rele-
vantesten Ultraschallartefakten gehoren in der Praxis Schallschatten sowie Bildrau-
schen. Schallschatten entstehen aufgrund von distaler Schalldampfung bis hin zur
vollstdndigen Ausléschung an Grenzflachen mit hohen Impedanzunterschieden, so-
dass eine echofreie Zone an tiefer liegenden Strukturen entsteht [327, 340, 344,
345]. Um Bildrauschen und damit verbundene uberlagernde hyperechogene Er-
scheinungen wahrend der Ultraschalluntersuchung zu unterbinden, sollte die Sig-

nalverstarkung einen fur die Darstellung ausreichenden Wert annehmen [327, 345].

Nach Glatzel et al. [327] ist unter Beachtung dieser Einflussfaktoren der Schadigungs-

grad der lasionierten Sehne charakterisierbar. Tabelle 2.7 schildert die Beschreibungs-

madglichkeiten mit Hilfe der Echogenitat und der Parallelitat der Faserausrichtung. Der

prozentuale Anteil der geschadigten Sehnenflache gemessen an der Gesamtflache ver-

anschaulicht eine messbare Schadigungsbeschaffenheit.

Tabelle 2.7: Bewertungsmdéglichkeiten des Ausmalies einer Sehnenléasion [327]

Grad Echogenitst Parallelitat der Prozentualer
9 Faserausrichtung Schadigungsanteil
homogene Echogenitat ) o . o geringgradiger
0 (Isoechogen) 75-100% bis 15 % Sehnenschaden
1 geringgradig 50 - 75 % 15 - 25 % mittelgradiger
hypoechogen Sehnenschaden
mittelgradig hypoechogen
2 (je 50 % echogen / 25-50 % . hochgradiger
anechogen) Uber25 % | gehnenschaden
3 Uberwiegend anechogen 0-25%
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2.4.2 Durchlicht-Polarisationsmikroskopie

Das vorherige Kapitel verdeutlicht die klinische Relevanz der Sonographie fiir eine zu-
verlassige Beurteilung defektbehafteter Sehnenareale. Die Durchlicht-Polarisationsmikro-
skopie ermoglicht die Darstellung einzelner Kollagenfasern im Verbund zur Beschreibung
der Crimp-Struktur sowie mdglicher Schadigungsmechanismen [32, 49, 235, 236]. Die
Sehne fungiert aufgrund ihres optisch anisotropen Aufbaus als doppelbrechendes Medi-
um zwischen zwei in ihrer Durchlassrichtung orthogonal angeordneten Polarisationsfiltern.
Diese fur biologische Materialien typische Brechungscharakteristik hat zur Folge, dass
nach einer Lichtdurchschreitung der Kollagenstruktur nur noch zwei senkrecht zueinander
orientierte Schwingungsebenen vorhanden sind. Jene ordentlichen sowie auflierordentli-
chen Wellenziige treffen in einer um 45 ° zur Polarisationsebene gedrehten Anordnung
auf den Analysator, der neben einer Abschwachung der Intensitat fir eine konstruktive
Interferenz der beiden Wellenzilige sorgt und eine Darstellung der Sehnenstruktur ermog-
licht.

Zur Beschreibung des Crimp-Winkels wird das aus der Mineralmikroskopie bekannte
Prinzip der Ausléschungsschiefe angewendet. Pionierarbeit auf dem Gebiet der Darstel-
lung der Crimp-Struktur eines biologischen Gewebes leisteten Diamant et al. [38] mit ihren
polarisationsmikroskopischen Untersuchungen an Rattenschwanzsehnen. Diese wissen-
schaftliche Arbeit diente als Grundlage fir alle in den Folgejahren durchgefihrten For-
schungsaktivitdten im Bereich der Strukturcharakterisierung von tierischen Sehnen [32,
49, 235, 236].

Der in diesem Verfahren bestimmte Ausléschungswinkel 1 bildet den Winkel zwischen
einer morphologisch definierten Bezugsrichtung und der bei einem Durchtritt des Lichtes
durch das doppelbrechende Medium erlangten Schwingungsrichtung [346]. Abbildung
2.17 illustriert die fir die nachfolgende Beschreibung der Crimp-Struktur notwendige Ach-

sendefinition.

N-Achse

A-Achse

Abbildung 2.17: Schematische Darstellung des Verlaufes der Crimp-Struktur unter Anga-

be der Rotationsachsen A und N (modifiziert nach Diamant et al. [38])
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Fir eine zuverlassige Winkelbestimmung wird der Mikroskoptisch nach vorheriger
Zentrierung um die Normale der Faserausrichtung (N-Achse) rotiert, bis die morphologi-
sche Bezugsrichtung der Sehne parallel zu der Ausbreitungsrichtung des Polarisators
oder des Analysators orientiert ist. Dieser am Nonius der Winkelanzeige des Mikroskopti-
sches abzulesende Wert beschreibt die Nulllage, in der, bedingt durch die Parallelstel-
lung, der betrachtete Faserabschnitt die geringste Lichtintensitat aufweist. Ausgehend von
dieser Nulllage entsteht durch Rotation der Probe entlang der N-Achse eine durch die
Topografie der Sehne bedingte Veranderung der Lichtintensitat bis hin zur vollstandigen
Ausléschung einzelner Crimp-Abschnitte. Diese Ausléschung resultiert aus der Deckung
der optischen Bezugsrichtung mit der Orientierung der Durchlassrichtung des Analysators
[346]. Bedingt durch die senkrecht aufeinander stehenden Schwingungsrichtungen des
anisotropen Mediums resultieren durch eine Rotation der Probe jeweils vier Orientierun-

gen mit Ausloschung sowie Interferenzcharakteristik.

Abbildung 2.18 verdeutlicht die durch eine Interferenz und Ausldschung entstehenden

sichtbaren sowie abgedunkelten Faserstrukturen.

L NN 7 N PN
NN
L N Ny N

Abbildung 2.18: Schematische Darstellung des Rotationseffektes entlang der N-Achse fiir
6 =0, 6 >0 und 0 < 0 (modifiziert nach Diamant et al. [38])

RPD

Dieses symmetriebehaftete Erscheinungsbild kennzeichnet den zweiten am Nonius
des Mikroskopisches abzulesenden Winkelwert, deren Differenz unter Hinzunahme des

Nulllagenpendants den Crimp-Winkel ergibt [38].

2.5 Tissue Engineering

Die Regeneration eines partial rupturierten Sehnengewebes ist, aufgrund der geringen
Blutversorgung, ohne auflere Behandlungsmethoden mit einer langen Rekonvaleszenz-
zeit verbunden [347, 348]. Insbesondere fir grole Sehnendefekte bietet das Tissue Engi-
neering (TE), in Verbindung mit einer Stammzelltherapie, eine hervorragende Aussicht auf
eine erfolgreiche Rekonstruktion der erkrankten Sehnenstruktur [349, 350, 351, 352, 353].

Abbildung 2.19 illustriert schematisch das Prinzip der Gewebezlchtung.
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Abbildung 2.19: Schematische Darstellung des Prinzips der Gewebeziichtung [354]

Das in der Gewebebiopsie gewonnene ublicherweise korpereigene (autologe) Zellma-
terial wird zur Gewebezlichtung verwendet. Aus der Gewebeprobe werden die Zellen iso-
liert, vermehrt und nach Erreichen einer ausreichenden Zellzahl auf ein zuvor dezellulari-

siertes FasergerUst gesat und zu einem Ersatzgewebe kultiviert [355].

Teebken et al. [354] klassifizieren drei Methoden des Tissue Engineering. In der in Ab-
bildung 2.19 schematisch dargestellten klassischen Variante werden Zellen expandiert
und zuvor dezellularisierte Matrizen besiedelt, um ein empfangbares Gewebe flir den Pa-
tienten zu generieren. Im Falle des Guided Tissue Engineering werden zellfreie Tra-
gerstrukturen implantiert und in vivo rebesiedelt. Ein selektiver Zelltransfer bietet als
kennzeichnende dritte Variante autologen, allogenen oder xenogenen Zellpraparationen
die Moglichkeit topisch den Heilungsverlauf der degenerierten Gewebesubstanz zu for-

dern.

2.5.1 Dezellularisierung und die Anwendbarkeit auf biologisches Gewebe

In der regenerativen Medizin steigt die Akzeptanz des Einsatzes eines dezellularisier-
ten Fasergerustes, abstammend von einem enthommenen Sehnenabschnitt eines Spen-
dertiers [356]. Biologische FasergerUste, erzeugt aus dezellularisiertem Gewebe und Or-
ganen, konnten in praklinischen Tierstudien sowie in humanen klinischen Applikationen
erfolgreich angewendet werden [357, 358, 359, 360, 361, 362, 363]. Extrazellulare Matri-
zen von einer Vielfalt an Geweben, einschliellich Herzklappen [364, 365, 366, 367, 368,
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369, 370], BlutgefalRe [371, 372, 373, 374], Haut [375], Nerven [376, 377], skeletalen
Muskeln [378], Sehnen [352, 379, 380, 381, 382, 383, 384], Bander [385], Dinndarm-
Submukosa (SIS) [386, 387, 388], Harnblase [358, 389, 390] und Leber [391] konnten flr
eine Applikation im Rahmen des Tissue Engineering und der regenerativen Medizin ge-
nutzt werden. Es existieren zahlreiche Dezellularisierungsverfahren, beginnend bei physi-
kalischen Uber chemischen bis hin zu enzymatischen Methoden, die im Zusammenhang
mit einer variierenden Spenderspezies eine Vielzahl von Behandlungsmaoglichkeiten zur
Forderung des Heilungsverlaufes definieren [355, 356, 392]. Jede dieser Variablen beein-
flusst die Beschaffenheit sowie die Ultrastruktur der extrazellularen Matrix und beeintrach-

tigt das Wirtsgewebe infolge des implantierten rebesiedelten Fasergerustes.

Sehnen und Bander sind aufgrund ihrer vergleichsweise einfachen Anatomie und ihrer
haufigen Verwicklung in die muskuloskeletale Pathologie ein wichtiges Ziel fir eine Be-
handlung mittels Tissue Engineering. Bevor das dezellularisierte Fasergerist in das ruptu-
rierte Sehnenareal implantiert werden kann, muss das Spendergewebe von den nativen
Zellen befreit werden, um eine Krankheitsiibertragung sowie eine mdgliche Entziindungs-
reaktion zu vermeiden und das Risiko einer Absto3ung, hervorgerufen durch das Immun-
system des Empfangers, zu verhindern [357, 379, 392]. Die Wichtigkeit bei der Entwick-
lung von biologischem Ersatzgewebe besteht in der Gestaltung eines Fasergerustes, wel-
ches moglichst eine naturgetreue Nachbildung der urspringlichen Kollagenstruktur, ins-

besondere seiner biomechanischen Eigenschaften, darstellt [393].

Da im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit der Dezellularisierungsprozess mit Hil-
fe von Triton X-100 durchgefuhrt wurde, wird in Kapitel 2.5.2 im Bereich der chemischen
Behandlungsmethode explizit auf die prozessbedingten Strukturveranderungen dieses
nicht-ionischen Detergens eingegangen. Dieses ist ein in der Literatur etabliertes Tensid
zur Durchfiihrung einer Dezellularisierung von biologischem Gewebe [392], da es in Ver-
bindung mit Frost-Tau-Zyklen nach dem Rebesiedelungsprozess fir eine bessere Zellver-
teilung sorgt [394]. Die Expositionsdauer dieser chemischen Behandlungsmethode in das
Gewebe variiert zwischen mehreren Stunden und bis zu 14 Tagen [358, 372, 379, 385,
391, 395, 396].

2.5.2 Prozessbedingte Strukturverdanderungen nach der Anwendung des Dezellu-
larisierungsprozesses

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben existiert eine Vielzahl von méglichen Dezellula-

risierungstechniken, die physikalische, chemische und enzymatische Behandlungsmetho-

den sowie Kombinationen von diesen Verfahren beinhalten. Die erstgenannte Methode
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umfasst die Zerstérung der Zellmembran aufgrund eines Gefriervorganges [397, 398, 399,
400, 401, 402] sowie einer mechanischen Belastung [389, 391]. Alle genannten Prozess-
schritte, die einen Verlust der Zellen verursachen, sorgen fur eine Veranderung der nati-
ven dreidimensionalen Architektur der extrazellularen Matrix [392]. Chemische Behand-
lungsmethoden sorgen fur eine Denaturierung der Proteine und Aufldsung der Zellele-
mente sowie anlasslich einer Veranderung der Nukleinsduren RNA und DNA fir eine
Ruptur der Zellen [403, 404]. Neben den genannten negativen Auswirkungen hat die An-
wendung des nichtionischen Tensids Triton X-100 einen Verlust der Glykosaminoglykane
zur Folge [352, 366, 405]. Weitere Untersuchungen an biologischem Gewebe nach der
Behandlung mit Triton X-100 zeigen keine vollstandige Entfernung des zellularen Materi-
als nach einer Expositionsdauer von vier Tagen [372, 379, 385]. Immunhistochemische
Farbungen verdeutlichen die Prasenz des Zytoskelettprotein Vimentin, welches ein Be-
standteil von Mesenchymzellen ist, innerhalb des humanen vorderen Kreuzbandes. En-
zymatische Behandlungsverfahren sorgen fir eine Spaltung der Peptidbindungen (Arg -
Lys) und eine daraus resultierende degenerative Strukturveranderung der extrazellularen
Matrix. Hinzukommend ist die Behandlungsmethode mit einer Reduktion des kollagenahn-
lichen Glykoproteins Laminin, des Glykoproteins Fibronektin, Elastin sowie vergleichbar
mit dem chemischen Behandlungsverfahren mit einer Involution der Glykosaminoglykane
verbunden [364, 406, 407, 408]. Zusatzlich kénnen die in diesem Zusammenhang ver-
wendeten Wirkstoffe Trypsin, Endonukleasen und Exonukleasen aufgrund ihrer diffizilen
Entfernbarkeit aus dem Gewebe eine Reaktion des Immunsystems zur Folge haben [369,
372, 385, 409].

Das gewahlte Verfahren sollte eine Lyse der Zellmembranen und der Uberreste des
Zellkerns ermoglichen, alle verbliebenen Chemikalien und zellularen Komponenten ent-
fernen und die Struktur und Beschaffenheit des initial intakten Kollagengewebes gewahr-
leisten [379, 392].

2.6 Grundlagen der Finite-Elemente-Methode in der speziellen Anwendung auf
Kollagenstrukturen

In den letzten 23 Jahren ist der phdnomenologischen Modellierung von biologischem

Gewebe zunehmend eine hohe Bedeutung zugesprochen worden [311]. Um das Verfor-

mungs- sowie Schadigungsverhalten simulieren zu kénnen, ist es notwendig, Modelle zu

definieren, die das Werkstoffverhalten unter einer anliegenden Belastung beschreiben. Im

nachfolgenden Kapitel werden die fiir den Sachverhalt geeigneten Materialmodelle vorge-

stellt, welche im Rahmen der vorliegenden Arbeit Anwendung finden.
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2.6.1 Materialmodelle

Ein komplexes nichtlineares und zeitabhangiges Materialverhalten unter einsinniger
Zugbelastung charakterisiert das Verformungsverhalten einer Sehne. Fung [410] stellte
als erster ein quasi linear-viskoelastisches Modell fiir diese Art von Biomaterial auf, wel-
ches jedoch in den Folgejahren durch einen nichtlinearen visko-hyperelastischen Ansatz
ersetzt wurde [411, 412, 413, 414]. Generell besitzt eine Sehne aufgrund ihrer ausge-
zeichneten Faserrichtung anisotrope Materialeigenschaften [412, 415]. Eine Simulation
auf Basis dieser Vorgabe ware zu komplex und wirde eine Bestimmung der optimalen
Materialparameter flr eine definierte Formanderungsenergiefunktion unmdglich machen
[412]. Um nun einen handhabbaren Optimierungsprozess fiir dieses biologische Gewebe
zu erhalten, wird die allgemeine Theorie finiter transversaler Isotropie zur Beschreibung
herangezogen [413, 416, 417, 418, 419]. Die vorhandene einachsige Vorzugsrichtung
sowie die senkrecht zu dieser Achse befindliche isotrope Ebene verdeutlichen die Allge-
meingultigkeit dieses Materialgesetzes [420]. Unter der Vorgabe eines isotropen Werk-
stoffverhaltens ist es nun mdglich mit Hilfe einer geeigneten Formanderungsenergiefunk-
tion, in Abhangigkeit von den Dehnungsinvarianten, das Verformungsverhalten bis hin zur

frihen Schadigung zu simulieren.

2.6.2 Formanderungsenergiefunktionen

Eine Vielzahl von Formanderungsenergiefunktionen zur Modellierung inkompressibler
sowie nahezu inkompressibler hyperelastischer Materialien ist in Abaqus FEA definiert.
Die in der Praxis zumeist angewendeten Funktionen, bezogen auf ein hyperelastisches
Materialverhalten, sind das Neo-Hooke, Mooney-Rivlin sowie das Ogden-Modell [421]. Im
Folgenden wird lediglich auf die Formanderungsenergiefunktion des im Rahmen dieser
wissenschaftlichen Arbeit angewendeten Ogden-Modells vertieft eingegangen. Das auf
der Cauchy-Elastizitat aufbauende Ogden-Modell fiir inkompressible Materialien ist wie

folgt definiert:

n
U= (P 427 + 25 -3) (2.1)
p=1 P

wobei A;, (i = 1,2,3) die Streckung in die jeweilige Achsrichtung und p, sowie a, die Mate-

rialkonstanten beinhalten [422].

In Abaqus FEA ist das Ogden Modell in einer abgewandelten Variante (siehe Glei-

chung (2.2)) allgemein fiir kompressible Materialien formuliert [423]. Uber die Beziehung
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n
2;7p = Z Up @y mit pp-ap,>0 (2.2)
p=1
resultiert [417]:
n 2 . H n 1
U= =2 (AP + AP+ A -3)+ ) (- 1) (2.3)
a D
p=1 P p=1 P

In Gleichung (2.3) sind zusatzlich zu den bereits aus Gleichung (2.1) bekannten Vari-
ablen die materialabhangige Variable D, sowie das elastische Volumenverhaltnis S im-
plementiert. Das elastische Volumenverhaltnis ist der Quotient aus dem totalen und dem
thermischen Volumenverhaltnis J". Unter Beriicksichtigung eines isothermen Zustandes

ohne thermische Ausdehnung des Materials, was Uber Gleichung (2.4) verdeutlicht wird,

Jih= (14e)’ =1 (2.4)

resultiert im Zusammenhang mit einer definierten Volumenkonstanz J = 1 [417] ein elasti-

sches Volumenverhaltnis:
J====1 (2.5)

Dadurch vereinfacht sich der Term flr die Berechnung der Formanderungsenergie in

Abaqus FEA nach Ogden wie folgt, was eine Bestimmung von D, iberflissig macht:

[ i}
L (AP + L+ AP - 3) (2.6)

n 2 .
v=>
=

Mit Hilfe der Beschreibung der Formanderungsenergie ist es nun mdglich, unter Ein-
wirkung einer Belastung auf die Sehne, das Verformungsverhalten nach einer erfolgrei-
chen Ausgleichsrechnung zu ermitteln. Abaqus FEA bietet die Mdglichkeit Materialkenn-
werte Uber diese Methode grafisch zu ermitteln. Ferner ermdéglichen externe Softwarel6-
sungen, unter Berlcksichtigung des verwendeten Ogden-Terms, eine Implementierung

der erlangten Kennwerte fiir die Simulation in Abaqus FEA.
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3 Experimentelle Methoden

3.1 Verwendetes Probenmaterial und Untersuchungsmethoden

Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchungen verwendeten equinen OBS und bo-
vinen TBS stammen von den vorderen Extremitaten der jeweiligen Tiere. Eine Rupturhau-
figkeit an diesen Gliedmalen ist der Grund fiir die Erforschung der Schadigungsmecha-
nismen dieser Strukturen. Die nachfolgend beschriebene Probenentnahme zeigt die spe-
zifische Sezierung einer equinen OBS (siehe Abbildung 3.1). Die Vorgehensweise ist eine

in der Medizin bewahrte Methode und auf die Enthahme einer bovinen TBS projizierbar.

Offnen der Extremitét in distaler Richtung bis zum Fesselringband

Freilegen der OBS sowie der dorsal anliegenden TBS

Fesselringband

Freilegen des Fesselringbandes, um den Anschluss am
Kronbein erreichen zu kénnen
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Durchtrennen des Fesselringbandes und anschlieBender
Einschnitt zur Teilung der OBS von der Extremitét

Abbildung 3.1: Entnahme einer equinen OBS

Die Extremitat wird am Karpalgelenk von dem Tier abgetrennt, sodass der vollstandige
Bandapparat in distaler Richtung fiir die anstehenden Versuchsreihen zur Verfligung
steht. Nach Reinigung und Desinfektion der Hautoberflache wird die Extremitat mit einem
Langsschnitt gedffnet (siehe Abbildung 3.1 a, b)). Die in unmittelbarer Nahe unterhalb der
Hautoberflache befindliche OBS und das umschlieRende Bindegewebe darf dabei nicht
verletzt werden. Um den Kontaktpunkt der Sehne am Kronbein erreichen zu kénnen und
damit die vollstandige Sehnenlange fir die Versuche zu nutzen, wird der Bandapparat bis
zum Hufknorpel freigelegt (siehe Abbildung 3.1 c)). Nach dem Auftrennen des Fesselring-
bandes sind die OBS sowie die TBS zuganglich und kénnen am Hufansatz abgeschnitten
werden (siehe Abbildung 3.1 d)).

Fir die Vorversuche wurden bovine TBS verwendet, die sich lediglich in distaler Rich-
tung durch zwei Verzweigungselemente vor dem Anschluss am Klauensesambein von der
equinen OBS unterscheiden. Aufgrund einer in groRerer Stickzahl aus hiesigen
Schlachthéfen verfugbaren Menge, eignete sich die Rindersehne fiir die Vorversuche und
die damit verbundene Evaluierung des Prifsystems. Im Gegensatz zum Pferd, welches
als Unpaarhufer bezeichnet wird, sorgt die Charakteristik des bovinen Paarhufers fiir eine
variierende Sehnenanatomie. Die Dimension der beiden Sehnen ist trotz abweichender
Spenderspezies vergleichbar. Abbildung 3.2 verdeutlicht die unterschiedliche Anatomie

beider Sehnen.
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Abbildung 3.2: Darstellung einer a) equinen OBS und einer b) bovinen TBS nach der

Entnahme

Um die Eignung des Fasergerlstes als Sehnenersatzmaterial kritisch bewerten zu
kénnen, wurden sowohl initial intakte equine OBS (Kontrollgruppe), als auch die dezellula-
risierten Ableger statischen und zyklischen Tests unterzogen. In Anlehnung an den in
Kapitel 2.5 beschriebenen Dezellularisierungsprozess wurden die von den Versuchstieren
entnommenen equinen OBS nach der chemischen Behandlungsmethode mit dem nicht-

ionischen Detergens Triton X-100 prapariert.

Nachfolgend sind die durchgefuhrten Prozessschritte im Detail dargestellt. Die Ver-
wendung einer Kombination aus der physikalischen und chemischen Behandlungsmetho-
de beginnend mit funf Zyklen einer zweiminltigen Gefrierung und zehnminltigen Auf-
tauphase in 37 °C temperierter phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) leitet die chemi-
sche Behandlungsmethode ein. Beginnend mit einer 48-stindigen Aufbewahrung in einer
hypotonischen Lésung (destilliertes Wasser) bei Raumtemperatur folgt eine ebenfalls 48-
stiindige Verweilung in einem zur Lésung von Proteinen verwendeten TBS-Puffer (Carl
Roth; pH 7,6) verbunden mit einer Hinzugabe von 1 % Triton X-100 (Carl Roth). Der De-
zellularisierungsprozess wird in zwei Waschschritten zu jeweils 15 min in destilliertem
Wasser und einer anschlieRenden nachtlichen Aufbewahrung in einem definierten Zellkul-
turmedium sowie einer weiteren nachtlichen Lagerung in PBS abgeschlossen [394]. Ab-
bildung 3.3 zeigt das Erscheinungsbild einer nach den zuvor beschriebenen Behand-
lungsschritten durchgefiihrten dezellularisierten equinen OBS.
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Abbildung 3.3: Dezellularisierte equine OBS

3.2 Zug- und Ermiidungsversuche

Aus wissenschaftlichen Veréffentlichungen ist bekannt, dass die Umgebung in der bio-
logisches Gewebe mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt ist, dramatische Auswir-
kungen auf das Materialverhalten des Priflings hat [291, 424, 425]. Insbesondere die Zu-
sammensetzung sowie die Temperatur des verwendeten Umgebungsmediums beeinflus-
sen die Viskoelastizitat der Sehne [426]. Eine akkurate Charakterisierung des Material-
verhaltens setzt neben einer geeigneten physiologischen Umgebung eine prazise Rege-
lung der Prifmaschine und Aufzeichnung der Versuchsergebnisse voraus. Die folgenden
Kapitel beinhalten eine Vorstellung des fur die Versuchsdurchfuhrung an den vollstandi-
gen Sehnenstrdngen notwendigen Umgebungssimulationsbads, implementiert in eine
servohydraulische Universalprifmaschine und das zur Schadigungsdetektion notwendige
Ultraschallsystem. Im Anschluss wird das Prifsystem zur Ergrindung des Verformungs-

verhaltens an equinen Faszikeln prasentiert.

3.2.1 Servohydraulisches Priifsystem

Die Zug- und Ermidungsversuche an den equinen OBS sowie den bovinen TBS wur-
den an einer servohydraulischen Prifmaschine der Firma MTS (Typ 810) mit digitaler
Regelelektronik MTS TestStar lls durchgeflihrt. Der Lastrahmen des Systems bietet dem
Bediener die Mdoglichkeit, zusammen mit einem in der Héhe verstellbaren oberen Quer-
haupt, einen ausreichend groRen Bauraum fiir die Implementierung des Umgebungsba-
des und den dazugehdrigen Anbauteilen zu schaffen. Um prazise Versuchsergebnisse
ohne hohe Messabweichungen, die unter anderem auf ungeeignetes Versuchsequipment
zurtickzufuhren sind, zu erhalten, wurde ein 20 kN Kraftaufnehmer der Firma HBM

(Typ U3) in das Prifsystem integriert, der den zu erwartenden Messbereich abdeckt.

Der schematische Aufbau einer servohydraulischen Prifmaschine, im Zusammenhang
mit dem Regelungsvorgang zur Durchfihrung von statischen sowie zyklischen Versuchs-
reihen, ist in Abbildung 3.4 dargestellt.
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Abbildung 3.4: Schematischer Aufbau einer servohydraulischen Prifmaschine (modifi-
ziert nach Schéler et al. [427])

Wegaufnehmer

Ein fur die Funktionsweise der servohydraulischen Priifmaschine notwendiger konstan-
ter Hydraulikol-Arbeitsdruck wird mit Hilfe des Hydraulikaggregats erzeugt. Das Servoven-
til sorgt fur eine Verteilung des Hydraulikdls in die zwei Kammern des Arbeitszylinders
und somit fur eine gezielte Kolbenbewegung. Der Wert des in den Regelkreis rickgefuhr-
ten Ist-Signals wird mit dem Sollwert verglichen und mittels einer PID-Regelung ein ge-
schlossener Regelkreis realisiert. Im Fall einer Soll-Istwert-Abweichung wird durch das
elektrische Stellsignal des PID-Reglers die Position des Steuerkolbens beeinflusst und die
Stellung des Arbeitszylinders dem Sollwert entsprechend angepasst. Verfigbare Regel-
gréBen sind in dem genutzten Prufmaschinenaufbau der Weg des Arbeitszylinders und
die Belastung auf die Probe. Im Rahmen der Ermudungsversuche wird das Probenmate-
rial mit einer konstanten Beanspruchungsamplitude beaufschlagt und die zeitliche Veran-
derung der Dehnungsantwort fir eine Analyse des Werkstoffverhaltens betrachtet. Die

Sollwertvorgabe wird von einem an den Regler angeschlossenen Computer mit Hilfe der
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Software MTS MPT vollzogen.

3.2.1.1 Umgebungssimulationsbad

Die Eignung eines kommerziell erhaltlichen Umgebungssimulationsbades der Herstel-
ler MTS, Zwick und Bose ElectroForce®, welches mit Hilfe von Anpassungsvorgangen in
die servohydraulische Prifmaschine integriert werden muss, ist bedingt durch zahlreiche
Grinde nicht gegeben. Zwar bieten alle Systeme ein temperierbares, mit Flissigkeit ge-
fulltes Innenvolumen, um die physiologischen Gegebenheiten des Tieres zu erflllen, je-
doch sind weder die Innenraumabmale ausreichend dimensioniert noch die notwendigen
Anpassungsmadglichkeiten geeignet. Eine vollstandige Selbstgestaltung des Umgebungs-
simulationsbades bewirkt eine Adaption des Systems an die notwendigen Anbauteile.
Wilson et al. [426] gestalteten eine mit Wasserdampf (99 % relative Luftfeuchtigkeit) ge-
fullte Kammer, um die anspruchsvolle Abdichtproblematik, und daraus resultierend austre-

tende Umgebungsflissigkeit, zu umgehen.

Der Aufbau des Umgebungssimulationsbades ist mit einer Reihe anspruchsvoller Vor-
gaben verknupft. Das Innenvolumen des mit physiologischer Kochsalzlésung gefullten
Behalters muss aus Gewichtsgrinden mdoglichst gering gewahlt werden, wobei zugleich
alle Versuchskomponenten wie Sehneneinspannung, Ultraschallsonden und ein Wider-
standsthermometer fur die Temperaturerfassung der Ringerlésung innerhalb des Behal-
ters platziert werden missen. Diese Temperaturerfassung verbunden mit einem Umwalz-
vorgang des Umgebungsmediums sind notwendige Voraussetzungen fiir eine Nachbil-
dung der physiologischen Gegebenheiten des Tieres, wodurch in vitro Versuchsreihen an
Beugesehnen ermoglicht werden. Eine konstante Temperatur von 37 °C sowie eine ho-
mogene Durchmischung der Badfllissigkeit werden mit Hilfe eines externen Warmether-
mostaten der Firma LAUDA (Typ Proline P8) realisiert. Dieser wird Uber jeweils eine Zu-

sowie Ablaufvorrichtung an den Behalter gekoppelt.

Abbildung 3.5 verdeutlicht in einer Ubersichtsaufnahme die in Form eines Acrylglasbe-
halters gestaltete Umgebungssimulationskammer im implementierten Zustand in der ser-
vohydraulischen Universalprifmaschine MTS (Typ 810) in Verbindung mit dem Ultra-
schallgerat der Firma General Electric (Typ LOGIC A5 Pro), dem Warmethermostat der
Firma LAUDA (Typ Proline P8) und einer gestalteten Kryoapparatur, bestehend aus dem
Eintauchklhler der Firma Thermo Haake (Typ EK90) sowie einem Sammelbehalter und

einer Kreiselpumpe.
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servohydraulische Universalpriifma-
schine MTS 810 mit implementierter
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Kryomat zur Versorgung
der Einspannvorrichtung

mit T = -30 °C geklhltem
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Kochsalzlésung (T = 37 °C)

Abbildung 3.5: Ubersichtsaufnahme der servohydraulischen Priifeinrichtung mit dem US-

Gerét, der Kryoapparatur und dem Wérmethermostat
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Abbildung 3.6 zeigt detailliert das CAD-Modell des Prifaufbaus mit der Positionierung
der relevanten Komponenten. Samtliche Isolierungsabschnitte der Einspannungsvorrich-
tung werden aus Ubersichtsgriinden ausgeblendet. Um einen besseren Einblick in das
Behalterinnere zu gewabhrleisten, werden in der Detailansicht des Umgebungsbades die

vordere sowie rickseitige Behaltertlr entfernt.

a) b)

Bedienelemente
fir die Sonden- —
verstellung

s 0
LA

— 3 ,

Auslass des /’_ .
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4 ol B — fiir die Ethanolver-
. ‘ sorgung
‘ ’ 1 Temperaturfuhler |
‘ "u US Sonde
e Sehne > (longitudinal)
=3 |
US Sonde ‘
(transversal)
untere Einspannung |

Einlass des Um-
gebungsmediums

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der a) servohydraulischen Priifmaschine und

der b) Umgebungssimulationskammer

3.2.1.2 Einspannvorrichtung

Im Gegensatz zu metallischen Versuchsproben zeichnet sich biologisches Gewebe
durch eine deutlich geringere Festigkeit, verbunden mit einer schlipfrigen Oberflache,
aus. Aufgrund dessen sind etablierte Spannverfahren, wie seitlich angreifende Klemmba-

cken, zur sicheren Fixierung nur bedingt anwendbar und eine modifizierte Gestaltung des
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Einspannsystems notwendig. Hohe Presskrafte, hervorgerufen durch die Spannbacken,
kénnen das Sehnenmaterial verletzen und die biomechanischen Eigenschaften beeinflus-
sen. Abbildung 3.7 verdeutlicht ein effektives Lésungsprinzip, um hohe Zugbelastungen,

die von der Prifmaschine ausgehen, auf die Sehne Ubertragen zu kénnen.

Sehne

Hohlraum
Klemmbacke 2 —»
Klemmbacke 1

Interne Kiihlkanale

Anschluss-
verbindung

Freiraum fir PE-

—
Schaumdammung -

PE-Schaumplatten
Kupfergranulat

Bolzenverbindung

Abbildung 3.7: Reale und schematische Ansicht der Einspannvorrichtung

Neben einer Fixierung der Sehne mit zwei horizontal angreifenden Klemmbacken wird
eine Kryostatkihlung genutzt, um ein Einfrieren der Sehnenenden Uber einen mehrstin-
digen Versuchszeitraum zu ermoglichen und die befurchtete Verletzung des Pruflings zu
minimieren. Klemmbacke 1 ist dabei formschlissig mit dem Unterbau verknipft und mit
innenliegenden Kihlkanalen (grin) versehen, in denen Ethanol bei einer Temperatur von
T=-30 °C zirkuliert. Um vertikale Belastungen aufnehmen zu kdnnen, wird Klemmba-
cke 2 in ein Schienensystem positioniert und horizontal mit Klemmbacke 2 verschraubt.
Im Einklang mit den mit Kupfergranulat beschichteten Klemmbacken sorgt diese Methode
fur eine Belastungslbertragung bis zur Rupturgrenze der Sehne. Eine Kopplung mit der
Universalprifmaschine wird durch eine Bolzenverbindung unterhalb der Einspannung
realisiert. Dieser Zusammenschluss bietet dem Prifer, nach einer externen beidseitigen
Fixierung der Sehne in den Einspannungen, die Mdéglichkeit einer schnellen Montage im

Prifsystem.
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Die Verwendung des Einspannungssystems in der mit 37 °C temperierten physiologi-
schen Umgebung wirde zu einem sofortigen Auftauen der Sehnenenden flihren und den
zuvor gewonnen Festigkeitsvorteil zu Nichte machen. Aus diesem Grund sind Polyethyl-
enschaumplatten in den Hohlrdumen der Klemmbacke 2 und vollstdndig um die Einspan-
nung positioniert. Zusatzlich sorgt ein leichter Flissigkeitseintritt in das Einspannungs-
innere nach einem kurzzeitigen Gefriervorgang fir eine stoffschlissige Verbindung und

somit flr eine zusatzliche Haltewirkung.

Kommerzielle Einspannsysteme sind flr die geforderte Anwendung nicht verfiigbar und
aus der Literatur bekannte Losungsmoglichkeiten nicht in einer physiologischen Umge-
bung und fiir einen langeren Versuchszeitraum anwendbar. Riemersa et al. [428], Morelli
et al. [429], Jansen et al. [219] und Jopp et al. [154] nutzen ein in die Einspannung inte-
griertes Trockeneisreservoir (CO,), um die Sehnenenden zu gefrieren. Bowser et al. [430]
tauchen die Einspannsysteme vor Versuchsbeginn in Flussigstickstoff, um kurzzeitig ei-
nen Stabilitatsgewinn des Priflings zu erzielen. Ohne die Kryotechnologie ist eine Fixie-
rung der Sehne ohne Bewegung und Verletzung innerhalb der Einspannung nicht moglich
[40, 431, 432, 433, 434, 435, 436].

3.2.1.3 Ultraschallsystem

Das Ultraschallsystem der Firma General Electric (Typ LOGIQ AS Pro) kann mit zwei
innerhalb des Umgebungsbades befindlichen Linearsonden (Typ i739) transversale sowie
longitudinale Sonogramme des untersuchten Sehnenabschnitts erzeugen. Die mit einer
verfligbaren Bandbreite von f=4 - 10 MHz ausgestatteten Sonden sind an gestalteten
Haltepunkten in unmittelbarer Sehnennahe positioniert und kénnen wahrend des Ver-
suchs, durch oberhalb des Umgebungsbades befindliche Verstellmdglichkeiten, jeden
Abschnitt des Priflings auerhalb der Einspannung untersuchen. Abbildung 3.8 zeigt
schematisch die Anordnung der Sonden. Parallel zur Faserrichtung werden longitudinal

und orthogonal zur Langsachse der Sehne transversale Aufnahmen aufgezeichnet.



Experimentelle Methoden 51

Sehne >

US-Sonde zur longitudinalen
Projektion

\4

B

Neigevorrichtung fir die
transversale Sonde

US-Sonde zur transversalen
Projektion

o

Sehneneinspannung

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Positionierung zweier Ultraschallsonden

zur Erzeugung von longitudinalen und transversalen Sonogrammen

Bedingt durch den linearen Schallaustritt ist lediglich eine geringe Vorlaufstrecke ver-
bunden mit einer kontaktfreien Anordnung des Schallkopfes zum Prifling notwendig. Die
Umgebungsflissigkeit bildet dabei das Kontaktmedium, um eine vorzeitige Schallreflexi-

on, bedingt durch zu hohe Impedanzunterschiede, zu vermeiden.

3.2.2 In situ Priifmaschine implementiert in ein Durchlicht-Polarisationsmikroskop

Neben den biomechanischen Versuchsreihen an initial intakten OBS und TBS, durch-
geflhrt an der servohydraulischen Universalprifmaschine MTS (Typ 810), bietet ein ge-
staltetes in situ Prifsystem die Mdglichkeit das Verformungsverhalten einzelner Faszikel
mikroskopisch zu betrachten. Der in Abbildung 3.9 dargestellte Aufbau wurde in ein
Durchlicht-Polarisationsmikroskop der Firma Olympus (Typ BX51) implementiert und er-

laubt die Charakterisierung der Sehnenstruktur unter variierenden Belastungszustanden.
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Acrylglasbehalter
(geflllt mit PBS)

Schrittmotor
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Rotationsbedienung

Mikroskoptisch I

Abbildung 3.9: a) Darstellung der Belastungsvorrichtung implementiert in das Durchlicht-
Polarisationsmikroskop Olympus (Typ BX51) und b) schematische An-

sicht mit Bezeichnung der Komponenten

Zwei Randelschrauben dienen der Rotation um die Langsachse des als Mikrotom-
schnitt gefertigten Faszikels. Dies erleichtert einerseits die Montage der Tragerplatten im
Prifsystem und andererseits kann vor Versuchsbeginn eine geeignete Position fir eine
aussagekraftige Darstellung der Struktur bestimmt werden. Uber einen Spindelantrieb

kann die Rotation des Schrittmotors in eine translatorische vertikale Bewegung transferiert
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werden und eine Belastung auf die Probe ausgelibt werden. Wahrend des Versuchs wird
die auf die Faszikel wirkende Kraft mittels eines 20 N Kraftaufnehmers der Firma ME-
Systems (Typ KD24s), der Uber einen Messverstarker der Firma HBM (Typ Quantum X —
MX840A) an ein EDV-System adaptiert ist, aufgezeichnet. Ein eigens fir die in situ Ver-
suche programmiertes LabVIEW Tool beinhaltet die vollstdndige Steuerung des Schritt-
motors Uber eine Steuerung der Firma ISEL (Typ C10C) sowie die Aufnahme des Kraft-
und Wegsignals, um den auf die Probe wirkenden Belastungen, resultierende Struktur-
veranderungen zuordnen zu kénnen. Abbildung 3.10 a) zeigt die verwendete Probengeo-
metrie, ein Mikrotomschnitt mit einer Schnittdicke von 150 um, der in PBS befindlich ober-
halb der Tragerplatten positioniert wird und nach Entfernen der Flissigkeit mit Sekunden-
kleber fir die Fixierung in der Belastungsvorrichtung an diesen befestigt wird. Bedingt
durch die Auftriebskrafte hervorgerufen durch die Flussigkeit wird eine reibungslose Posi-
tionierung des Fasersegmentes ermdglicht. Aufderhalb dieser Umgebung ist eine Hand-
habung des filigranen Gewebes unmaoglich. Der in der Belastungsvorrichtung innerhalb
der PBS-Umgebung fixierte Faszikelabschnitt ist in einem unbelasteten Zustand in Abbil-
dung 3.10 b) illustriert.

Abbildung 3.10: a) Platzierter Mikrotomschnitt auf einem Aluminiumtréger und b) fixiert im

mit PBS geflillten Umgebungsbad

3.3 Einrichtungen zur Nachuntersuchung der Sehnenstruktur
Veranderungen in der Strukturbeschaffenheit der Sehne kénnen wahrend der biome-
chanischen Versuche anhand eines Anstiegs der maximalen Dehnung oder durch die

bildgebende Sonographie detektiert werden. Dennoch bieten Nachuntersuchungen an der
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rupturierten Sehne in makroskopischer sowie mikroskopischer Form die Méglichkeit, die
erlangten Erkenntnisse morphologisch unter Anwendung eines Rasterelektronenmikro-

skops (REM) und eines Stereomikroskops zu bewerten.

3.3.1 Rasterelektronenmikroskop

Zur Charakterisierung der rupturierten Fasern und Bewertung der Beschaffenheit der
Bindegewebsstruktur in der extrazellularen Matrix der untersuchten Sehnen wird ein Ras-
terelektronenmikroskop des Herstellers Philips (Typ XL-30) herangezogen. Fir eine zu-
friedenstellende Visualisierung einzelner Fibrillen war eine aufwandige Probenvorberei-

tung in folgenden Schritten notwendig:

1. Gewebeentnahme und anschlielliende Primarfixierung

2. 120 min Osmierung in 1 % Osmiumtetroxid inklusive mehrmaliger Waschvorgange
in PBS

3. Dehydrierung in Ethanol (HPLC-Qualitat) bei verschiedenen Konzentrationen (sechs
Schritte zwischen 30 - 100 % Ethanol)

4. Critical Point Drying (CPD) in 16 Zyklen

5. Befestigung der Probe auf dem REM-Trager und Beschichtung mit einer leitenden
Oberflache (Sputtern)

6. Vor und nach der REM-Untersuchung ist der Faserabschnitt in einem Exsikkator zu

deponieren

Der Prozess der Uberkritischen Trocknung ist fur die REM-Praparation der Sehne uner-
I&sslich, da im Fall einer unterkritischen Trocknung Verdampfungsprozesse Oberflachen-
spannungen zur Folge haben, woraus eine Schadigung des Gewebes resultiert. Zahlrei-
che Wissenschaftler kritisieren den Prozess der Uberkritischen Trocknung, da dieser zwar
mit keiner Schadigung, jedoch mit einer Schrumpfung des Gewebes bis auf 67 % des
Ausgangsvolumens einhergeht und in die Auswertung einbezogen werden muss [437,
438, 439]. Abbildung 3.11 zeigt beispielhaft eine nach den zuvor dargestellten Behand-
lungsschritten praparierte REM-Probe.
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<+«— REM-Trager

Sehnenfaszikel

Abbildung 3.11: Sehnenfaszikel aufgetragen auf eine Trégerplattform zur rasterelektro-

nenmikroskopischen Untersuchung

3.3.2 Stereomikroskop

Die Bestimmung des lasionierten Abschnitts und Charakterisierung des Schadigungs-
grades wurde nach makroskopischer Begutachtung unter Anwendung eines Stereomikro-
skops der Firma Leica (Typ WILD M3Z) durchgefuhrt. Dieses Mikroskop bietet trotz eines
geringen VergroRerungsvermogens (40x) ausreichende Maoglichkeiten eine eventuelle
Schadigungseinleitung durch das Einspannsystem ausschlieRen zu kdnnen und die Gro-
Re und Position der Lasion zu deklarieren. Um dies in einem zufriedenstellenden Maf}
durchfilhren zu kénnen, wurden die rupturierten Sehnen mit Hilfe von Querschnitten in
5 mm dicke Teilstlicke getrennt und anschlieRend transversale Aufnahmen getétigt. Eine
fur die stereomikroskopische Analyse praparierte equine OBS ist in Abbildung 3.12 dar-

gestellt. Die einzelnen Segmente wurden schrittweise auf ihre Beschaffenheit untersucht.

Abbildung 3.12: Einteilung der equinen OBS in zahlreiche Segmente zur transversalen

Betrachtung des Gewebezustandes
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4 Ergebnisse

Das Ergebniskapitel umfasst, beginnend mit einer Analyse der Gewebestruktur der ini-
tial intakten und dezellularisierten equinen OBS, eine zyklische Versuchsreihe an kinst-
lich Iasionierten bovinen TBS, bevor in statischen sowie zyklischen Belastungsversuchen
die Schadigungsmechanismen einer equinen OBS erforscht und die prozessbedingten
Auswirkungen des Dezellularisierungsprozesses offengelegt werden. Die dabei erzielten

Erkenntnisse werden mit Hilfe von Finite-Elemente Analysen evaluiert.

4.1 Analyse der Gewebestruktur

Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen an dezellularisierten und initial intak-
ten equinen OBS wurden durchgefiihrt, um die prozessbedingten Auswirkungen des Ver-
fahrens visualisieren zu kénnen. Insbesondere die interfibrillare Struktur der extrazellula-
ren Matrix und die Beschaffenheit des lockeren Bindegewebes, welche maligeblich die
biomechanischen Materialkennwerte beeinflussen, sind zu betrachten. Abbildung 4.1 illus-
triert rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Kryobruchflachenpaaren der zu

untersuchenden Behandlungszustande.

100um 100pm

Abbildung 4.1: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von Kryobriichen einer a),
b) initial intakten und c), d) dezellularisierten OBS
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Die Darstellungen der initial intakten OBS zeigen an den Bruchflachen ein deutliches
Mal von lockerem Bindegewebe (siehe Abbildung 4.1 a), b)), was bei detaillierter Be-
trachtung nicht mit den Darstellungen des dezellularisierten Gewebes korreliert (siehe
Abbildung 4.1 c), d)). Der Behandlungsprozess sorgt fur eine Reduzierung der Bindege-
websstruktur und daraus folgend fiir eine Sichtbarkeit des unterhalb dieser befindlichen

Endotendineums.

4.2 Zyklische Schadigungsentwicklung eines kiinstlich eingebrachten Defektes in
bovinen tiefen Beugesehnen

Eine aussagekraftige Bewertung des Schadigungsverhaltens einer equinen OBS im ini-
tial intakten sowie dezellularisierten Zustand setzt neben einer zufriedenstellenden Pro-
benvorbereitung und einem zuverlassigen Priifsystem die Fahigkeit der Interpretation der
ultrasonographischen Bildgebung voraus. Zu diesem Zweck wurden bovine TBS sowie
equine OBS mit Hilfe einer Biopsiestanze makroskopisch sichtbar Iasioniert, um eine Kor-
relation mit dem Sonogramm an identischer Position zu generieren. Um die Dehnungsver-
teilung entlang des Defektes bis hin zur intakten Zone visualisieren zu kdnnen, wurde auf
der auRReren Hullschicht mit Hilfe eines gestalteten Stempels ein Messraster aufgetragen.
Zahlreiche Rasterpunkte wurden Uber ein optisches Kamerasystem erfasst und unter
Verwendung der Bildbearbeitungssoftware ImageJ in Matrixschreibweise in MATLAB®
implementiert. Die dargestellten Versuchsergebnisse sind an einer bovinen TBS unter
kraftgeregelter Vorgabe, bei einer konstanten Amplitude von 250 N bis 3 kN und einer
Frequenz von 1 Hz entstanden. Eine lllustration des aufgetragenen Messrasters sowie
eine graphische Darstellung der fir die Auswertung der Dehnungsverteilung relevanten

Koordinatenpunkte sind in Abbildung 4.2 dargestellt.
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Abbildung 4.2: Darstellung des gestempelten Messrasters zur Bestimmung der Deh-

nungsverteilung entlang einer bovinen TBS bei einer Kraftamplitude von
a) 250 N und b) 3 kN

Da die Mdglichkeit einer Trigger-Funktion fiir die Erstellung der fotographischen Auf-
nahmen hardwareseitig nicht umsetzbar war, wurde in einem Intervall von 200 Zyklen im
Zusammenhang mit einer Haltezeit von einer Sekunde, bei einer vollstdndigen Amplitude
eine Serienaufnahme des Belastungszustands getatigt. Diese Haltezeit garantiert eine
Darstellung des Messrasters im Bereich der maximalen Auslenkung der Sehne, um eine
geometrische Veranderung des kiinstlich eingebrachten Defektes und folglich eine Scha-
digungsentwicklung verfolgen zu kénnen. Abbildung 4.2 b) verdeutlicht anhand der Deh-
nungsverteilung eine Inhomogenitat in unmittelbarer Lasionsnahe, bedingt durch den mit-
tels Biopsiestanze provozierten Kontaktverlust der Kollagenfasern, im zentralen Sehnen-
areal. In der Schadigungszone wird durch eine deutliche Deformation des virtuellen Mess-
rasters die groRte Dehnung der peripheren Kollagenfasern visualisiert. Diese Auswirkung
der Krafteinleitung wird durch die Sonogramme (siehe Abbildung 4.3) gestutzt, die eine
Relativbewegung der zentralen Fasern zu der formschlissig gebundenen peripheren Zo-

ne veranschaulichen.
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horizontale Bewegung der Kollagenfaserbiindel
‘ innerhalb der Matrix \
. —

Longitudinale US-Aufnahme (3800 Zyklen) Longitudinale US-Aufnahme (5700 Zyklen)

Abbildung 4.3: Betrachtung der Schadigungsentwicklung gezielt lasionierter boviner TBS

anhand longitudinaler Sonogramme

Anhand der inhomogenen Echotextur, gekennzeichnet durch eine mittelgradige Hypo-
echogenitat, ist nach 200 Zyklen eine horizontale Bewegung der Kollagenfaserbindel,
entgegen der Position der Schadigungseinleitung, erkennbar (siehe Abbildung 4.3 b)). Die
Grauskala dieser Zone verdeutlicht, dass ein Teilbereich der Kollagenfasern, trotz der
Faserdurchtrennung, Kontakt zum Ausgangsgewebe besitzt. Verdeutlicht durch eine
Uberwiegend anechogene Bildwiedergabe scheint der vollstandige Strukturverlust erst
nach 5700 Zyklen vollzogen zu sein (siehe Abbildung 4.3 d)). Neben einer deutlichen
Vergrolierung des anechogenen Stanzdefektes sind in dem zuletzt aufgefiihrten Sono-
gramm Zonen mit niedriger bis ebenfalls vollstandig anechogenen Abschnitten erkennbar.
In der mit Umgebungsflissigkeit geflillten Lasion werden die, ausgehend von der Ultra-
schallsonde emittierten Schallwellen nicht mehr reflektiert, wodurch der Schadigungsbe-
reich lediglich als strukturloses schwarzes Feld visualisiert wird. Die nicht als L&sion zu
interpretierenden vertikalen anechogenen Bereiche sind lediglich Schallschatten, die be-
dingt durch die in unmittelbarer Defektnahe freiliegenden Faserenden entstehen. Hervor-
gerufen durch einen hohen Impedanzunterschied zwischen der NaCl-Lésung und der
Vielzahl von Kollagenfilamenten bewirken diese eine Schallreflektion sowie Absorption

und sorgen fir einen Anzeigeverlust der nachfolgenden Gewebestruktur. Hyperechogene
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Erscheinungen sind vorzugsweise an der duferen Hullschicht, ebenfalls bedingt durch
den vorherrschenden Impedanzunterschied zwischen dem auf der Sehnenoberflache be-
findlichen, lockeren Bindegewebe und der umgebenen Flissigkeit vorzufinden. Dieses
Phanomen muss zusatzlich in die Interpretation der Schadigungsentwicklung einflieRen
und darf nicht als Strukturveranderung aufgefasst werden. Mit zunehmender Zyklenzahl
war bei 5941 Lastspielen ein aus der Partialruptur resultierender Strukturverlust zu ver-
zeichnen, der jedoch aufgrund der fehlenden Reflektionsebenen keine lllustration eines
bewertbaren Sonogramms ermdglicht und aus diesem Grund in der Auswertung nicht

aufgefiihrt wird.

4.3 Auswirkungen des Dezellularisierungsprozesses auf das Werkstoffverhalten
equiner oberflachlicher Beugesehnen unter monotoner Beanspruchung

Eine Bestimmung der materialspezifischen Kennwerte unter Anwendung monotoner
Versuchsreihen vermittelt eine primare Erkenntnis Gber mogliche Auswirkungen des De-
zellularisierungsprozesses auf die biomechanische Belastbarkeit einer equinen OBS.
Morphologische Gesichtspunkte werden in diesem Kapitel nicht beriicksichtigt. Um aus-
sagekraftige Versuchsergebnisse sowie eine Reproduzierbarkeit zu garantieren, ist eine
penible Probenvorbereitung notwendig. Nach dem bereits in Kapitel 3.1 beschriebenen
Entnahmeprozess erfolgt vor der Fixierung der Sehne in die Einspannvorrichtung ein Zu-
schnitt des Priflings auf eine vordefinierte Lange von 300 mm. Dabei ist eine Abtrennung
aullerhalb des mittleren Metakarpalbereichs, bevorzugt am distalen Sehnenende, einzu-
halten. Das Ablésen des lockeren Bindegewebes von der Sehnenoberflache sorgt fiir eine
Kontaktverbesserung zwischen den Klemmbacken der Einspannvorrichtung und vermin-

dert eine mdgliche Bewegung des Priiflings innerhalb des Einspannsystems.

Es standen flir die Zugversuche vier Versuchstiere zur Verfligung, an denen an beiden
vorderen Extremitaten jeweils die OBS enthommen wurde und randomisiert, fir eine De-
zellularisierungsbehandlung oder fir die als Kontrollgruppe bezeichnete Vergleichsbe-
trachtung verwendet wurden. Diese Vorgehensweise vermindert den strukturbedingten,
anatomischen Einfluss auf die Materialkennwerte, da innerhalb eines Organismus ledig-

lich die prozessbedingten Auswirkungen der Dezellularisierung untersucht werden sollen.

Die Zugversuche wurden an dem in Kapitel 3.2.1.1 vorgestellten biomechanischen
Prufsystem innerhalb der Flissigkeitsumgebung bei einer konstanten, dem tierischen Or-
ganismus entsprechenden Temperatur von 37 °C durchgefiihrt, um eine realitdtsnahe
Versuchsumgebung zu definieren. Fir die Versuchsreihen wurde eine konstante vertikale

Vorschubgeschwindigkeit des Arbeitszylinders von 1 mm/s definiert, um die Sehnen bis
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zur vollstandigen Ruptur belasten zu kénnen. Das Anbringen eines induktiven Wegauf-
nehmers an der Sehne innerhalb der Flissigkeitsumgebung ist nicht moglich sowie ein
optisches Wegmesssystem nicht verfligbar, weshalb auf den Maschinenverfahrweg zur
Dehnungsberechnung zurlckgegriffen werden musste. Nach Vorversuchen konnte eine
erste Einschatzung der Belastbarkeit einer equinen OBS getroffen werden, wodurch das
Prifsystem um eine 20 kN Kraftmessdose erganzt wurde, die in dem verlangten Messbe-
reich eine geringere Abweichung erzielt. Abbildung 4.4 illustriert das Spannung-Dehnung-
Verhalten der initial intakten Kontrollgruppe, die in ihrem unbehandelten Zustand das in
vivo biomechanische Materialverhalten widerspiegeln soll. Die Bedeutung der im Rahmen
der Ergebnisdarstellung verwendeten Probennummerierung ist im Anhang dieser Arbeit

tabellarisch hinterlegt.
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Abbildung 4.4: Spannung-Dehnung-Verhalten von vier Proben der equinen initial intak-

ten Kontrollgruppe

Die Ergebnisdarstellung korreliert mit den aus der Literatur bekannten Verlaufen, be-
ginnend mit dem konvexen Verlauf (Toe-Region), dem sich anschlieBenden linear-
viskoelastischen Materialverhalten bis schlussendlich Partialrupturen, den konkaven Ver-
lauf beschreibend, zum Versagen der Sehne fiihren. Beispielhaft ist flr eine Probe eine
im transversalen Sonogramm detektierbare Lasion im zentralen Sehnenareal erkennbar
(siehe Abbildung 4.5 a)), die zeitgleich mit der longitudinal ausgerichteten zweiten US-
Sonde erfasst werden konnte (siehe Abbildung 4.5 b)).
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Lasion
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C 1.B81cm
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Abbildung 4.5: Detektierte Partialruptur im zentralen Areal einer equinen OBS (S3) in der

a) transversalen Ansicht und b) longitudinalen Ansicht

Diese Aufnahmen wurden im konkaven Verformungsabschnitt getatigt und weisen be-
reits dort eine lasionale Defektflache von 19 mm? auf. Der prozentuale Schadigungsanteil

von 17 % flhrt nach Tabelle 2.7 zu einem mittelgradigen Sehnenschaden.

In Analogie zu den Zugversuchen an der Kontrollgruppe wurden unter identischen Ver-
suchsvorgaben und —bedingungen die biomechanischen Materialkennwerte dezellulari-
sierter equiner OBS in einem Spannung-Dehnung-Diagramm ermittelt (siehe Abbildung
4.6).
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Abbildung 4.6: Spannung-Dehnung-Verhalten von vier Proben der equinen dezellulari-

sierten Gruppe
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Die qualitative Gegeniberstellung der Spannung-Dehnung-Verlaufe verdeutlicht ein
augenscheinlich vergleichbares Verformungsverhalten der untersuchten Behandlungszu-
stande. Gemittelt Uber die vier Versuchstiere flr jeden Behandlungszustand und unter
Hinzunahme der Standardabweichung resultiert ein im Folgenden abgebildeter Span-
nung-Dehnung-Zusammenhang fur die initial intakte Kontrollgruppe (siehe Abbildung
4.7 a)) sowie die dezellularisierten OBS (siehe Abbildung 4.7 b)).
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Abbildung 4.7: Darstellung des arithmetisch gemittelten Spannung-Dehnung-Verhaltens

der a) equinen initial intakten und b) dezellularisierten OBS

Tabelle 4.1 zeigt die biomechanischen Materialkennwerte der initial intakten Kontroll-

gruppe sowie der dezellularisierten equinen OBS.

Tabelle 4.1: Darstellung der Kennwerte der equinen initial intakten Kontrollgruppe und

der dezellularisierten OBS

Behandlungszustand
Kennwert pe— —
initial intakt dezellularisiert
Rupturgrenze 9,47 + 1,64 kN 7,07 + 1,07 kN
Zugfestigkeit 85,12 + 11,13 MPa 63,84 + 5,52 MPa
Elastizitatsmodul 818+ 94,09 MPa | 714,26 + 83,61 MPa
Toe-Dehnung 573+0,43 % 5,05+0,61 %

Rupturdehnung 13,57 £ 1,54 % 12,33+ 0,35 %

Untersucht wurden die Zugfestigkeit, die als Rupturgrenze bezeichnete Maximalkraft,
der Elastizitdtsmodul, die Toe-Dehnung und die Rupturdehnung. Der Dezellularisierungs-
prozess sorgt fir eine Abnahme der Zugfestigkeit um 25 %, eine Reduktion der Ruptur-

dehnung um 9 % beim Erreichen der maximalen Belastbarkeit und einen Verlust der Stei-
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figkeit (Elastizitatsmodul) von 12 %. Neben einer Betrachtung der klassischen Werkstoff-
kennwerte ist eine prozessbedingte Veranderung der Toe-Region zu verzeichnen,
wodurch ein in der Literatur nicht verwendeter Kennwert eingefuhrt wird, der die Dehnung
am Ubergang in den linear-viskoelastischen Abschnitt beschreibt. Dieser als Toe-
Dehnung bezeichnete Kennwert ist durch eine geringfligige Abnahme von 9 % charakteri-

siert.

Kapitel 2.3.1.2 beschreibt die aus der Literatur bekannten Kennwerte flir den Elastizi-
tatsmodul einer initial intakten equinen OBS, wobei bei der Recherche gezielt die mittels
Tangentenmodul bestimmten Kennwerte betrachten wurden. Die Zugfestigkeit wird aus
dem Quotienten der Rupturgrenze und der mit Hilfe der ultrasonographischen Bildgebung
gemessenen Ausgangsquerschnittsflache im mittleren Metakarpalbereich berechnet. Ab-
bildung 4.8 illustriert beispielhaft ein transversales Sonogramm an der zuvor beschriebe-

nen Sehnenposition.
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Abbildung 4.8: Transversales Sonogramm einer equinen OBS zur Bestimmung der intak-

ten Querschnittsflache im mittleren Metakarpalbereich (Pferd 1)

Die Ausgangsquerschnittsflache A, wurde vor Versuchsbeginn bei einer konstant an-
liegenden Belastung von Fz =70 N unter Anwendung des systeminternen Messtools des
Ultraschallsystems definiert. Zusatzlich zur Ausgangsquerschnittsflache wurde fir jede
Probe die Anfangsmesslange Iy zur nachfolgenden Dehnungsberechnung ermittelt. Dieser
Wert beschreibt den Messabstand zwischen den beiden Sehneneinspannungen bei der

zuvor beschriebenen identischen Vorlast.
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4.4 Auswirkungen des Dezellularisierungsprozesses auf das Werkstoffverhalten
equiner oberflachlicher Beugesehnen unter zyklischer Beanspruchung

Die Ermudungsversuche an den dezellularisierten sowie initial intakten equinen OBS
dienten der Analyse des Schadigungsverhaltens, wobei insbesondere die Position der
Schadigungsentstehung und die fortschreitende Entwicklung der L&sion ultrasonogra-
phisch detektiert wurden. In den nachfolgenden Kapiteln werden das Wechselverfor-
mungsverhalten, die ultrasonographische Charakterisierung sowie die morphologische
Bewertung der vorliegenden Kollagenstruktur evaluiert, um eine zuverlassige Aussage

Uber den Schadigungsprozess zu erhalten.

441 Wechselverformungsverhalten

Die in dem Kapitel 4.3 beschriebenen Zugversuche dienten nicht nur der Ergriindung
des Einflusses des Dezellularisierungsprozesses auf das biomechanische Materialverhal-
ten, sondern boten mit der Bestimmung der Zugfestigkeit die Grundlage fir eine Definition
des ersten Spannungshorizontes flr die zyklischen Versuchsreihen. In Anlehnung an die
in den Grundlagen dargelegten wissenschaftlichen Arbeiten von Schechtman et al. [294,
295] und Shepherd et al. [292, 293] wurden 50 % der Zugfestigkeit als Ausgangspunkt fur
den ersten Spannungshorizont gewahlt. Um den Alterungsprozess der Sehne nicht zu
stark in das Resultat einflielen zu lassen, wurde in Form eines Laststeigerungsversuches
die Belastung auf die Sehne in einem Zyklusintervall von 10° Lastspielen um jeweils 10 %
erhoht, bis eine Ruptur der Sehne erreicht wurde. Fir die Untersuchungen standen drei
Pferde zur Verfligung, an denen in identischer Vorbereitungsprozedur, wie bei den stati-
schen Versuchsreihen, beide OBS der vorderen Extremitaten entnommen und anschlie-

Rend vorbereitet wurden.

Abweichend von den im vorherigen Kapitel visualisierten Ergebnissen der monoton be-
lasteten Sehnen in einem gemeinsamen Spannung-Dehnung-Diagramm werden nun die
maoglichen prozessbedingten Auswirkungen der Dezellularisierung auf das Wechselver-
formungsverhalten gesondert innerhalb eines Tieres betrachtet. Abbildung 4.9 illustriert
vier Wechselverformungsdiagramme der initial intakten Kontrollgruppe (siehe Abbildung
4.9 a), c)) sowie des dezellularisierten Zustandes (siehe Abbildung 4.9 b), d)) der Pferde 7
und 9. Es werden gezielt die OBS der genannten Pferde in der Ergebnisdarstellung illus-
triert, da diese dem gleichen Geschlecht und einer vergleichbaren Altersgruppe entspra-

chen.
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Abbildung 4.9: Wechselverformungskurven der equinen OBS von Pferd 7 (a) initial in-
takt, b) dezellularisiert) und Pferd 9 (c) initial intakt, d) dezellularisiert)
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Die Wechselverformungskurven des Pferdes 8 wurden aus Platzgrinden nicht explizit
aufgeflihrt, da diese keine neuen Erkenntnisse beinhalten wiirden und zusatzlich mit ei-
nem Alter des Tieres von vier Jahren eine abweichende Kategorie bilden. Fir eine Un-
termauerung der Ergebnisdarstellung wird jedoch die erreichte Bruchzyklenzahl fir jede
Sehne tabellarisch angegeben. Tabelle 4.2 veranschaulicht nach dem zuvor beschriebe-
nen Ansatzpunkt die Definition der Spannungshorizonte und die erreichte Bruchzyklen-

zahl der jeweiligen Versuchsproben.

Tabelle 4.2: Darstellung der ermiideten OBS und der erreichten Bruchzyklenzahl

Probennummer Pferd Spannungshorizont = Bruchzyklenzahl
42,56 MPa (50 % Rm)
S21 (initial intakt) Pford 7 51,07 MPa (60 % Rn) 205749
59,58 MPa (70 % Rn)
S22 (dezellularisiert) 31,92 MPa (50 % Rn) 46554
S23 (initial intakt) Pford 8 42,56 MPa (50 % Rm) 77512
S24 (dezellularisiert) 31,92 MPa (50 % Rn) 17154

42,56 MPa (50 % Rn)
Pferd 9 = 51,07 MPa (60 % Rn)

S26 (dezellularisiert) 31,92 MPa (50 % Ru) 25096

S25 (initial intakt) 132536

Die Ermuidungsversuche wurden im Zugschwellbereich (R = 0) bei einer konstanten
Frequenz von 2 Hz bis zur Ruptur der Sehne durchgeflihrt. Die blaue Linienflihrung (siehe
Abbildung 4.9) kennzeichnet die auf die Probe wirkende Spannungsamplitude Ao/2, die
aus dem zugeordneten Spannungshorizont gebildet wird und das rote Pendant die Werk-

stoffantwort.

Die Wechselverformungskurven der untersuchten OBS verdeutlichen eine kontinuierli-
che zyklische Entfestigung bis zum Erreichen des nachfolgenden Spannungshorizontes
beziehungsweise bis zum Erreichen der totalen Sehnenruptur. Detailliert betrachtet zeigt
sich bei allen Pferden eine deutlich geringere Lebensdauer der dezellulariesierten OBS im
Vergleich zu der initial intakten Kontrollgruppe. Bei Sehne S25 (Pferd 9) musste die Be-
lastung nach 10° Zyklen, bei Sehne S21 (Pferd 7) sogar nach 2 x 10° Lastspielen erneut
erhdht werden, ohne durch einen fortgeschrittenen Alterungsprozess, sondern durch die

anwachsende Belastung eine Ruptur der Kollagenstruktur erzielen zu kénnen.

Im Nachfolgenden werden die detaillierten Ergebnisdarstellungen auf Pferd 7 bezogen,
welche Erkenntnisse jedoch reprasentativ fir die weiteren Proben interpretiert werden
kénnen. Die vergroRerte Darstellung des Verformungsverhaltens der ersten 5000 Zyklen,

sowie die nach der ersten Haltezeit der initial intakten OBS mit erhéhter Spannungs-
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amplitude erreichten Charakteristika, werden in Abbildung 4.10 illustriert.
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Abbildung 4.10: Wechselverformungsverhalten der a), b) initial intakten OBS (S21) und
der c) dezellularisierten OBS (S22). Die griine Linie kennzeichnet den

Beginn des linearen Verformungsverhaltens mit zunehmender Zyklenzahl

Der bereits aus Kapitel 2.3.2 bekannte Mullins-Effekt, der eine materialbedingte Entfes-
tigung vorzugsweise in den ersten Lastzyklen beinhaltet, konnte auch an diesen Untersu-
chungen nachgewiesen werden. Bis zu dem Erreichen des linearen Verformungsverhal-
tens ist ein konkaver Linienverlauf erkennbar, der durch den Dezellularisierungsprozess
bereits nach 1200 Lastspielen (siehe Abbildung 4.10 c)) abgeschlossen ist. Die Sehne
S21 weist dieses Materialverhalten erst nach 2000 Lastspielen (Abbildung 4.10 a)) auf.
Der Mullins-Effekt kann nach einer Ruhephase und der darauffolgenden Erhéhung der
Spannungsamplitude Ao/2 in einem abgeschwachten Ausmal reproduziert werden (siehe
Abbildung 4.10 b)).
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Die Darstellung von vier Spannung-Dehnung-Hysteresen (S21) bei der kennzeichnen-
den Spannungsamplitude von Ao/2 =22 MPa (siehe Abbildung 4.11) verdeutlicht eine
Zunahme der Dehnungsschwingbreite Ae und des Elastizitatsmoduls E in dem zugbelas-
teten Hystereseast verbunden mit einer kontinuierlichen Abnahme der Schwingbreite der

linear-viskoelastischen Dehnung Ag, mit fortschreitender Zyklenzahl.
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Abbildung 4.11: Darstellung von vier Spannung-Dehnung-Hysteresen (S21) bei einer
Spannungsamplitude von Ac/2 =22 MPa und charakteristischen Last-

spielzahlen

Zusatzlich zu der besagten Anordnung zeigt Abbildung 4.12 die Zyklen 2 und 3 farblich

abgetrennt, jedoch fortlaufend umgesetzt, in zwei Hystereseschleifen.
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Abbildung 4.12: Spannung-Dehnung-Hysterese der Zyklen 2 und 3 (S21)

Eine Zunahme der Maximaldehnung innerhalb eines Zyklus um 0,1 % ist in diesem
frihen Stadium der Verformung deutlich zu erkennen. Abbildung 4.13 illustriert den Ver-

lauf des Elastizitatsmoduls Uber der Zyklenzahl und vertieft die zuvor getatigte Aussage.
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Abbildung 4.13: Verlauf des Elastizitdtsmoduls lber der Zyklenzahl der initial intakten
equinen OBS (S21)
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Beginnend mit der Betrachtung der initial intakten Kontrollgruppe zeigt sich eine Zu-
nahme der Steifigkeit bis zu einem Maximalwert von 300 - 500 Zyklen. Dieser Werkstoff-
kennwert unterscheidet sich mafigeblich von der Steifigkeit der dezellularisierten OBS
(siehe Abbildung 4.14). Der Verlauf von Sehne S22 verdeutlicht eine Zunahme der Stei-
figkeit bis zu einem Peak des Elastizitdtsmoduls bei bereits drei Lastspielen, bevor eine
kontinuierliche Entfestigung, bedingt durch zyklisches Kriechen, mit einem sich anschlie-

Renden Sattigungscharakter bis zur Ruptur der Sehne, belegbar ist.
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Abbildung 4.14: Verlauf des Elastizitdtsmoduls (iber der Zyklenzahl der dezellularisierten
OBS (S22)

4.4.2 Ultrasonographische Charakterisierung

Das Kapitel 4.2 hat gezeigt, dass das zyklische Verformungsverhalten und der Verlauf
des Schadigungsprozesses bis zur vollstandigen Ruptur der Sehne quantitativ visualisiert
werden kann. Eine Lokalisation der Schadigungsentstehung sowie die Entwicklung einer
Lasion konnte jedoch nicht differenziert werden. Mit Hilfe bildgebender Verfahren wie der
Sonographie war es nun mdglich, durch die Integration der Ultraschallsonden in das Um-
gebungsbad in unmittelbarer Sehnennahe, transversale sowie longitudinale Aufnahmen
zu tatigen und in mehrstindigen Versuchen die Strukturverdnderungen, bedingt durch die
aulere Krafteinwirkung, zu verfolgen. Sowohl die Literaturerkenntnisse [16, 100] als auch
die Zugversuche im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit zeigen verstarkt eine Lasi-
on lokalisiert im mittleren Metakarpalbereich der equinen OBS. Aus diesem Grund war es
notwendig, gezielt diesen Versagensabschnitt Uber den gesamten Versuchszeitraum zu
betrachten. Uber die duBere Verstellmdglichkeit in alle drei Raumrichtungen der innerhalb

der Flussigkeitsumgebung befindlichen Ultraschallsonden wird trotz der geringen Schall-
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flache eine vollstandige Beschallung der Kollagenstruktur ermdglicht. Dies ist auch not-
wendig, um nach der Definition der Vorlaufstrecke nicht nur entlang der Sehnenlangsach-
se, sondern auch ausgehend von der Sagittalebene, die Struktur lateral zu erforschen.
Wahrend bei den monotonen Versuchsreihen ein transversales Sonogramm die zentrale
Lasion visualisieren konnte, flihrten die longitudinalen Aufnahmen bei den durchgefiihrten
Ermidungsversuchen zu einer aussagekraftigeren Ergebnisdarstellung. Abbildung 4.15
zeigt die aus dem vorherigen Kapitel bekannte Wechselverformungskurve der initial intak-
ten Sehne (S21) im Zusammenhang mit den anhand der Sonogramme erkennbaren

Schadigungsverlaufen.
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Abbildung 4.15: Visualisierung des Schédigungszustands einer initial intakten OBS (S25)
an charakteristischen Lastspielpositionen mit Hilfe von longitudinalen So-

nogrammen

Das longitudinale Sonogramm (siehe Abbildung 4.15 a)) illustriert bei einer Span-
nungsamplitude von Ac/2 =22 MPa (50 % der statisch bestimmten Zugfestigkeit) und
36500 Lastspielen eine homogene Echogenitat Gber den vollstdndigen Langsschnitt der
Sehne. Zonen mit geringgradiger Hypoechogenitat bis hin zu einem Uberwiegend an-
echogenen Verhalten, die eine fiir eine Lasion charakteristische Hohlraumbildung verbun-
den mit einer eingedrungenen Umgebungsflissigkeit vermuten lassen, sind zu erkennen.
Hyperechogene Abschnitte an dem Ubergang der Kollagenstruktur zur Umgebungsfliis-

sigkeit resultieren aus dem Impedanzunterschied von der aufReren Bindegewebsoberfla-
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che zur NaCl-Lésung, was einen hohen Reflexionsgrad der emittierten Schallwellen zur
Folge hat. Unmittelbar nach der Laststeigerung war ab einer Zyklenzahl von 104000 Last-
spielen eine Zunahme der anechogenen Zonen im zentralen Sehnenareal zu erkennen
(siehe Abbildung 4.15 b)), welcher Zustand wie folgt mit einem definierten Echogenitat
Grad 1 - 2 bewertet werden kann. Die Lasion breitete sich mit fortlaufender Zyklenzahl bis
zur Ruptur (Echogenitat Grad 3) Uber die vollstandige Sehnenlangsachse aus (siehe Ab-
bildung 4.15 c¢)). Unmittelbar vor der Ermidung der Sehne wurde das longitudinale Sono-
gramm bei 132000 Zyklen aufgezeichnet. Eine Aufweitung der anechogenen Teilbereiche
bis in die peripheren Zonen ist nun erkennbar und sorgt in diesen Abschnitten fiir einen

Strukturverlust, der schlussendlich in einer Ruptur der Sehne endet.

Eine Verknlpfung der longitudinalen Sonogramme mit der bereits bekannten Wechsel-
verformungskurve des dezellularisierten Pendants lieferte bei einer definierten Span-
nungsamplitude von 16 MPa (50 % der statisch bestimmten Zugfestigkeit) folgende Er-
kenntnisse (siehe Abbildung 4.16).

T 207 f=2H 12
R=0

S 16 50% Ry, P10 2
o , £
2 g €
g 12 £
3 — 6 S
E g 17 o
o [
=] 4 E
5 8
£ 41 _’-.’2‘ £
ful *,
a g

0 . . T 0 ",

0 510° 1410 15100 2104 2510° 3104 "

Zyklenzahl N

Longitudinales Sonogramm 50 % R, (500 Lastspiele) Longitudinales Sonogramm 50 % R, (23000 Lastspiele)

Abbildung 4.16: Visualisierung des Schéadigungszustands einer dezellularisierten
OBS (S26) an charakteristischen Lastspielpositionen mit Hilfe von lon-

gitudinalen Sonogrammen

Parallel zu den zuvor beschriebenen lokalen Lasionen der initial intakten Kontrollgrup-
pe zeigt sich ein vergleichbares Schadigungsverhalten anhand der longitudinalen Sono-

gramme. Bei 500 Lastspielen ist eine homogene Echogenitat verbunden mit den bekann-
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ten hyperechogenen Erscheinungen im peripheren Areal an der Schalleintrittsseite zu
verzeichnen (siehe Abbildung 4.16 a)). Mit zunehmender Zyklenzahl (N = 23000) ist eine
geringgradig hypoechogene Zone (Echogenitat Grad 1) in Richtung des zentralen Areals
erkennbar (siehe Abbildung 4.16 b)), die bis zum Erreichen von 2,5-10* Zyklen als an-
echogene Kernlasion (Echogenitat Grad 3) die vollstdndige Ruptur einleitet (siehe Abbil-
dung 4.16 c)).

4.4.3 Morphologische Bewertung

Die morphologische Untersuchung des rupturierten Gewebes im direkten Anschluss an
die Ermldungsversuche dient der makroskopischen Bewertung des lasionierten Ab-
schnitts, um die Erkenntnisse aus den ultrasonographischen Untersuchungen evaluieren
zu koénnen. Eine Verwendung der Sehne nach der morphologischen Analyse ist bedingt
durch die Zerstiickelung des Priflings in 5 mm breite Abschnitte nicht méglich, weshalb
samtliche ultrasonographischen Nachuntersuchungen zuvor abgeschlossen sein missen.
Neben einem Vergleich der realen Defektstruktur mit den zuvor aufgenommenen Sono-
grammen bietet die Morphologie zuséatzlich eine Bewertungsgrundlage fir eine durch das
Einspannsystem entstandene mogliche Schadigungseinleitung. Dieser Einfluss wirde die
Versuchsergebnisse mafigeblich beeintrachtigen. Abbildung 4.17 zeigt die fur die morpho-

logische Betrachtung praparierten Sehnen in dezellularisierter und initial intakter Form.
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Abbildung 4.17: Auswirkung der zyklischen Belastung auf die Gewebestruktur einer a), b),
¢) initial intakten OBS (S25) und einer d), e) dezellularisierten OBS (S22)

an den identischen Positionen

Die Zerstlckelung des Pruflings am distalen Sehnenende, sowie im mittleren Metakar-
palbereich, soll durch den unmittelbaren Gewebevergleich die Schadigung der Kollagen-
struktur offenlegen. Wie zuvor wurde dabei zwischen den initial intakten und den dezellu-
larisierten OBS unterschieden. Beginnend mit der unbehandelten Kontrollgruppe verdeut-
lichte die Morphologie eine interfibrillare Aufweitung der extrazelluldren Matrix in der zent-
ralen bis peripheren Zone des mittleren Metakarpalbereichs (siehe Abbildung 4.17 b)). Die
distale Struktur zeigte eine homogene Faserverteilung ohne die in der Schadigungszone
vorgefundenen Gewebeveranderungen. Lediglich im Randbereich des transversalen Ge-

webeschnittes ist an der Sehnenoberflache lockeres Bindegewebe zu erkennen, was je-
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doch keine Strukturschadigung beschreibt (siehe Abbildung 4.17 c¢)). Demgegenulber ver-
deutlichen die morphologischen Untersuchungen der vor Versuchsbeginn dezellularisier-
ten Sehne bereits im Bereich des distalen Sehnenendes eine marginale interfibrillare
Aufweitung der extrazellularen Matrix (siehe Abbildung 4.17 €)). Im mittleren Metakarpal-
bereich ist die Schadigung deutlich zu erkennen. Neben offensichtlichen Inhomogenitaten
der Matrix sind Diskontinuitaten der Kollagenfasern zu identifizieren, die einen Struktur-
verlust der Sehne veranschaulichen (siehe Abbildung 4.17 d)). Die zuvor beschriebenen
interfibrillaren Veranderungen sind im mittleren Metakarpalbereich im Vergleich zur initial
intakten Kontrollgruppe an der identischen Position in einer ausgepragteren Form erkenn-

bar.

4.5 In situ Untersuchungen an equinen Faszikeln aus zentralen und peripheren
Faserarealen

Die in den vorherigen Kapiteln gezeigten Ergebnisdarstellungen konnten das Ermdi-
dungsverhalten nicht nur quantitativ bewerten, sondern eine Lokalisation einer Ruptur
sowie die Betrachtung des Schadigungsverlaufs bis zum Versagen der Struktur waren
ohne Einschradnkungen moglich. Um die Mechanismen zu ergriinden, die eine Schadi-
gungsentstehung auRerhalb einer schlagartigen externen Einwirkung beglnstigen, wur-
den in situ Untersuchungen an equinen Faszikeln getatigt. Da die Ultrasonographie auf-
grund ihres begrenzten Aufldsungsvermdgens von 300 um Strukturveranderungen an den
Kollagenfasern in ihrer Entstehung nicht darstellen kann, wurde zur Charakterisierung der
in Kapitel 3.2.2 vorgestellte Aufbau im Zusammenhang mit einem Durchlicht-
Polarisationsmikroskop angewendet. Die nachfolgenden Kapitel zeigen beginnend mit
einer Charakterisierung der Kollagenstruktur eine Analyse des Verformungsverhaltens
zentraler sowie peripherer Faserareale entnommen aus dem mittleren Metakarpalbereich
equiner OBS. In Anlehnung an Ho et al. [440] und deren Untersuchungen an humaner
Kornea wurde die Art der ortlichen Positionsbeschreibung auf die Sehnenquerschnittsfla-
che Ubertragen. Abbildung 4.18 visualisiert schematisch, neben der Einteilung des peri-
pheren sowie zentralen Abschnitts, die Entnahmepositionen der Faszikelproben (P1 — 5;

Z1 — 5) fur die biomechanischen Untersuchungen.
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Abbildung 4.18: Schematische Einteilung der Entnahmepositionen im transversalen Seh-

nenschnitt

Diese Einteilung der Sehnenquerschnittsflache ist fur das Verstandnis der nachfolgen-
den Kapitel unumganglich. Nach einem Sagittalschnitt (gelbe Linie) wird die orthogonal
zur transversalen Flache generierte Ebene auf den Trager des Kryomikrotoms aufge-
bracht und ausgehend von dem Endotenonium in Richtung der Sagittalebene (rote Pfeile)
mit dem Abtrag der peripheren Proben begonnen, bevor nach einem mehrmaligen

Schnittabtrag das zentrale Areal erreicht wird.

4.5.1 Charakterisierung der Crimp-Struktur

Fir eine aussagekraftige Charakterisierung der Crimp-Struktur, insbesondere der
Crimp-Lange sowie des Crimp-Winkels, wurde das in den Grundlagen dieser wissen-
schaftlichen Arbeit beschriebene Verfahren nach Diamant et al. [38] verwendet. Abwei-
chend von bereits bestehenden Untersuchungen zur Definition der Crimp-Struktur (siehe
Tabelle 2.3), die jedoch ohne deklarierte Belastungsvorgabe an den Sehnensegmenten
durchgeflhrt wurden, bildet der im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit konstruierte

Versuchsaufbau reproduzierbare und gleichzeitig realitdtsnahe Erkenntnisse.

Fur die Versuchsreihen standen acht equine OBS im initial intakten Zustand zur Verfi-
gung. Um das Verformungsverhalten vorzugsweise in der Schadigungszone bestimmen

zu konnen, wurden mittels transversalen Schnittes 10 mm lange Sehnensegmente aus
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dem mittleren Metakarpalbereich entnommen. Eine Unterteilung jedes Segmentes in peri-
phere sowie zentrale Abschnitte gewahrleistet eine Evaluierung der Strukturunterschiede
entlang der Querschnittsflache. Die mit Hilfe des Kryomikrotoms definierte Probengeomet-
rie vermindert den Einfluss von anatomischen Irregularitaten und bildet die Grundlage flr

eine aufschlussreiche Ergebnisdarstellung des Verformungsverhaltens.

Nach dem erfolgreichen Einspannvorgang der zu untersuchenden Faszikel wurden die
Crimp-Charakteristika bei verschiedenen Spannungshorizonten aufgezeichnet. Die weg-
geregelte Steuerung des Belastungssystems ermdglicht eine vordefinierte Versuchs-
durchfiihrung unter einer kontrollierten Belastung. Eine eigens fir die Bedienung des Be-
lastungssystems gestaltete Software auf Basis einer LabVIEW-Programmierung ermaog-
licht Gber die Schrittmotoransteuerung einen prazisen Vorschub der Probe. Fir die Ver-
suchsdurchfihrung ist ein translatorisches Vorschubintervall von 0,1 mm fir eine aussa-

gekraftige Ergebnisdarstellung sinnvoll.

Ausgehend von dem Beanspruchungsbeginn der Faszikel konnten bis zur Ruptur der
Fasersegmente homogene Verschiebungspunkte flr eine Visualisierung der Entwicklung
der Crimp-Struktur festgelegt werden. Wie in Kapitel 2.4.2 beschrieben ist durch eine Ro-
tation des Mikroskoptisches jeweils die Dunkelfeldansicht beider Steigungsflachen zu be-
stimmen, woraus der Crimp-Winkel errechnet werden kann. Der transmittierte Lichtanteil
ist durch eine maximale Helligkeitsdarstellung charakterisiert und die parallel zur Durch-
lassrichtung eines der Polarisationsfilter angeordneten Fibrillen kennzeichnen die licht-

schwachen Abschnitte.

Abbildung 4.19 verdeutlicht die zur Bestimmung des Crimp-Winkels unabdingbaren
Hell- bzw. Dunkelfelder an den Steigungsflachen der Gewebestruktur zu Belastungsbe-
ginn. Abbildung 4.20 zeigt hingegen die Entwicklung der Crimp-Struktur in einem belaste-

ten Zustand.
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Abbildung 4.19: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen der Probe P2 (periphere Zone)
in der a) Hell- und b) Dunkelfeldansicht zur Charakterisierung des Crimp-

Winkels im unbelasteten Zustand



Ergebnisse 80

Abbildung 4.20: Polarisationsmikroskopische Aufnahmen der Probe P2 (periphere Zone)
in der a) Hell- und b) Dunkelfeldansicht zur Charakterisierung des Crimp-

Winkels nach einer Dehnung von 7,3 %

Die polarisationsmikroskopische Aufnahme von Probe P2 (siehe Abbildung 4.19 a)),
entnommen aus der peripheren Zone, zeigt auf dem Messabschnitt gegeniber Abbildung
4.19 b) eine um 47 ° rotierte Draufsicht des im unbelasteten Zustand dargestellten Seg-

mentes, woraus ein Crimp-Winkel 6 = 23,5 ° hervorgeht. Im Steigungsbereich ist jeweils
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der Wechsel der Hell- und Dunkelfelder zu erkennen (rote Markierung). Abbildung 4.20
zeigt die Probe P2 nach einer Dehnung von 7,3 %, um die Entwicklung des Crimp-
Winkels beobachten zu kénnen. Fur jeden Dehnungswert werden alle innerhalb des Dis-
playfensters vorhandenen Perioden in die arithmetische Mittelung der Crimp-Winkel ein-
bezogen. Diese lllustration ist lediglich eine beispielhafte Darstellung flir einen bestimm-
ten Steigungswinkel, welcher sich mit zunehmender Belastung bis zum Versagen der
Probe verringert. Zur Visualisierung der Winkelveranderung konnten, unter Hinzunahme
von acht Mikrotomschnitten aus dem zentralen und peripheren Areal, in Abhangigkeit von
der Dehnung des Faszikels folgende Crimp-Winkel bestimmt werden. Die zur Berechnung
der Dehnung relevante Anfangsmesslange |/, ist durch die au3erhalb der Klebeflache frei-
liegende Kollagenstruktur definiert. Mit Hilfe der ermittelten Messwerte wird das in Abbil-

dung 4.21 dargestellte Winkel-Dehnung-Diagramm erstellt.
30 1
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zentrale Versuchsproben periphere Versuchsproben

- Poly. (zentrale Versuchsproben) Poly. (periphere Versuchsproben)

Abbildung 4.21: Arithmetisch gemitteltes Winkel-Dehnung-Diagramm fiir das zentrale und

periphere Phaserareal

Dieses verdeutlicht flr den zentralen sowie peripheren Abschnitt des Sehnensegments
eine Abnahme des Strukturwinkels mit zunehmendem Verfahrweg der Belastungsvorrich-

tung. Im unbelasteten Zustand ist der zuvor bereits beschriebene Winkelunterschied zwi-
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schen den betrachteten Positionen zu erkennen, der sich mit fortlaufender Dehnung ver-
ringert, jedoch niemals einen vergleichbaren Zahlenwert einnimmt. Eine geringere
Rupturdehnung konnte im zentralen Sehnenareal nachgewiesen werden. Diese Erkennt-
nis verdeutlicht einen héheren Verformungsgrad in der peripheren Zone, was bei einer
identischen Gesamtdehnung beider Abschnitte ein vollstdndig gelegtes Faserzentrum, im

Gegensatz zu einer geringen Wellencharakteristik im Randbereich, zur Folge hatte.

Den zuvor beschriebenen Crimp-Winkel einbezogen wurde die Crimp-Lange, wie in
Kapitel 2.3.1.1 definiert, aus der gemessenen Periode bestimmt und Uber finf Schwin-

gungen in der Ansicht arithmetisch gemittelt (siehe Abbildung 4.22).

Abbildung 4.22: Polarisationsmikroskopische Aufnahme der Probe Z4 im definiert unbe-

lasteten Zustand zur Charakterisierung der Crimp-Lé&nge

Explizit fur dieses in Abbildung 4.22 gezeigte Probenbeispiel fuhrt die Messung zu ei-
ner virtuellen Crimp-Lange L, = 40,7 ym, die mit Hilfe des, fiir diese Probe Uber ebenfalls
funf Perioden arithmetisch gemittelten Crimp-Winkels 6 = 20,8 °, in einer Crimp-Lange

L = 43,5 uym resultiert.

Tabelle 4.3 listet arithmetisch gemittelt die gemessenen Crimp-Winkel und -Langen im
definiert unbelasteten Zustand flr den zentralen sowie peripheren Abschnitt des vollstan-

digen Probenkollektives.
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Tabelle 4.3: Experimentell ermittelte Crimp-Struktur fiir den definiert unbelasteten Zu-
stand einer equinen OBS im zentralen und peripheren Sehnenareal
zentrales Areal peripheres Areal
Crimp-Winkel Crimp-Lange Crimp-Winkel Crimp-Lange
202+1,7° 54,3 + 10,7 ym 269+0,3° 64,6 +1,6 ym

Die Auflistung verdeutlicht einen um etwa A8 =7 ° groReren Crimp-Winkel der Kol-
lagenfibrillen im peripheren Areal gegenlber der zentralen Zone im definiert fixierten, je-
doch unbelasteten Zustand. Eine Betrachtung der Crimp-Lange zeigt einen von einer ho-
heren Standardabweichung gepragten Kennwert im zentralen Areal, jedoch arithmetisch

gemittelt eine um circa AL = 10 ym geringere Lange im Vergleich zum peripheren Areal.

4.5.2 Analyse des Verformungsverhaltens

Der gestaltete Belastungsaufbau bietet im implementierten Zustand im Durchlicht-
Polarisationsmikroskop die Mdglichkeit Strukturveradnderungen zu charakterisieren und
unter einachsiger Zugbelastung bei einer konstanten Vorschubgeschwindigkeit
(v=1 mm/s) Schadigungen zu erforschen. Zehn weitere Mikrotomschnitte standen zur
Verflgung, um das Verformungsverhalten in Abhangigkeit von der Lokalisation in einem
Spannung-Dehnung-Diagramm visualisierend ergriinden zu kénnen. Diese Versuchsrei-
hen ermoglichen eine Evaluation der Zugfestigkeit sowie des Elastizitatsmoduls in den
verschiedenen Sehnenarealen. Abbildung 4.23 a) zeigt die Verlaufe aller gepriiften Faszi-
kel, die bei einer ersten Betrachtung ein unharmonisches Erscheinungsbild aufweisen.
Die arithmetische Mittelung (siehe Abbildung 4.23 b)) verdeutlicht einen bereits aus den

Versuchsreihen an den vollstandigen Sehnenarealen bekannten Verlauf.
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Abbildung 4.23: Spannung-Dehnung-Verlauf von Faszikeln entnommen aus dem zentra-
len und peripheren Sehnenareal. Darstellung der a) einzelnen Versuchs-

proben und der b) arithmetisch gemittelten Verldufe

Beginnend mit dem konvexen Verlauf folgt nach dem linear-viskoelastischen Material-
verhalten eine konkave Entwicklung bis zur Ruptur des Fasersegmentes. Um den reinen
materialspezifischen Einfluss auf das Verformungsverhalten ergrinden zu kénnen und die

anatomischen Gegebenheiten der Crimp-Struktur von diesen Versuchsabschnitten zu
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entkoppeln, wird im Folgenden, wie aus Kapitel 2.3.1.2 bekannt, der Tangentenmodul zur
Bestimmung der Steifigkeit herangezogen. Die innerhalb der Abbildung 4.23 b) einge-
zeichneten rot gestrichelten Linien verdeutlichen die Position des angetragenen Elastizi-

tatsmoduls. Tabelle 4.4 listet die erlangten biomechanischen Kennwerte.

Tabelle 4.4: Biomechanische Kennwerte der equinen Faszikel in der peripheren und

zentralen Zone

Kennwert zentral peripher
Zugfestigkeit 13,5+2,3MPa | 58+2,0MPa
Rupturdehnung 44 £54 % 58,5+ 5,9 %

Elastizitatsmodul | 53,7 £+ 5,8 MPa | 16,1 + 3,7 MPa

Der Elastizitatsmodul und die Zugfestigkeit sind in der peripheren Zone mit 30 % res-
pektive 43 % des zentralen Kennwertes deutlich geringer. Kontrar ist das Dehnungsver-
halten der Segmente im peripheren Areal zu betrachten, bei denen eine deutlich hdhere

Langenanderung erkennbar ist.

Die in Kapitel 4.5.1 illustrierten polarisationsmikroskopischen Darstellungen fordern ei-
ne Fokussierung der Gewebestruktur. Eine durch die Dehnung der Fibrillen anhaltende
Veranderung der Topographie bewirkt einen variierenden Fokuspunkt. Aufgrund dessen
wurde, unabhangig von der bildgebenden Charakterisierung, eine Aufstellung des Span-
nung-Dehnung-Verhaltens an zusatzlichen Versuchsproben durchgefuhrt, die ausschliel3-
lich fur die Erstellung eines solchen Diagramms herangezogen wurden. Mit Hilfe der zuvor
aufgezeichneten Belastung sowie Dehnung fir jede polarisationsmikroskopische Aufnah-
me ist eine Zuordnung an dem Spannung-Dehnung-Verlauf uneingeschrankt maéglich. Die
in den Grundlagen von Wilmink et al. [235] postulierten Belastungs- und Strukturzusam-

menhange kénnen unter Anwendung dieser Versuchsdurchfihrung beurteilt werden.

Abbildung 4.24 zeigt die gemal der beschriebenen Vorgehensweise dargestellte Ent-
wicklung der Wellenstruktur der Kollagenfasern wahrend des Zugversuchs. Das in Abbil-
dung 4.24 a) dargestellte Spannung-Dehnung-Diagramm beinhaltet eine entlang des Ver-
laufes positionierte Buchstabenfolge, die die unterschiedlichen Zustande der Crimp-

Struktur in Abhangigkeit von der wirkenden Belastung zuordnet.
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a)15—

Spannung [MPa]
@

Dehnung [%]

Spannung-Dehnung-Diagramm

, 700 um
Crimp-Struktur im belasteten Zustand (11 MPa) Crimp-Struktur im belasteten Zustand (13,5 MPa)

Abbildung 4.24: Entwicklung der Crimp-Struktur eines Sehnenfaszikels im zentralen Areal

unter einsinniger konstanter Vorschubgeschwindigkeit

Die zu Versuchsbeginn unbelastete Probe (siehe Abbildung 4.24 b)) zeichnet sich
durch eine ausgepragte Crimp-Struktur tGber die vollstandige Gewebestruktur aus, die mit
fortschreitendender Dehnung erwartungsgemaf einen verringerten Crimp-Winkel zur Fol-

ge hat (siehe Abbildung 4.24 c)). Ein vollstandiges Legen der topographischen Struktur ist
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mit dem Erreichen des linear-viskoelastischen Verformungsverhaltens sichtbar (siehe
Abbildung 4.24 d)). Interfibrillare Aufweitungen und Rupturen einzelner Fasern sind nach
dem Durchschreiten des konkaven Kurvenverlaufes ersichtlich (siehe Abbildung 4.24 e)).
Die Partialrupturen fiihren aufgrund des Kontaktverlustes und der vertikalen sowie gleich-
zeitig horizontalen Verschiebung, zu einer lokalen Veranderung des Fokuspunktes, wes-
halb der betrachtete Abschnitt nicht vollstandig charakterisiert werden kann (siehe Abbil-
dung 4.24 1)).

4.6 Finite-Elemente-Analyse zur Bewertung des Verformungsverhaltens

Explizit auf die Fragestellung dieser wissenschaftlichen Arbeit bezogen bietet die Fini-
te-Elemente-Analyse die Mdglichkeit, die zuvor gezeigten Erkenntnisse zu differenzieren
und materialspezifische sowie anatomische Einfliisse auf das Schadigungsverhalten zu
separieren. Die FE-Analysen wurden mit der Simulationssoftware Abaqus FEA durchge-
fuhrt, in welche vor Berechnungsbeginn ein mit Hilfe der Software CREO Parametric er-
stelltes CAD-Modell implementiert wurde. Die nachfolgenden Kapitel zeigen das auf Basis
der polarisations- und rasterelektronenmikroskopischen Ergebnisse gestaltete CAD-
Modell sowie die Simulation des Verformungsverhaltens einer equinen OBS in dem re-

produzierten initial intakten und dezellularisierten Zustand.

4.6.1 Entwicklung des Finite-Elemente-Modells

Grundlage fiur die Gestaltung der CAD-Geometrie ist ein entlang eines Sinusverlaufes
extrudierter Volumenkorper, der aus einer Vielzahl von einzelnen Fibrillen besteht. Analog
zu dem hierarchischen Sehnenaufbau nach Kastelic et al. [18], der in seinem Konstrukt in
Kapitel 2.1 detailliert beschrieben wird, wurde das CAD-Modell bestehend aus drei
Schwingungsperioden in Form von 361 Fibrillen aufgebaut. Abbildung 4.25 a) zeigt den
Aufbau des periodischen CAD-Modells und die in einer extrazellularen Matrix eingebette-

te, hierarchisch aufgebaute Faserstruktur (siehe Abbildung 4.25 b)).
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Abbildung 4.25: a) Drei-periodisches CAD-Modell einer equinen OBS und b) Detailansicht

des hierarchischen Aufbaus

Jeweils 19 Fibrillen bilden eine Faser, wobei eine Vielzahl von Fasern ein Faszikel de-
finiert. Zur Verdeutlichung sind die drei Faszikel mit einer raumlichen Trennung versetzt
angeordnet. Die farbliche Gestaltung der Fibrillen beschreibt die Unterteilung von der
zentralen (gran) Uber die mittlere periphere (rot) bis hin zum duferen, peripheren Randbe-
reich (blau). Die Anordnung der extrazelluldaren Matrix (grau) ist in dieser graphischen
Darstellung interfibrillar nicht erkennbar und lediglich die Umrandung der auReren peri-
pheren Zone ersichtlich. Um eine mdglichst naturgetreue Nachbildung der equinen OBS
in CREO Parametric zu erzeugen, wurde der nachfolgend dargestellte schematische Ver-
lauf (siehe Abbildung 4.26) fur die Definition in einer Matrixschreibweise, in Abhangigkeit
von der Crimp-Lange und dem -Winkel, deklariert (siehe Gleichung (4.3)).



Ergebnisse 89

y i Wellenlange A:
A A=2-L"-cosf (4.1)
L
X Amplitude A:
0 90 180 27 360
A
) A= 7 tanf (4.2)
A

Abbildung 4.26: Definition der fiir die CAD-Geometrie notwendigen Parameter

Aus dieser Definition resultiert die Matrixschreibweise flir die Implementierung in

CREO Parametric in folgender Form:

3-1-t
x A
<y> =| =-tand - sin(x + 270) (4.3)
VA 4 0

Der fir die Strukturbildung unverzichtbare Fibrillendurchmesser einer equinen OBS ist
wie in den Grundlagen dieser wissenschaftlichen Arbeit beschrieben (siehe Kapitel 2.1)
mit einer groRen Streuung verbunden (driprite = 20 — 500 nm), weshalb eigene rasterelekt-
ronenmikroskopische Untersuchungen an dem Probenmaterial durchgeflihrt wurden, um
diese einzugrenzen. Abbildung 4.27 zeigt beispielhaft eine REM-Aufnahme zur Bestim-

mung des Durchmessers einer Fibrille.

Abbildung 4.27: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme zur gezielten Beurteilung des

Fibrillendurchmessers (driprile = 242 nm)
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Die Untersuchungen an den unterschiedlichen Sehnenarealen zeigen einen vergleich-
baren Fibrillendurchmesser, weshalb fir die Gestaltung des CAD-Modells ein identischer

Zahlenwert fur die periphere und die zentrale Zone herangezogen wird.

Neben der Bestimmung der Crimp-Struktur sowie des Fibrillendurchmessers anhand
von eigenen Untersuchungen ist der Flachenanteil S der Fibrillen in der sich umgebenden
extrazellularen Matrix, unter Hinzunahme von Literaturangaben, in die Gestaltung einzu-
beziehen. Moeller et al. [441] zeigen in ihrer Publikation transmissionselektronenmikro-
skopische Aufnahmen einer transversalen equinen Faserstruktur, mit Hilfe dessen im
Nachgang die Flachenanteile der Fibrillen im betrachteten Gesamtverbund bestimmt wer-
den konnten. Abbildung 4.28 zeigt den unter Anwendung der Software ImageJ definierten
Fibrillenanteil (rot markiert), woraus ein Flachenanteil von 62 % resultiert, der bei der Ge-

staltung des CAD-Modells berticksichtigt wurde.

Abbildung 4.28: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahme eines Transversal-
schnittes durch eine Pferdesehne zur Analyse des Flachenanteils der Fib-
rillen am Gesamtaufbau (Skipriie = 62 %) [442]

Um die erlangten anatomischen Kennwerte aus den Versuchen in die Modellgenerie-

rung Ubertragen zu kénnen, wurde folgende Beziehung (siehe Gleichung (4.4)) genutzt:

dFibrille,Modell _ dFibrille,Experiment

= (4.4)
ACrimp,Modell ACrimp,Experiment

Diese Umrechnung ist notwendig, da einerseits die CAD-Software Langenmalie in Mil-
limeter verarbeitet und andererseits eine vollstdndige Periode durch die trigonometrische

Funktion an einen Maximalwert von 360 mm gebunden ist.
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Tabelle 4.5 illustriert die fir die Gestaltung des CAD-Modells notwendigen anatomi-
schen Kennwerte. Da die in Abbildung 4.25 abgebildete Geometrie neben einer zentralen
und peripheren Zone zusatzlich ein rot dargestelltes mittleres Areal beinhaltet, werden

dort arithmetisch gemittelte Kennwerte verwendet.

Tabelle 4.5: Anatomische Kennwerte fiir die Gestaltung des CAD-Modells unter Beriick-

sichtigung des zentralen und peripheren Areals

Experiment CAD-Modell
Parameter = : :
zentral peripher zentral Mitte peripher
Crimp-Winkel 6 20° 27 ° 20° 235° 27 °
Wellenlange A 101,92 pm 115,22 ym | 360 mm & 360 mm | 360 mm
Fibrillendurchmesser 186+ 37 nm 18637 nm | 0,66mm 0,62 mm 0,58 mm
Fibrille

Die Wellenlange A resultiert aus der Crimp-Lange L und dem Winkel 6. Trotz des zuvor
genannten identischen Fibrillendurchmessers driniie in den verschiedenen Sehnenarealen
ist ein variierender Zahlenwert in der tabellarischen Auflistung zu erkennen. Dies liegt in
der experimentell bestimmten abweichenden Wellenlange begriindet, die bei der Modell-
darstellung, aufgrund der geringen Fibrillenabstinde, geometriebedingt zu einer Uber-
schneidung der Fibrillen fihren wirde. Aus diesem Grund wird die aus Gleichung (4.4)
bekannte Beziehung genutzt, um ausgehend von einer konstanten Wellenldnge A einen
abweichenden Fibrillendurchmesser in den Arealen (dgiprile = 0,58 - 0,66 mm) zu definie-

ren.

Fur die FE-Simulation wurde das CAD-Modell aus Ressourcengrinden auf eine repra-
sentative flnf-Faser-Geometrie vereinfacht, welches die Crimp-Struktur im zentralen und
peripheren Areal darstellt und somit jegliche Einflussfaktoren auf das Verformungsverhal-
ten beinhaltet. Eine Berechnung des vollstandigen CAD-Modells hatte aufgrund der An-
zahl von 362 Einzelkomponenten eine umfangreiche Elementanzahl nach dem Vernet-
zungsprozess zur Folge, die mit den ortlichen Hardwaremdglichkeiten nicht umsetzbar
gewesen ware. Abbildung 4.29 zeigt das mit Abaqus FEA vernetzte CAD-Modell, in der
fur die Simulation gewahlten Anordnung mit fliinf Fasern, bestehend aus insgesamt 95

Fibrillen eingebettet in die extrazellulare Matrix.
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Abbildung 4.29: Vernetzte Geometrie eines reprasentativen CAD-Modells, bestehend aus

fiinf Fasern, die den zentralen und peripheren Abschnitt beinhalten

Um eine fur die Berechnung zufriedenstellende Gitterqualitat zu gewahrleisten, wurde
eine hybridisierte Anordnung aus Hexaedern und Wedges gewahlt. Tabelle 4.6 listet ne-
ben den Elementtypen, -anzahl sowie den fir eine aussagekraftige Ergebnisdarstellung
kleinsten Elementwinkel p. Letztgenannter sollte einen Wert von p =15 ° nicht unter-
schreiten, da daraus eine Spannungskonzentration in dem jeweiligen Element entsteht,
die ausschlieBlich durch die Vernetzung und nicht aus der Geometrie des Modells resul-
tiert.

Tabelle 4.6: Fir die Vernetzung verwendeten Elementtypen, Elementanzahl und der

kleinste Elementwinkel

Elementtyp =~ Elementanzahl @ Kleinster Elementwinkel p
Hexaeder 608924 28,68 °
Wedge 266940 33,33 °

4.6.2 Simulation

Die Finite-Elemente Analyse soll im Rahmen dieser wissenschaftlichen Arbeit als
Hilfsmittel dienen, um die folgenden Sachverhalte zu evaluieren. Kapitel 2.3.1.2 zeigt,
dass eine Bestimmung der biomechanischen Kennwerte innerhalb des Sehnenverbundes
nicht eindeutig durchfihrbar ist und die Ergebnisdarstellung von gro’en Abweichungen
gepragt ist. Die FE-Analyse bietet in diesem Zusammenhang die Méglichkeit, die in eige-

nen Versuchsreihen erzielten und zuséatzlich mit Hilfe von statistischen Verfahren be-
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stimmten Kennwerte fir die Fibrille sowie die extrazellulare Matrix zu validieren. Des Wei-
teren kdnnen die Auswirkungen der Crimp-Struktur auf das Verformungs- sowie Schadi-
gungsverhalten ergriindet werden und die Tauglichkeit eines linear-elastischen oder hype-

relastischen Materialmodells beurteilt werden.

4.6.2.1 Definition der Materialkennwerte

Fir die Simulation mit Abaqus FEA muissen neben einer realitdtsnahen CAD-
Geometrie der equinen OBS geeignete Materialkennwerte, insbesondere der Elastizitats-
modul und die Querkontraktionszahl, vor Berechnungsbeginn definiert werden. Der der-
zeitige Erkenntnisstand verdeutlicht eine offensichtliche Abweichung von mehreren Deka-
den zwischen den Steifigkeiten der extrazellularen Matrix und der Fibrille. Aufgrund des-
sen ist fur die Simulation eine Definition der Materialkennwerte fiir beide Komponenten
unerlasslich. Grolte Abweichungen in den Messergebnissen dieser Kennwerte, durchge-
fuhrt im Rahmen von weiteren wissenschaftlichen Arbeiten, machten einen anderweitigen
Bezug der Materialdaten erforderlich (siehe Tabelle 2.6). Die zuvor in Kapitel 4.3 vorge-
stellten Zugversuche an initial intakten equinen OBS dienten, neben der Bestimmung der
Materialkennwerte eines vollstdndigen Sehnenstranges, der Berechnung der charakteris-
tischen Kennwerte jeder Komponente mit Hilfe der aus Abbildung 4.28 bekannten FIa-
chenverteilung der Fibrille und Matrix sowie der Voigt-Schranke. Unter Anwendung dieses
Verfahrens konnten flr die Fibrille ein Elastizitatsmodul von Egipiie = 1,3 GPa und fir die
extrazellulare Matrix von Epawix = 32 MPa vor Simulationsbeginn postuliert werden. Tabel-
le 2.4 zeigt mit der Angabe von einem grof3en Wertebereich der gemessenen Querkon-
traktionszahlen die Schwierigkeit der Definition in Abaqus FEA. Unter der Vorgabe eines
inkompressiblen Materialverhaltens und der zahlenmaRigen Begrenzung in der FE-
Software fir eine Poissonzahl v = 0,49 ist dieser Kennwert flir die Verwendung pradesti-
niert. Goh et. al [443] bestatigen diese Vorgehensweise und nutzten in ihren Simulationen

eine identische Querkontraktionszahl.

Der derzeitige wissenschaftliche Erkenntnisstand lasst die Schlussfolgerung zu, dass
aufgrund des hohen Verformungsgrades der Sehne von einem linearen auf ein hyperelas-
tisches Materialverhalten geschlossen werden muss. Eine Vielzahl von hyperelastischen
Materialmodellen, wie das Neo-Hooke-, das Mooney-Rivlin- sowie das Ogden-Modell ste-
hen in Abaqus FEA fir eine Charakterisierung des Verformungsverhaltens zur Verfiigung.
Abweichend von der Simulation mittels linear-elastischen Ansatzes ist eine Bestimmung
der Materialparameter a und p zur Berechnung der Formanderungsenergie U in Anleh-

nung an die Querkontraktionszahl und den Elastizitatsmodul notwendig, um auf einer hy-
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perelastischen Grundlage Simulationsberechnungen durchfiihren zu kénnen. Diese bei-
den Konstanten wurden Uber eine Ausgleichsrechnung unter Zuhilfenahme des arithme-
tisch gemittelten einsinnigen Spannung-Dehnung-Verhaltens der initial intakten Messreihe
(siehe Kapitel 4.3) gefittet. FUr diese Art der Ausgleichsrechnung ist ausschlief3lich der
linear-viskoelastische Verformungsabschnitt relevant, da auRerhalb dieses Bereiches, in
den konvex und konkav verlaufenden Zonen, strukturbedingte anatomische Veranderun-
gen das Verformungsverhalten beeinflussen und nicht vorzugsweise materialspezifische
Eigenschaften. Da jedoch keine Verlaufe fir die einzelnen Komponenten zur Verfligung
standen, die eine differenzierte Ausgleichsrechnung erméglicht hatten und die Literatur
keine Kennwerte liefert, wurden ausgehend von den arithmetisch gemittelten experimen-
tellen Verlaufen und der Voigt-Schranke zwei voneinander getrennte Verformungs-
verlaufe fir den Fibrillen- und den Matrixanteil generiert. Abbildung 4.30 zeigt exempla-

risch die Vorgehensweise zur Ermittlung der Werkstoffkennwerte fir den Fibrillenanteil.
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Abbildung 4.30: Ermittlung der fiir die Berechnung der Formédnderungsenergie bendtigten

Kennwerte am Beispiel der Fibrille
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Ausgehend von der aus Kapitel 4.3 bekannten Spannung-Dehnung-Kurve (siehe Ab-
bildung 4.30 a)) wird den konkaven Schadigungsabschnitt vernachlassigend und die
Voigt-Schranke einbeziehend, ein neuer Spannung-Dehnung-Verlauf generiert (siehe
Abbildung 4.30 b)). Um lediglich die werkstofftechnischen Einflisse in die Berechnung der
hyperelastischen Materialparameter zu integrieren, wird der linear-viskoelastische Ver-
formungsabschnitt entnommen (siehe Abbildung 4.30 c¢)) und eine Ausgleichsrechnung
entlang der Geraden durchgefihrt (Abbildung 4.30 d)). Eine grofitmoégliche Konvergenz
konnte mit dem Ogden-Modell fiir n = 1 erzielt werden, wobei eine Betrachtung bis n =3
keine fur die Berechnung ausschlaggebende Fehlereingrenzung bewirkt hatte. Lediglich
eine deutlich groRere Berechnungsdauer in Abaqus FEA ware die Folge gewesen. Das
Fitting entlang dieses eingegrenzten Abschnittes fiihrt zu folgenden hyperelastischen Ma-
terialparametern, die in Abaqus FEA zur Berechnung der Formanderungsenergie imple-

mentiert wurden (siehe Tabelle 4.7).

Tabelle 4.7: Hyperelastische Materialparameter fiir die Berechnung der Forménderungs-
energie in Abaqus FEA

a1 Fibrille Q1 Matrix M1 Fibrille/Matrix
430,35 0,33 9,43

Kapitel 2.6.2 verdeutlicht die Irrelevanz der Materialkonstante D, in Abaqus FEA auf-

grund der herrschenden Inkompressibilitat.

4.6.2.2 Einfluss der Crimp-Struktur auf das Verformungs- und Schadigungsverhal-
ten

Diamant et al. [38], Cribb et al. [61] und Woo et al. [209, 210] postulieren in ihren wis-
senschaftlichen Arbeiten einen Einfluss der Crimp-Struktur auf das konvexe Verfor-
mungsverhalten im Bereich der Toe-Region. Dieser Sachverhalt kann mit Hilfe der in Ka-
pitel 4.6.1 erstellten CAD-Geometrie evaluiert werden. Im unbelasteten Zustand ist die
Kollagenstruktur durch die in den polarisationsmikroskopischen Versuchsreihen ermittel-
ten Crimp-Winkel sowie -Langen eindeutig definiert. In Anlehnung an die Muskelkontrakti-
on in Langsrichtung der Sehne flihrt eine Beanspruchung des Modells zu einer Verringe-
rung des Crimp-Winkels bei einer konstant messbaren Crimp-Lange. Eine Veranderung
des Crimp-Winkels hat jedoch eine Beeinflussung der virtuellen Crimp-Lange zur Folge.
Der Ubergang der zuvor definierten ausgepragten sinusférmigen Crimp-Struktur in eine
gestreckte Anordnung wird zu Beginn des linear-viskoelastischen Verformungsabschnittes

vollzogen. Abbildung 4.31 zeigt im Rahmen eines fiinffaserigen Modells die anatomiebe-
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dingte Spannungsverteilung, die an der Farbgebung erkennbar proportional zu dem cha-
rakteristischen Crimp-Winkel ist. In Richtung der peripheren Zone wird mit Abnahme des

Winkels die wirkende Belastung auf die Fibrillen verringert.

"

Y
8, Mises
(Avg: 75%)

+8.486e+01 z
+7.086e+01
+6.496e+01

+4.134e+01
+3.543e+01
+2.853e+01
+2.362e+01
+1.772e+01
+1.181e+01
+5.905e+00
+0.000e+00

Abbildung 4.31: Spannungsverteilung im transversalen Schnitt des filinffaserigen Modells

Aufgrund der transversalen Spannungsbetrachtung im Bereich der Wendestelle ist in-
nerhalb einer Faser lediglich ein Belastungsunterschied zu der umschliellenden extrazel-
luldren Matrix vorhanden. Aus Ubersichtsgriinden wird in Abbildung 4.32 ein zweifibrilla-
res Modell gewahlt, das die wirkenden Phanomene effektiver darstellt, jedoch im vollen

Umfang auf das flnffaserige Modell Gbertragbar ist.
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Abbildung 4.32: Zweifibrillares Modell zur Visualisierung der Spannungsverteilung entlang

der Kollagenstruktur

In das zweifibrillare Modell ist reprasentativ fiir das fiinffaserige Pendant eine zentrale und
eine periphere Kollagenstruktur mit den charakteristischen Anatomiekennwerten integriert.
Geometriebedingt ist mit der Verschiebung an den Hoch- und Tiefpunkten des vernetzten
CAD-Modells die grofite von-Mises-Vergleichsspannung zu erkennen. Diese erhoht sich
mit zunehmender Dehnung der Sehne bis bei Erreichen des linear-viskoelastischen Ver-
formungsabschnittes, selbst in den zuvor beschriebenen Maximalpunkten, eine Uber die
transversale Ebene jeder Faser nahezu homogene Spannungsverteilung wirkt. Aufgrund
der abweichenden Steigungswinkel zwischen den zentralen und peripheren Faserarealen
und der zu erwartenden Abhangigkeit der von-Mises-Vergleichsspannung von der Crimp-

Struktur resultiert mit abfallendem Crimp-Winkel eine hdhere Belastung.

Um die Auswirkungen einer variierenden Crimp-Struktur visualisieren zu kdénnen, wer-

den in Abbildung 4.33 abweichende Crimp-Winkel und -Langen betrachtet.
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Abbildung 4.33: Variierende a) Crimp-Winkel und b) —Lédngen fiihren zu verdnderten

Spannung-Dehnung-Verlaufen

Die Spannung-Dehnung-Verlaufe verdeutlichen eine Unabhangigkeit der Steifigkeit von
den dargestellten Anatomiefaktoren. Lediglich der Bereich der Toe-Region wird durch die
Geometrieveranderungen mafRgeblich beeinflusst. Ein um A6 =5 ° vergroRerter Crimp-
Winkel sorgt fir eine Parallelverschiebung des Verlaufes resultierend aus einer Zunahme
der Toe-Dehnung. Eine Verdoppelung der Periodendauer bewirkt augenscheinlich eine

Verringerung des Innenradius der Toe-Region.

4.6.2.3 Auswirkung von Strukturveranderungen im Gewebe

Die bisherigen Erkenntnisse aus den biomechanischen Zugversuchen an initial intak-
ten sowie dezellularisierten equinen OBS lassen interfibrillare Strukturveranderungen im
Gewebe vermuten. Um fir eine im Anschluss an dieses Kapitel folgende Diskussion der
Ergebnisse Uber eine ausreichende Bewertungsgrundlage verfligen zu kénnen, wird die
Finite-Elemente Methode genutzt, um die Auswirkungen eines Verlustes der Glykosami-
noglykane auf das Verformungsverhalten zu evaluieren. Im Rahmen der Berechnungs-
software Abaqus FEA koénnen die einzelnen Fibrillen wahlweise orthogonal zur Langsrich-
tung verknupft werden sowie sich unabhangig voneinander unter einer anliegenden Zug-
belastung relativ verschieben. Der durch die Anwendung des Dezellularisierungsprozes-

ses resultierende Verlust der Glykosaminoglykane wird mit diesen Vorgaben simuliert.

Abbildung 4.34 verdeutlicht anhand eines vereinfachten Fibrillen-Matrix Verbundes,
welcher in seiner Modellierung die experimentell bestimmte Crimp-Struktur beinhaltet, die
voneinander abweichenden Fibrillenverlaufe im zentralen (griin) und peripheren Areal

(rot).
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periphere Fibrille (27°)

extrazellulare Matrix zentrale Fibrille (20°)

Abbildung 4.34: Fibrillen-Matrix-Darstellung in einer gedffneten Matrixstruktur

Fur diese Simulation sind die in Kapitel 4.5.1 erzielten Crimp-Winkel sowie -Langen flr
eine vereinfachte CAD-Geometrie herangezogen worden. Die Anordnung der Fibrillen und
der Matrix beinhaltet ein reprasentatives Vergleichsmodell, welches aufgrund einer deut-
lich geringeren Zellenzahl zu einer Verringerung des Berechnungsaufwandes fiihrt. Die in
x-Richtung beanspruchten Fibrillen kdénnen lediglich im quervernetzten Zustand
Schubspannungen interfibrillar Gbertragen, was die resultierende Belastbarkeit bei einer
identischen Dehnung des Sehnenstranges beeinflusst. Eine vordefinierte Verschiebung
fihrt zu folgender Ergebnisdarstellung in einem Spannung-Dehnung-Diagramm (siehe
Abbildung 4.35).

50

40 1

20 1

Spannung [MPa]

10 1

0-"'llllllllllll‘l‘l
0 2 4 6 8

Dehnung [%]

—— Matrix-Fibrille unvernetzt

— Matrix-Fibrille vernetzt

Abbildung 4.35: Auswirkungen einer Matrix-Fibrillen-Verkniipfung auf das Verformungs-

verhalten der Struktur

Die Darstellung verdeutlicht eine Abnahme der Festigkeit im Fall einer nicht querver-

netzten Kollagenstruktur bei einer identischen Steifigkeit beider Zustande.
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Diskussion werden die mallgeblichen Erkenntnisse dieser wissen-
schaftlichen Arbeit beziiglich der Ergriindung des Verformungs- und Schadigungsverhal-
tens einer initial intakten equinen OBS diskutiert und die Eignung des produzierten dezel-

lularisierten FasergerUstes als Gewebeersatz evaluiert.

5.1 Prozessbedingte Einflussfaktoren auf das Schadigungsverhalten

Eine Durchfluhrung von praktischen Versuchsreihen ist fur eine Generierung von repro-
duzierbaren Messergebnissen an eine sorgfaltige Versuchsvorbereitung sowie Durchflh-
rung gebunden. Beginnend mit dem Transport der post mortem enthommenen equinen
OBS an den vorderen Extremitaten kdnnte eine Lagerung der Proben flir eine Beeintrach-
tigung der biomechanischen Eigenschaften sorgen. Shepherd et al. [293] definieren ein
Einfrieren des Priflings, im Anschluss an die sterile Entnahme, als zufriedenstellende
Méglichkeit ohne biomechanische Beeintrachtigung einen Transport zur Prifstelle zu er-
maoglichen. Den anspruchsvollsten Aufgabenabschnitt des monotonen sowie zyklischen
einachsigen Versuchs beinhaltet der Einspannvorgang am distalen und proximalen Seh-
nenende. Insbesondere in diesen Einspannabschnitten muss das lockere Bindegewebe
von der Sehnenoberflache entfernt werden, um einen unmittelbaren Kontakt der Fa-
serstruktur mit den beschichteten Klemmbacken zu garantieren und die Haftreibung zu
erhohen. Kapitel 3.2.1.1 beschreibt den biomechanischen Versuchsaufbau des Priifsys-
tems und die unter Anwendung einer Kryotechnologie fixierten Sehnen. Diese Methodik
ist wiederum an einen strikten Platzierungsvorgang gekniipft. Die Sehne darf vor dem
Erreichen einer vollstandigen Gefrierung innerhalb der Klemmbacken nur soweit vorfixiert
werden, dass eine Bewegung zwischen diesen nicht erméglicht wird. Andernfalls wurde
die mit Kupfergranulat beschichtete Kontaktstruktur Teile des Kollagengewebes verletzen
und unter Umstanden eine frihzeitigere Schadigung an einer durch diesen Vorgang vor-
definierten Position provozieren. Abweichend von den mit Hilfe von Trockeneis gekuhlten
Klemmbacken [154, 219, 428, 429], die einen Versuch in einer mit 37 °C temperierten
Kochsalzlésung nicht ermoéglichen wiirden, bietet das im Rahmen dieser Arbeit entwickel-
te Prifsystem, bedingt durch einen kontinuierlichen Ethanolfluss (T = -30 °) innerhalb der
Klemmbacken, die Mdglichkeit einer mehrstiindigen Versuchsdurchfiihrung. Dies ist vor-
zugsweise fur die Durchfihrung von zyklischen Versuchsreihen von Bedeutung, da ein bis
zu zweitagiger Ermudungsversuch eine zuverlassige Fixierung im Einspannsystem vo-
raussetzt. Eine Klebeverbindung wirde gegenuber einer in dieser Forschungsaktivitat

eingesetzten kraftschlissigen wie auch durch die sehnenumschlieRende Eisbildung resul-
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tierenden formschlissigen Verbindung nur die sehr anfallige Sehnenoberflache verletzen
und eine Ubertragung von Schubkréaften unterbinden. Wang et al. [222] beobachteten in
ihren Versuchen an Kangurusehnen eine Vielzahl von Schadigungspositionen in unmittel-
barer Nahe der Einspannungsoéffnung, was durch das umliegende Flissigkeitsmilieu und
einer Vermeidung der Versprodung des Gewebes zusatzlich eingegrenzt werden kann.
Abbildung 5.1 zeigt Sehne S19 nach Beendigung des Versuchs und anschliefender De-
montage der Einspannung. Die Beflirchtung einer Schadigungseinleitung durch die
Klemmbacken kann durch den Gefriervorgang unterbunden werden, was anhand des
intakten Sehnenabschnittes in direkter Einspannumgebung erkennbar ist. Lediglich eine

leichte Profilierung im Klemmabschnitt ist zu erkennen.

Abbildung 5.1: Angehaftete OBS an Klemmbacke 2 nach Beendigung des biomechani-

schen Versuchs und Demontage der Einspannung

Gleichzeitig bietet diese Ansicht die Méglichkeit eine Bewegung des Priflings durch die
wirkende Belastung nach der Versuchsreihe zu ergriinden und somit eine fehlerhafte
Dehnungsberechnung zu erkennen. Abbildung 5.1 zeigt jedoch eine biindig anliegende
equine OBS an der Unterkante der Klemmbacke, was eine konstante Position wahrend

der gesamten Versuchsdurchfliihrung garantierte.

Im Rahmen weiterer wissenschaftlicher Arbeiten wurden das Verformungs- sowie
Schadigungsverhalten anhand von Ratten- [40] und Kangurusehnen [222, 444] analysiert.
Beide eignen sich aufgrund ihrer groRen Lange und des im Vergleich zur equinen OBS
geringeren Durchmessers hervorragend flr einen Einspannvorgang und eine anschlie-
Rende biomechanische sowie strukturelle Bewertung. Die Problematik einer geringeren
Einspannlange und einer héheren Belastbarkeit der equinen OBS, angesichts einer gré-

Reren Querschnittsflache, ist bei diesem Sehnentyp unbegriindet. Die Rattensehnen so-
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wie die in vielen Forschungsarbeiten verwendeten Rattenschwanzsehnen, die ein ver-
gleichbares Kollagengerust vorzuweisen haben, garantieren eine ausreichende Verflg-
barkeit, verbunden mit einer einfacheren Versuchsdurchfiihrung [289]. Ungeachtet dieser
Analogie ist eine Erforschung des Schadigungsverhaltens, unter dem Gesichtspunkt der
Entwicklung einer Therapie von rupturierten equinen OBS, fiir eine erfolgreiche Gestal-
tung nur am selben Modelltier sinnvoll. Aufgrund dessen war trotz einer aufwandigeren
Versuchsgestaltung der Einsatz einer equinen OBS unausweichlich. Lediglich fir die Eva-
luierung der Eignung des servohydraulischen Priifsystems und der implementierten So-
nographie wurden bovine TBS verwendet, da diese in einer ausreichenden Menge zur

Verfligung standen sowie eine vergleichbare Belastbarkeit vorweisen konnten.

Der aus dem im vorherigen Abschnitt aufgezeigte Temperaturgradient zwischen dem
Umgebungsmedium und der Einspannvorrichtung verlangt eine effektive wie auch zuver-
lassige Isolierung des Fixierungsabschnittes mit Hilfe von Polyethylenschaumplatten. Dies
ist notwendig, um neben einem Einfriervorgang und einer damit verbundenen zuverlassi-
gen Fixierung der Sehne, eine fur die Versuchsreihen notwendige Umgebungstemperatur
von T =37 °C zu ermdglichen. Wang et al. [222] diskutierten in ihrer Verdffentlichung die
Auswirkungen der Umgebungstemperatur auf die Lebensdauer einer Kangurusehne. Im
Vergleich mit einer Prifung unter Raumtemperatur verdeutlicht die Studie eine Abnahme
der Lebensdauer der Proben bei Verwendung in einem temperierten Medium von
T =37 °C. Dies veranschaulicht die Wichtigkeit einer nicht nur konstanten, sondern auch
an die physiologischen Gegebenheiten des Tieres angepassten Temperatur der NaCl-
Lésung. Des Weiteren ist zusatzlich zu einer Temperaturabhangigkeit der mechanischen
Materialeigenschaften des Kollagengewebes eine allgemeine Flissigkeitsversorgung der
Sehne Uber einen langeren Versuchszeitraum notwendig, um eine Versprédung des Prif-
lings zu vermeiden. Haut et al. [445] untersuchten die Abhangigkeit der biomechanischen
Kennwerte einer humanen Patellasehne von dem Umgebungsmilieu. Im Rahmen von
Zugversuchen wurden innerhalb einer hypertonischen im Vergleich zu einer hypotoni-
schen Lésung erhdhte Steifigkeitswerte ermittelt. Eine Verringerung der Rupturgrenze
sowie der Langenanderung bis zur Ruptur der Sehne wurde zusatzlich erfasst. Die in den
Grundlagen dieser Arbeit dargestellten Ermidungsversuche an Sehnen verschiedener
Tiere verdeutlichen im Vergleich zu den eigenen Untersuchungen eine deutlich geringere
Bruchzyklenzahl. Dies ist mit einer Prifung aufierhalb einer physiologischen Umgebung
begrindbar, da die verwendeten Sehneneinspannungen, abweichend von dieser Kon-
struktion, nur mit einem Trockeneisreservoir ausgestattet sind und bedingt durch einen
schnellen Tauprozess lediglich eine Prifung unter Luftatmosphare erméglichen. Innerhalb

einer definierten Flissigkeitsumgebung kénnen damit realitdtsnahere Ergebnisdarstellun-
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gen erzielt werden. Um die Problematik der hohen Kraftibertragung auf einen intakten
Sehnenstrang und die damit vorhandene Notwendigkeit der Kryotechnologie zu umgehen,
verwenden zahlreiche Wissenschaftler einzelne Sehnenfaszikel, um daran das Verfor-
mungs- und Ermidungsverhalten zu beschreiben [32, 49, 236, 250, 254, 292, 293, 300,
314].

Die verwendete physiologische Kochsalzlésung verfligt Gber einen vergleichbaren os-
motischen Druck wie die Korperzellen und sorgt dadurch fiir einen Ausgleich von Flissig-
keitsverlusten wahrend des Versuchs [446], wodurch eine realitatsnahere Prifumgebung
definiert wird. Dem gegentber stehen Versuche von Svensson et al. [272, 273] an huma-
nen Patellasehnen. Seine Arbeitsgruppe untersuchte das Verformungsverhalten in einem
getrockneten und hydrierten Zustand der Sehne und sie beobachteten eine Reduktion des
Elastizitdtsmoduls durch den Trocknungsvorgang. Diese Erkenntnis ist jedoch nicht er-
klarbar, da eine Dehydrierung der Proben fur eine Versprodung und fir einen Anstieg der

Steifigkeit sorgen sollte.

Batson et al. [72], Gillis et al. [267] und Goh et al. [286] veranschaulichen mit ihren sta-
tischen Versuchsreihen eine Abhangigkeit der Sehnensteifigkeit von dem Alter der Spe-
zies. Ein im Rahmen der genannten Forschungsaktivitdten festgestellter Steifigkeitsan-
stieg bis zum Erreichen des 15. Lebensjahres konnte innerhalb dieser Arbeit nicht besta-
tigt werden. Die Materialkennwerte der Sehnen der Jungtiere (Pferd 4, 5) sind von der
alteren Probandengruppe (Pferd 1, 2) nur hinsichtlich der Rupturdehnung zu unterschei-
den. Die gemessene Zugfestigkeit sowie der Elastizitatsmodul innerhalb eines Zustandes
sind vergleichbar. Abbildung 4.4 und Abbildung 4.6 zeigen fiir beide Zustande eine erhdh-
te Dehnbarkeit der OBS der vier- und siebenjahrigen Tiere (Pferd 4, 5) gegentber der
hoheren Altersgruppe (Pferd 1, 2). Die zyklischen Versuche verdeutlichen hingegen eine
geringere Lebensdauer der OBS (S23, S24) eines Jungtieres, was die Abhangigkeit des
Ermddungsverhaltens von dem Alter verdeutlicht und die Entstehung von Mikrotraumata
insbesondere in einem frilhen Entwicklungszustand der Sehne unterstiitzt. Eine Verwen-
dung von lediglich drei Jungtieren beschreibt indessen keine ausreichende Statistik, bietet
jedoch eine eindeutige Tendenz, dass nach dem Erreichen der vollstdndigen Sehnenreife
die grofitmogliche Ermudungsfestigkeit erreicht wird. Thorpe et al. [314] konnten in ihren
Ermudungsversuchen an equinen Faszikeln einer OBS (siehe Abbildung 2.11) jedoch
eine deutlich geringere Lebensdauer gegenuber den Versuchsreihen in dieser Arbeit fest-
stellen. Dies kann mit einer altersbedingten Vorschadigung des Gewebes und mit einer

abweichenden Probenvorbereitung verbunden sein.

Ein weiterer Einflussfaktor bezliglich der Genauigkeit der erzielten Messergebnisse
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sind die vor Versuchsbeginn bestimmten Messgrof3en wie die Sehnenquerschnittsflache
Ao und die Anfangsmesslange ly. Erstgenannte wird mit Hilfe des Ultraschallsystems im
mittleren Metakarpalbereich der equinen OBS bei einer definierten Zugbelastung von
70 N ermittelt. Die Anfangsmesslange [, ist als freiliegender Sehnenabschnitt zwischen
den Einspannvorrichtungen definiert und wird ebenfalls bei einer monotonen identischen
Belastung aufgezeichnet. In Anlehnung an die Arbeiten von Crevier et al. [207], Cherd-
chutham et al. [447] und Lynch et al. [253] wurde dieser Betrag als Zugkraft definiert. Bei-
de Geometriekennwerte werden in der Berechnung der einsinnigen Spannung ¢ und
Dehnung ¢ einbezogen und fir die Erstellung des Spannung-Dehnung-Diagramms ver-
wendet. Die Vorschubgeschwindigkeit des vertikal verfahrenden Arbeitszylinders der ser-
vohydraulischen Prifmaschine wurde auf v =1 mm/s festgelegt. Der Literaturkenntnis-
stand beschreibt jedoch einen Geschwindigkeitsbereich von 3 - 10 mm/s [448, 449] bei
der Durchflihrung von einsinningen Zugversuchen an biologischem Gewebe. Unter der
Pramisse, dass wahrend des Zugversuchs eine permanente ultrasonographische Uber-
wachung der Schadigungsentwicklung erméglicht werden muss und eine Auswirkung un-
terschiedlicher Geschwindigkeiten auf das biomechanische Materialverhalten nicht er-
forscht werden kann, wurde die beschriebene Vorschubgeschwindigkeit als zuldssig er-

achtet.

Das in Abbildung 4.8 illustrierte transversale Sonogramm zeigt die unter Anwendung
des integrierten Messtools eingefasste Sehnenquerschnittsflache, wobei die Markierung
der Grenzbereiche, bedingt durch das technisch unvermeidbare Bildrauschen, nicht ein-
deutig definierbar ist. Die in diesem Zusammenhang erzielten Querschnittsflachen wurden
stichprobenartig mit Umfangsmessungen unmittelbar an der Sehne unter Anwendung
eines MalRbandes verglichen, wodurch die Methodik der Ultraschallmessung als geeignet

deklariert werden konnte.

5.1.1 Biomechanische Betrachtung

Die biomechanischen Versuchsreihen in Form von monotonen sowie zyklischen Tests
sollen die Auswirkungen des Dezellularisierungsprozesses auf das Verformungs- sowie
Schadigungsverhalten ermitteln. Zusatzlich zu dem genannten Vorhaben werden im Fol-
genden die Erkenntnisse fur eine Eignung der Einsetzbarkeit des behandelten Faserge-
rists in lasionierten Abschnitten einer equinen OBS diskutiert und ein Belastungslimit

wahrend der Rekonvaleszenzzeit definiert.
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5.1.1.1 Monotone Beanspruchung

Die monotonen Versuchsreihen zeigen infolge des Dezellularisierungsprozesses einen
um 12 % verringerten Elastizitdtsmodul gegenlber der initial intakten Sehne. Bei der Be-
stimmung dieses Werkstoffkennwertes wird abweichend zu den Arbeiten von Wren et al.
[296] zur Beurteilung der Steifigkeit der Tangentenmodul dem Sekantenmodul vorgezo-
gen, um keine geometrischen Einflussfaktoren, hervorgerufen durch die Toe-Region, in
die Berechnung einzubeziehen. Die Definition der Steifigkeit bietet einen weitreichenden
Interpretationsspielraum und kann Geometrieparameter beinhalten. Da jedoch im Rah-
men dieser Forschungsaktivitaten gezielt die anatomischen Einfliisse von den werkstoff-
spezifischen Gegebenheiten separiert werden sollen, wird der Elastizitdtsmodul zur Cha-
rakterisierung herangezogen. Dieser wird, wie bei der Beurteilung von metallischen Werk-
stoffen Ublich, auch in dieser Arbeit als MaR fiir die Steifigkeit bezeichnet [242]. Im weite-
ren Verlauf dieser Diskussion werden die Auswirkungen der abweichenden Definitionsan-
satze in Bezug auf die Steifigkeit des Versuchsobjektes deutlich. Der Elastizitdtsmodul
wird in Anlehnung an die zuvor genannte Literatur mit Hilfe des Steigungsdreieckes an

der Geraden des linear-viskoelastischen Verformungsabschnittes bestimmt.

Die Spannung-Dehnung-Diagramme illustrieren neben der Verringerung des Elastizi-
tatsmoduls eine Abnahme der Zugfestigkeit um 25 % sowie der Rupturdehnung um 9 %
infolge der vor Versuchsbeginn durchgefuhrten Dezellularisierung der equinen OBS. Des
Weiteren ist eine Reduktion der Toe-Dehnung zu verzeichnen gewesen. Diese messba-
ren Unterschiede lassen auf Strukturveranderungen im Kollagengewebe schlieRen. Ras-
terelektronenmikroskopische Untersuchungen an Kryobrichen von initial intakten sowie
dezellularisierten equinen OBS zeigen eine deutliche Verringerung des lockeren interfibril-
laren Bindegewebes. Ein Verlust der quervernetzten Struktur war makroskopisch in der
Versuchsvorbereitung an der zelllosen Sehnengruppe sichtbar (siehe Abbildung 5.2),

weshalb ein Einfluss auf die Kennwerte nicht verwunderlich ist.
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Abbildung 5.2: Makroskopisch sichtbarer Verlust der quervernetzten Struktur an einer

a) dezellularisierten gegentliber einer b) initial intakten equinen OBS

Der Einsatz des dezellularisierten Kollagengeristes als implantierte Ersatzstruktur fir
rupturierte Faserabschnitte ist bis zu einer definierten Belastung gegeben. In vivo Versu-
che zur Bestimmung der realen Beanspruchungsvorgange bei verschiedenen Gangarten
zeigten im Galopp eine bis Uber den linear-viskoelastischen Bereich hinaus verlaufende
Dehnung der equinen OBS. Aufgrund der prozessbedingten Reduktion der Belastbarkeit
der dezellularisierten Sehne zeigen die biomechanischen in vitro Zugversuche eine Eig-

nung wahrend der Rekonvaleszenzzeit lediglich in der Schrittbewegung des Pferdes.

Im Falle einer vollstandigen Ruptur und einer angewandten Fixierung der beiden Seh-
nenenden wurde eine verwendete Naht-Ankertechnik lediglich 36 % der Zugfestigkeit
Ubertragen kénnen [176]. Allein aus diesem Grund ist eine Trab- und Galoppbewegung
des Pferdes ausgeschlossen. Vielmehr kann das Implantat als Fillmaterial fir eine moégli-

che, bei der Zusammenfihrung der Sehnensegmente entstehende Hohlraumbildung [450]
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fungieren und den Heilungsverlauf positiv beeinflussen. Nur unter diesen Bedingungen
sind eine rasche Quervernetzung der Kollagenfibrillen und ein Aufbau der intrinsischen

Blutversorgung maglich [451, 452].

Es ist nach der Implantation des zelllosen Fasergeristes im Zusammenhang mit einer
angewendeten Stammzelltherapie eine Boxenruhe zu empfehlen, wobei auf den Boden-
untergrund wahrend der Rekonvaleszenzzeit zu achten ist. Crevier et al. [453] beschrei-
ben in ihren Arbeiten die Auswirkungen von begehbaren Bodenuntergriinden auf die Be-
lastung der equinen OBS. Ein weicher Untergrund flihrt durch das Einsinken der Extremi-
tat zu einer héheren Beanspruchung der Beugesehne, was fiir den Heilungsverlauf gege-

benenfalls nicht forderlich ist.

5.1.1.2 Zyklische Beanspruchung

Fir eine maoglichst realitatsnahe Durchfiihrung der zyklischen Versuchsreihen gilt es,
neben einer dem tierischen Organismus nachempfundenen physiologischen Umgebung,
eine geeignete Krafteinleitung in die Sehne sowie einen Kompromiss zwischen der
Pruffrequenz und der Versuchsdauer zu gewahrleisten. Die Geschwindigkeit des Arbeits-
zylinders ist an Grenzwerte der in der Bodenplatte des Umgebungsbades verbauten
Stangendichtung angepasst und erméglicht bei einer Priffrequenz von 2 Hz sowie einer

notwendigen Amplitude eine simulierte harmonische Trabbewegung.

Um die Verformungsmechanismen strukturiert analysieren zu kénnen, muss bei der In-
terpretation des zyklischen Verformungsverhaltens an Kollagenstrukturen von Tieren die
reversible Toe-Region von dem linear-viskoelastischen Abschnitt separiert werden. Abbil-
dung 5.3 a) ist aufbauend auf der aus Kapitel 4.4.1 bereits bekannten Abbildung 4.11 ent-
standen und dient als Diskussionsgrundlage, um die wirkenden Verformungsmechanis-
men zu erlautern. Abbildung 5.3 b) zeigt zur Verdeutlichung des Sachverhaltes eine proji-

zierte Ansicht, die dem Leser das Verstandnis erleichtern soll.
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Abbildung 5.3: Darstellung von a) vier Spannung-Dehnung-Hysteresen (S21) bei einer
Spannungsamplitude von Ac/2 =22 MPa und charakteristischen Last-
spielzahlen sowie b) einer projizierten Ansicht des Sekantenmoduls und

der Entwicklung der Toe-Dehnung

Eine farblich an die zugehdérigen Hystereseschleifen angepasste Pfeildarstellung, un-
terhalb der Dehnungsachse, illustriert eine kontinuierliche Zunahme der Toe-Dehnung
und eine Abnahme der Sekantensteigung mit steigender Zyklenzahl. Der linear-
viskoelastische Verformungsabschnitt ist zur Verdeutlichung in der Belastungshalfte der
Hystereseschleife schwarz eingefarbt, um die Abtrennung von der konvex verlaufenden
Crimp-Struktur zu verdeutlichen. Abbildung 5.3 b) illustriert fir jede Hystereseschleife
durch eine Projektion der farblichen Pfeildarstellung, sowie eine die Sekantensteigung
beschreibende Liniendarstellung in einer aus Ubersichtsgriinden gestalteten interpretier-
baren Ansicht den zuvor beschriebenen Sachverhalt. Ein Vergleich der Dehnungen offen-
bart die Begriindung fiir eine aus dem Wechselverformungsdiagramm ersichtliche Entfes-
tigung mit zunehmender Lastspielzahl. Die Pfeildarstellung illustriert eine Langenzunahme
der Toe-Dehnung bis zum Erreichen der Zyklus-5000-Hysterese, wobei insbesondere in
den ersten Lastspielen die umfangreichste Verformung erreicht wird. Verbunden mit einer
zunehmenden Toe-Dehnung resultiert eine Abnahme der Sekantensteigung bei gleichzei-
tiger Zunahme des Elastizitdtsmoduls. Die Beschaffenheit der Hystereseschleifen ver-
deutlicht eine Reduzierung der Schwingbreite der linear-viskoelastischen Dehnung mit
steigender Zyklenzahl verbunden mit einer kontinuierlichen Zunahme der Dehnungs-
schwingbreite, womit ein Anstieg des Elastizititsmoduls geometrisch begriindet werden

kann.
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Eine Zunahme des Elastizitdtsmoduls wéare bei einem kraftgeregelten Belastungszu-
stand in der Regel mit einer Verringerung der Dehnungsschwingbreite verbunden. Dieses
Materialverhalten ist unter Hinzunahme der Abbildung 4.13 und Abbildung 4.14 zu eror-
tern. Bei der initial intakten Kontrollgruppe ist in den ersten 300 - 500 Zyklen ein kontinu-
ierlicher Steifigkeitszuwachs zu verzeichnen, obwohl eine deutliche Zunahme der Deh-
nung bis zur Sattigungszone vernommen wird. Die dezellularisierte Behandlungsgruppe
zeigt einen Maximalwert fir den Elastizitdtsmodul nach einer deutlich geringeren Last-
spielzahl (3 Zyklen). Die im Verhaltnis zum Sattigungsbereich detektierte Langenzunahme
in der ersten Verformungszone spricht fir eine umfangreiche anatomische Veranderung
der Crimp-Struktur bedingt durch die Beanspruchung der Fibrillen. Der erlauterte Anstieg
des Elastizitdtsmoduls in den ersten Zyklen ist im Einklang mit der Fllssigkeitsverdran-
gung zu begriinden. Wie in den Grundlagen dieser wissenschaftlichen Arbeit an diversen
Sehnentypen erlautert, ist die Beanspruchung mit einem Gewichtsverlust der Probe ins-
besondere in den ersten Zyklen verbunden, was mit einem FlUssigkeitsverlust erklart wird
[260]. Die Flussigkeitsmolekule fungieren vor dem Herausdiffundieren aus der Sehne als
Hindernis und erhéhen die Steifigkeit. Laut Thornton et al. [258] hat sich der Flissigkeits-
gehalt in der Sehne nach einer Ruhezeit von 20 min wieder normalisiert. Dies begrindet
die Reproduzierbarkeit dieses Effektes nach einer Haltezeit und Wiederaufnahme des
Ermidungsversuches nach einer Erhdhung der Spannungsamplitude. Auf Grundlage
dessen und die morphologischen Erkenntnisse eingeschlossen, ist die maximale Steifig-
keit der dezellularisierten Sehne bei einer geringeren Zyklenzahl zu vernehmen als bei
der initial intakten Kontrollgruppe. Die bereits makroskopisch sichtbaren degenerativen
Strukturveranderungen (siehe Abbildung 5.2) sorgen fir einen ungehinderten Flissig-

keitsverlust des innerhalb des Sehnenverbundes befindlichen Mediums.

Die Verlaufe zeigen zwar einen Anstieg des Elastizitdtsmoduls von lediglich 4 %, was
jedoch aus folgenden Griinden keiner Messungenauigkeit zugeordnet werden kann. Ab-
bildung 4.12 verdeutlicht eine gute Regelung der Prifmaschine mit Beginn der ersten Zyk-
len, erkennbar an den auf vergleichbaren Spannungshorizonten befindlichen Lastumkehr-
punkten. Zusatzlich wurden die Versuchsbedingungen, wie die Umgebungstemperatur
und das physiologische Medium nicht verandert. Ein erkennbarer Sattigungsbereich ohne

Schwankungen in dem Kurvenverlauf unterstreicht ebenfalls die Gultigkeit der Messung.

In Kapitel 2.3.2 wird der Zusammenhang zwischen dem Mullins Effekt und einer Ent-
festigung der Struktur anhand dreier Spannung-Dehnung-Hysteresen in einer dehnungs-
geregelten Versuchsdurchfihrung erldutert. Dieser vorzugsweise aus der Polymerfor-

schung bekannte Mechanismus ist auf diese Kollagenstruktur Gbertragbar und beschreibt
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die Entfestigung der Sehne in den ersten Prifzyklen, bevor ein Sattigungsbereich erreicht
wird, in dem bis zur ultrasonographisch erkennbaren Schadigungseinleitung eine nahezu
konstante Dehnungsschwingbreite zu verzeichnen ist. Eine Gewebeschadigung wird
durch diese umfangreiche Langenanderung in der ersten Zone nicht erreicht, was an der
Reproduzierbarkeit des Mechanismus deutlich wird. Nach einer kurzen Haltezeit und
Wiederaufnahme der zyklischen Belastung mit einem erhéhten Spannungshorizont kann
der reversible Effekt in einer identischen Form erneut vernommen werden. Diese sepa-
rierte Betrachtung verdeutlicht die Bedeutung der in Form eines Geometriefaktors in das
Verformungsverhalten eingehenden Crimp-Struktur sowie den Elastizitatsmodul, der als
materialspezifischer Werkstoffkennwert die Steifigkeit beschreibt. Aufgrund der hohen
Priffrequenz von 2 Hz erfahrt die Sehne eine, bedingt durch diese geringe Rekonvales-
zenzzeit resultierende, irreversible Verformung, die eine Riickflihrung in eine wellenférmi-
ge Fibrillenanordnung in den unbelasteten Ausgangszustand nicht mehr ermdglicht. Ab-
weichend von diesen Erkenntnissen zeigt das Ermidungsverhalten von Rattenschwanz-
sehnen nach Rigby et al. [290] eine nicht zu erklarende Verfestigung nach 700 Lastspie-
len (siehe Abbildung 2.8).

Eine explizite Unterscheidung des konvexen und linear-viskoelastischen Verformungs-
abschnittes, wie in dieser Forschungsaktivitdt angewendet, wurde in der wissenschaftli-
chen Arbeit von Wren et al. [296] auf diesem Themengebiet nicht erforscht. Vielmehr wur-
de der Sekantenmodul, der nach den in diesem Kapitel postulierten Beobachtungen den
geometriebedingten sowie den materialspezifischen Einflussfaktor undifferenziert betrach-
tet, angewendet, wodurch folglich die einzelnen Verformungsmechanismen nicht im Detail
evaluiert werden konnten. Abbildung 5.4 verdeutlicht einen mit ansteigender Zyklenzahl
abfallenden Sekantenmodul ohne die aus Abbildung 4.13 ersichtliche Erkenntnis einbe-

ziehen zu konnen.
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Abbildung 5.4: Sekantenmodul einer humanen Achillessehne (modifiziert nach Wren et
al. [296])

Fung et al. [299] prasentieren, abweichend von dem in Abbildung 5.4 gezeigten und im
Einklang mit dieser Arbeit stehenden Verlauf des Sekantenmoduls (siehe Abbildung 2.9)
einen vergleichbar mit der Entwicklung des Elastizitdtsmoduls verlaufenden Anstieg des
Sekantenmoduls. Zwar wird der Sekantenmodul in dieser Darstellung auf die Langenan-
derung bezogen, was jedoch einen Anstieg des Moduls in der Primarphase nicht erklaren
lasst. Bei einer kraftgeregelten Versuchsdurchfiihrung wiirde dies flir eine Verkirzung der
Gesamtlange explizit in den ersten Lastzyklen sprechen, was in zahlreichen Versuchen im
Rahmen dieses Forschungsprojektes nicht festgestellt werden konnte. Vielmehr spricht
ein solches Materialverhalten fiir eine mangelhafte Regelung der Prifmaschine, bei der
erst nach mehreren Zyklen der vollstdndige Betrag des Spannungshorizontes erreicht

wird.

Die Erkenntnisse aus den zyklischen Versuchsreihen verdeutlichen die Wichtigkeit der
Evaluation verschiedener Auswerteverfahren. Erst mit der Anwendung des Tangenten-
moduls als Mal} fur die Steifigkeit konnten die verschiedenen Einflussfaktoren betrachtet
werden, woraus eine Allgemeingultigkeit Uber die Auswertung der Ermidungsversuche

hinaus fir die monotonen Zugversuche gegeben ist.

5.1.2 Polarisationsmikroskopische Charakterisierung
Die Notwendigkeit der Durchfuhrung von polarisationsmikroskopischen Untersuchun-

gen ist dem geringen Aufldsungsvermdgen des Ultraschallsystems geschuldet, das eine
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Detektion von Strukturverdnderungen im Kollagengewebe sowie eine Charakterisierung

der Crimp-Struktur nicht ermdglicht.

Im Rahmen dieser Untersuchungen wurden die Auswirkungen des Dezellularisie-
rungsprozesses auf das Schadigungsverhalten nicht weiter ergriindet, da von veterinar-
medizinischer Seite keine Notwendigkeit bestand. Die in Kapitel 4.1 aufgezeigten Erlaute-
rungen, die zwar ausschliel3lich die erkennbaren prozessbedingten Strukturveranderun-
gen in der interfibrillaren Zone betreffen, jedoch im Zusammenhang mit literaturbasierten
Erkenntnissen fir eine aussagekraftige Erklarung der Abnahme der biomechanischen
Festigkeit sprechen, sind weitestgehend begrindbar und nicht Bestandteil dieser Unter-
suchungen. Unter Anwendung der Ultraschalltechnologie ist bei beiden Zustanden eine
ersichtliche Schadigungsentstehung im zentralen Areal der Sehne erkennbar, die im fort-
geschrittenen Stadium zu einer Kernlasion fihrt. Da eine bedingte Strukturabhangigkeit
fur eine Initiierung der Ruptur an dieser Position verstarkt postuliert wird [32, 235], wurden
mit Hilfe eines Kryomikrotoms zentrale sowie periphere Faszikel aus dem Gewebe einer
initial intakten equinen OBS seziert und unter polarisationsmikroskopischer Betrachtung
separiert Belastungstests unterzogen. Diese Form der Probenpraparation ist in Anlehnung
an die Arbeit von Patterson-Kane et al. [236] mit einer entscheidenden Anderung der
zentralen Probenabmessung entstanden. Die schematische Darstellung in der genannten
Verodffentlichung verdeutlicht in der Sagittalebene eine definierte zentrale Flachenzuord-
nung, die dreiviertel der Gesamtflache beinhaltet und somit einen peripheren Verfor-
mungscharakter in die Bestimmung der zentralen Crimp-Struktur einbringt. Abbildung 4.18
zeigt schematisch die Einteilung der Entnahmepositionen im transversalen Sehnenschnitt

und verdeutlicht nur innerhalb der genannten Probenposition entnommene Schnitte.

Ein Herausldsen einzelner Faszikel aus dem Sehnenverbund ist ohne chemische Ein-
wirkung und mechanische Belastung der Fasern nicht moéglich. Fir eine aussagekraftige
und gleichzeitig reproduzierbare Bestimmung der Crimp-Winkel und -Langen darf die sehr
empfindliche Faserstruktur zuvor jedoch keinen Verformungen unterzogen werden, wes-
halb die Probenpraparation mittels Kryomikrotom gewahlt wird, die eine unbelastete
Struktur fur die Versuchsreihen definiert. Jarvinen et al. [454] bewerten die Gewebestruk-
tur anhand von Uberbelasteten sowie initial intakten humanen Achillessehnen und lokali-
sierten eine Reduktion der Crimp-Winkel und des Querschnitts der Fibrillen nach einer
Schadigung der Sehne. Jozsa et al. [455] stutzen diese Erkenntnisse mit ihren Untersu-
chungen an humanen Achillessehnen, an denen im degenerierten Zustand ein grol3er
Anteil an geringeren Fibrillendurchmessern aufgefunden werden konnte. Dies verdeutlicht

die Empfindlichkeit sowie Irreversibilitdt des Gewebeverbundes nach einer einmaligen
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Uberbelastung. Die Abmessungen des Probenmaterials kénnen mit Hilfe des Kryomikro-
toms gezielt definiert werden, wodurch jedoch der komplexe und fiir die Festigkeit der
Sehne notwendige Strukturverbund geldst wird. Wie in den Grundlagen dieser Arbeit be-
schrieben sind die Fibrillen mit einer Ldnge von mehreren Millimetern durch Glykosami-
noglykane orthogonal zur Langsachse miteinander verknupft und bilden im Verbund die
Faser. Durch die Probenpraparation mittels Kryomikrotom ist jedoch niemals ein parallel
zur Langsachse verlaufender Schnitt mdglich, ohne einzelne Fasern zu durchtrennen und
die Beanspruchbarkeit Uber die vollstandige, vor Versuchsbeginn gemessene Quer-
schnittsflache zu nutzen. Hervorgerufen durch die Topographie der Crimp-Struktur wird

dies unter Umstanden noch unterstlitzt.

In den folgenden Kapiteln werden detailliert die Charakterisierung der Crimp-Struktur
sowie das Verformungsverhalten der Faszikel flir eine aufschlussreiche Beschreibung der
Schadigungsmechanismen diskutiert. Die Crimp-Struktur wurde an zuvor definierten
Spannungshorizonten gemessen, um die visualisierende Darstellung der Topographie an
charakteristischen Punkten der nachfolgend bestimmten Spannung-Dehnung-Diagramme
zuordnen zu kdénnen (siehe Abbildung 4.24). Dies geschieht in zwei Prozessschritten, da
aufgrund des Kriechverhaltens der Fibrillen an den Haltepunkten keine Aufnahme eines

kontinuierlichen Kurvenverlaufes moglich gewesen ware.

5.1.2.1 Auswirkungen der Crimp-Struktur auf die Schadigung

Die Beschaffenheit der Crimp-Struktur beeintrachtigt das Verformungsverhalten und
ist, ausgehend vom zentralen Areal, maligebend an der Schadigung der Sehne beteiligt.
Es existieren keine in vivo Studien Uber die realen Crimp-Winkel sowie -Langen wahrend
des Bewegungsablaufs des Pferdes. Wilmink et al. [235] und Patterson-Kane et al. [32,
49, 236] untersuchten die Crimp-Struktur in einem undefinierten Belastungszustand mit
Hilfe eines Durchlicht-Polarisationsmikroskops. Die Resultate der zweitgenannten Autoren
entstanden zusatzlich in einem dehydrierten Zustand und anschlieRendem Einbettvor-
gang der Probe. Nach Nicholls et al. [456, 457] beeinflussen eine Dehydrierung mittels
Alkohol und ein anschlielender Einbettvorgang zur Fixierung der Faszikelsegmente ent-
scheidend die Crimp-Struktur. Im Rahmen seiner Untersuchungen an Laborratten sorgten
die genannten Behandlungsschritte fur eine Reduktion des Crimp-Winkels und der
-Lange. Dies weckte die Motivation, eine Belastungsvorrichtung, implementiert in ein
Durchlicht-Polarisationsmikroskop, zu entwerfen, die es ermdglicht, unbehandelte Seh-
nensegmente in einem Umgebungsmedium vordefiniert zu belasten und die Crimp-

Struktur zu bestimmen. Diese Vorkenntnisse eingeschlossen sind die gemessenen gréfie-
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ren Crimp-Langen in den eigenen Untersuchungen nicht unerwartet und beschreiben den
Strukturzustand in einer realitdtsnahen Umgebung. Die Crimp-Winkel des zentralen Are-
als sind im Einklang mit den Zahlenwerten nach Wilmink et al. [235], der die Versuche an
hydrierten Proben durchflihrte. Lediglich die Crimp-Winkel der Struktur im peripheren
Areal liegen 33 % oberhalb der Messwerte im Zentrum. Diese Beschaffenheit der Sehne
sorgt, durch den Bewegungsablauf des Tieres, flir eine friihzeitig hdhere Beanspruchung
der Fibrillen in der zentralen Zone, woraus Kernlasionen resultieren. Abbildung 4.21 zeigt
die Abnahme der Crimp-Winkel mit steigendem Verfahrweg der Belastungsvorrichtung.
Bedingt durch einen héheren Anfangswinkel erfolgt eine um 26 % gréRere Rupturdeh-

nung der peripheren Fibrillen im Vergleich zum zentralen Pendant.

Die Entwicklung der Crimp-Struktur mit einer zunehmenden Langenanderung unter-
streicht die Eignung des nach Diamant et al. [38] glltigen Verfahrens zur Bestimmung der
Steigungswinkel. Bedingt durch eine Halbierung des Drehwinkels um die N-Achse wird

eine Symmetrie der Dachhalften der Kollagenstruktur vorausgesetzt.

Aufgrund des undefinierten Belastungszustandes waren sehr grof3e Abweichungen
zwischen den Ergebnissen der zuvor genannten Autoren zu verzeichnen (siehe Tabelle
2.3). Eine wichtige Erkenntnis beziglich der Altersabhangigkeit konnte jedoch gewonnen
werden. Lediglich bei equinen Jungtieren wurde ein geringerer Crimp-Winkel im periphe-
ren Areal lokalisiert, was das Auftreten einer Kernlasion nur bei ausschlielllich alteren
Pferden begrindet. Degenerative Veranderungen der Kollagenstruktur bis hin zu einer
vollstandigen Ruptur der Sehne waren jedoch ebenfalls an Jungtieren zu beobachten, die
zu Beginn ihrer Karriere als Hobby- und Sportpferde standen. In Anbetracht der Tatsache,
dass anhand der eigens durchgefihrten Charakterisierung der Crimp-Struktur an equinen
Fasersegmenten eines vierjahrigen Lewitzers in dieser Alterskategorie ein geringerer
Crimp-Winkel im zentralen Areal nachgewiesen werden konnte, unterstreicht die Wichtig-
keit einer definierten Belastung der Probanden und erlautert zusatzlich die Schadigungs-

mechanismen von Jungtieren.

5.1.2.2 Verformungsverhalten einzelner Faszikel

Wie im Verlauf dieser Arbeit erlautert, wurde im Rahmen von weiteren Forschungsakti-
vitaten [235, 236] der Einfluss der Crimp-Struktur auf das Verformungsverhalten in einer
schematischen Form postuliert (siehe Abbildung 2.6), ohne gemessene Spannung-
Dehnung-Diagramme von Faszikeln der zentralen und peripheren Areale zu prasentieren.
Die konstruktive Gestaltung einer Belastungsvorrichtung, implementiert in das Durchlicht-

Polarisationsmikroskop (siehe Abbildung 3.9), ermdglicht in situ eine vordefinierte Bean-
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spruchung der Fasern bis zur vollstandigen Ruptur, um das Verformungsverhalten sowie
Strukturveranderungen definiert zu charakterisieren. Weiterflhrende Untersuchungen
sollen nicht nur rein geometriebedingte Einflussfaktoren offenlegen, sondern auch materi-
alspezifische Gegebenheiten als zusatzlichen Schadigungsparameter deklarieren. Um
diesen werkstofftechnischen Gesichtspunkt zu manifestieren wurden die in Kapitel 4.5.2
illustrierten Spannung-Dehnung-Diagramme der zentralen und peripheren Areale erstellt.
Aufgrund der geringen Belastbarkeit ist ein Beanspruchungsbeginn schwer zu definieren,
weshalb auf einen Beschreibungsansatz von Riemersma et al. [458] zurlickgegriffen wird.
Die Autoren definieren Uber eine Ausgleichsrechnung mit einem Polynom dritten Grades
den Nullpunkt und somit reproduzierbar den Verformungsanfang, was in dieser Versuchs-

auswertung ebenfalls beriicksichtigt wurde.

Das Erscheinungsbild der Toe-Region ist durch die in Tabelle 4.3 charakterisierte
Crimp-Anatomie determiniert und im Einklang mit dem postulierten Verlauf aus den zuvor
genannten Forschungsaktivitdten. Die parallel angeordneten linear-viskoelastischen Ver-
formungsabschnitte der zentralen und peripheren Areale (siehe Abbildung 2.6) konnten
anhand der zehn Mikrotomschnitte nicht bestatigt werden. Ohne den Elastizitdtsmodul mit
Hilfe eines Steigungsdreiecks rechnerisch zu bestimmen, genugt eine augenscheinliche
Betrachtung der Verldufe der separierten Gewebeabschnitte, um qualitativ das unter-
schiedliche Steifigkeitsverhalten abschatzen zu kénnen (siehe Abbildung 4.23 b)). Anhand
der in Tabelle 4.4 arithmetisch gemittelten Elastizitdtsmoduln fir die zentralen sowie die
peripheren Sehnenareale ist eine deutlich héhere Steifigkeit der erstgenannten Faszikel-

gruppe ersichtlich.

Bedingt durch eine identische Probenvorbereitung missen uber einen Einfluss der
Crimp-Struktur hinaus anatomisch bedingte Unterschiede im Aufbau, die die biochemi-
sche Zusammensetzung der Struktur beeinflussen, ergriindet werden. Da die einzelnen
Zustande (zentrale und periphere Sehnenareale) separiert betrachtet werden und inner-
halb dieser ein nahezu konstanter Crimp-Winkel sowie eine vergleichbare Anordnung von
Glykosaminoglykanfilamenten angenommen wird, muss eine unterschiedliche Steifigkeit
der zentralen und peripheren Faserabschnitte anderweitig begriindbar sein. Die Literatur-
recherche konnte zwar keine eindeutigen Kennwerte fur die Elastizitdtsmoduln der beiden
Strukturkomponenten liefern, es konnte jedoch ein um mehrere Dekaden gréfierer Wert
des E-Moduls fur den Fibrillenanteil nachgewiesen werden (siehe Kapitel 4.6.2.1). Ohne
die mit Hilfe der FE-Analyse und den Erkenntnissen aus den biomechanischen Zugversu-
chen an initial intakten equinen Sehnen erzielten Kennwerte in die Diskussion mit einzu-

beziehen, wird ein Einfluss des Volumenanteils der Fibrillen am Gesamtkonstrukt fur die
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Bildung der Gesamtsteifigkeit ersichtlich. Da die Fasern die Sehne vollstandig durchlau-
fen, ist an jedem Punkt der Sehne, mit Ausnahme einer Vorschadigung, wo eine Gewebs-
verdickung flr eine abweichende Faseranordnung sorgt [459], ein identisches Flachen-
verhaltnis von Fibrille und Matrix vorhanden. Aus diesem Grund besteht ausschliefl3lich die
Méglichkeit die Fibrillenanzahl sowie die Fibrillenquerschnittsflache zu variieren, um
dadurch den Elastizitdtsmodul ausschlaggebend zu beeinflussen. Es existieren nur zwei
Veroffentlichungen, die diese anatomischen Einfliisse mit einer biomechanischen Belast-
barkeit in Einklang bringen. Sese et al. [460] beziehen sich in ihrer wissenschaftlichen
Arbeit lediglich auf den Fibrillendurchmesser im zentralen sowie peripheren Areal und
resimieren eine Abhangigkeit der Zugfestigkeit von diesem ohne den Flachenanteil zu
bertcksichtigen. Diese Begriindung beruht auf Forschungsarbeiten von Parry et al. [52]
aus den achtziger Jahren des vorherigen Jahrhunderts, die ebenfalls einen groRen Fibril-

lendurchmesser flr die Begriindung einer hohen Festigkeit heranziehen.

Eine Vielzahl von fein vernetzten Fibrillen fiihren jedoch zu einer effektiveren Raum-
ausflllung und folglich zu einer hoheren Gesamtsteifigkeit der Sehne. Diese Theorie gilt
es nun auf die zentralen sowie peripheren Abschnitte zu Ubertragen. Abbildung 5.5 illus-
triert im Rahmen von transmissionselektronenmikroskopischen Aufnahmen diese Zonen

aus der zuvor genannten und von den Autoren fehlinterpretierten Veroffentlichung.

Abbildung 5.5: Transmissionselektronenmikroskopische Aufnahmen der zentralen (-c)

und peripheren Areale (-p) einer equinen oberfldchlichen Beugesehne im
Sehnen-Knochen-Ubergang (MTJ), im mittleren Metakarpalbereich (mM)
und im Ubergang zum Knochen (OTJ) [460]

Der mittlere Metakarpalbereich der equinen OBS konnte als relevante Schadigungszo-
ne bereits definiert werden, weshalb im Folgenden lediglich die Aufnahmen dieses Ab-
schnittes betrachtet werden. Beginnend mit dem peripheren Faserabschnitt ist dort eine
deutlich geringere Fibrillenanzahl, gekennzeichnet durch einen gréReren charakteristi-
schen Durchmesser, erkennbar. Bedingt durch diese anatomische Gegebenheit ist ein
hdherer Anteil an extrazellularer Matrix fir den Verbund notwendig. Das zentrale Areal ist

mit Fibrillen geringeren Durchmessers versehen, die in ihrer Gesamtheit betrachtet zu
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einer hoéheren Steifigkeit fihren, da das Volumen der Sehne effektiver ausgeflllt wird.
Dem gegenilber stehen die Erkenntnisse von Patterson-Kane et al. [32], die im arithmeti-
schen Mittel keine Abhangigkeit des Fibrillendurchmessers von der untersuchten Position
feststellen konnten, wobei eine von den Autoren angemerkte hohe Standardabweichung
die Verwendbarkeit der Resultate in Frage stellt. AuRerhalb des mittleren Metakarpalbe-
reiches, in den Ubergédngen zum Muskel und zum Knochen, wird eine vergleichbare

Durchmesserverteilung sowie Dichte der Fibrillen deutlich.

Neben einer Betrachtung des Volumenanteils der Fibrillen am gesamten Sehnenauf-
bau ware ein unterschiedlicher Kollagengehalt in den betrachteten Abschnitten eine Erkla-
rung fir das abweichende Verformungsverhalten, wie es Woo et al. [280] an ihren Unter-
suchungen aufzeigen konnen. Souza et al. [461] sowie Lin et al. [74] zeigen lediglich ent-
lang der Langsachse einer bovinen und equinen Beugesehne lokale Veranderungen im
Kollagengehalt, der jedoch nicht innerhalb der Querschnittsfliche an einer identischen
Langsposition betrachtet wird. Die biomechanischen Zugversuche an den lokalen Faszi-
keln zeigen jedoch keine direkte Abhangigkeit von der Entnahmeposition innerhalb eines
Sehnenquerschnittes. Auf Grundlage dieser geringen Anzahl von wissenschaftlichen Ver-
offentlichungen ist keine fundierte Begrindung mdglich, die Aufschluss uber einen Ein-
fluss des Kollagengehalts auf das Schadigungsverhalten und die Entstehung einer Kern-

lasion im Zentrum der Probe geben kdnnte.

Bemerkenswert sind hingegen die unerwartet hohen Unterschiede zwischen den im
Zugversuch an intakten Sehnenstrangen und den an Mikrotomschnitten ermittelten Kenn-
grolien. Tabelle 5.1 listet die gemessenen Kennwerte flr die Faszikel der zentralen und
peripheren Abschnitte sowie die Kennwerte des equinen initial intakten Sehnenverbun-

des.

Tabelle 5.1: Biomechanische Kennwerte der Mikrotomschnitte im zentralen und periphe-

ren Areal sowie der initial intakten equinen OBS

Mikrotomschnitt

Kennwert arithmetische Mittelung initial intakte OBS
(zentral - peripher)
Zugfestigkeit 9,65 MPa 85,12 + 11,13 MPa
Rupturdehnung 51,25 % 13,57 £ 1,54 %

Elastizitatsmodul 34,9 MPa 818 £ 94,09 MPa
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Nach einer arithmetischen Mittelung der Kennwerte beider Arealanteile der Kryo-
schnittproben zeigt die Auswertung eine um circa eine Dekade reduzierte Zugfestigkeit,

eine Zunahme der Rupturdehnung sowie eine Abnahme des Elastizitatsmoduls.

Xing et al. [382] fuhrten Belastungsversuche an Faszikeln einer Rattensehne durch, in
deren Rahmen gleichermal3en eine Reduktion der biomechanischen Kennwerte und eine
Zunahme der Rupturdehnung bei Verwendung von Triton X-100 ermittelt werden konnte.
Diese Feststellung wird von Souza et al. [461] unterstiitzt, die im Rahmen ihrer biome-
chanischen Untersuchungen an bovinen Faszikeln eine drastische Verringerung der Zug-
festigkeit sowie einen Zuwachs der Rupturdehnung gegeniber einer intakten Kontroll-
gruppe verzeichnen konnten, die annahernd denen der eigenen Versuchsreihen an equi-
nen Mikrotomschnitten entsprechen. Ein direkter Vergleich zwischen den genannten Pro-
bentypen wird innerhalb der zweitgenannten Veroffentlichung nicht hergestellt und folglich
keine Erklarung fir dieses Phanomen offengelegt. Elder et al. [405] beziffern eine pro-
zessbedingte Strukturbeeintrachtigung in Abhangigkeit von der Kontaktzeit mit dem
nichtionischen Tensid. Erwartungsgemal wird die Steifigkeit des behandelten Gelenk-
knorpels mit zunehmender Dezellularisierungsdauer reduziert. Die in Kapitel 5.1.2 be-
schriebenen Auswirkungen des Herstellungsprozesses der Mikrotomschnitte auf die Be-

schaffenheit der Fibrillen resultiert in freiliegenden Faserendabschnitten, die bei einer be-

reits 10 %igen Belastung durch eine Holraumbildung sichtbar werden (siehe Abbildung
5.6).

freiliegende
Faseranteile

Crimp-Struktur

Abbildung 5.6: Freiliegende Faseranteile bei einer definierten Zugbelastung (0,1 Ry,)
kennzeichnen eine Schédigung der Kollagenstruktur vor Belastungsbe-

ginn
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Die ersichtliche Crimp-Struktur ist ein Indiz flr eine Belastung der Fibrillen innerhalb
des reversiblen Verformungsbereiches, wodurch von einer Vorschadigung der Kollagen-

struktur ausgegangen werden muss.

Werden hingegen, hinsichtlich einer Betrachtung der Schadigungsmechanismen, die
Kennwerte innerhalb der polarisationsmikroskopischen Untersuchungen qualitativ vergli-
chen, bietet diese Art der Praparation und Versuchsdurchfiihrung eine hervorragende
Méglichkeit Einflisse durch die Probenvorbereitung ausschlielen zu kdnnen, da ausge-
nommen von einer undefinierten Durchtrennung einzelner planar angeordneten Kollagen-
fasern konstante Probenmalle fiir eine Reproduzierbarkeit sorgen. Die Messergebnisse,
welche im Rahmen der polarisationsmikroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt wur-
den, unterstltzen anhand der geringen Messabweichung diese Ansicht und bilden damit
eine aussagekraftige Darstellung sowie Ableitbarkeit auf das Schadigungsverhalten einer
equinen OBS. Ein Beleg firr dieses Postulat ist der Gegebenheit geschuldet, dass der
Spannung-Dehnung-Verlauf der Probe Z5 und P4, die im Ubergang vom zentralen zum
peripheren Bereich entnommen wurden, inmitten der Verlaufe dieser beiden charakteristi-
schen Fasersegmente angeordnet sind. Abbildung 5.7 zeigt die aus Abbildung 4.18 und

Abbildung 4.23 a) bekannten Darstellungen in einer farblich hervorgehobenen Ansicht.

8 6 -4 -2 0 2 4 6 8
Distanz [mm]

Spannung [MPa]

weitere Proben

= = = peripher 4 (P4)

0 zentral 5 (Z5)

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Dehnung [%]

Abbildung 5.7: Positionsabhédngiges Spannung-Dehnung-Diagramm der Proben P4 und

Z5 aus dem zentralen und peripheren Areal
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5.1.3 Morphologische Betrachtung

Neben einem quantitativen Vergleich der Lebensdauern von den dezellularisierten
equinen OBS sowie der Kontrollgruppe und einer Visualisierung des Schadigungsfort-
schrittes mit Hilfe des Ultraschallgerates bietet die Morphologie eine aufschlussreiche
Méglichkeit, die pathologischen Auswirkungen des Versuches auf die Sehne zu analysie-
ren. Dies ist notwendig, um zum einen das pathologische Konstrukt der Sehne nach dem
Versuch zu betrachten und mit den Erkenntnissen aus der Sonographie zu korrelieren.
Zum anderen konnte eindeutig die relevante Schadigungsposition nach dem Experiment
durch transversale Schnitte in mehreren Segmenten lokalisiert und betrachtet werden. Mit
Hilfe dieser Methodik ist es auch mdglich, einen Einfluss der Klemmwirkung der Sehnen-
einspannung auf das Gewebe wahrend des Versuchs zu erértern. SchlieBlich ist unge-
achtet einer vollstandigen Gefrierung der Sehnenenden eine topische Schadigung der
peripheren Kollagenstrukturen durch die mit Kupfergranulat beschichteten Klemmbacken
moglich, die unter Umstanden eine degenerative Veranderung einleitet und die Ergebnis-
darstellung verfalschen konnte. Die morphologische Nachbetrachtung der rupturierten
Sehnen zeigt in den beiden Einspannabschnitten eine durch Druckstellen gekennzeichne-
te Kontaktzone, die zwar eine Musterung bedingt durch die Granulatpartikel erkennen
Iasst, jedoch keineswegs eine pathologische Veranderung der Sehnenoberflache (siehe
Kapitel 5.1).

Insbesondere die morphologische Betrachtung der dezellularisierten sowie der initial
intakten Kontrollgruppe und die zu beschreibenden schadigungsrelevanten interfibrillaren
Aufweitungen sind mit dem Verfahren ausreichend abbildbar (siehe Abbildung 4.17). Die
vorwiegend an den dezellularisierten Proben gesichtete Quervernetzungsproblematik ist
zusatzlich in distaler Richtung, aufierhalb der rupturierten Zone, lokalisierbar, was die
Vermutung einer aus den rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen (siehe Abbil-
dung 4.1) relevanten degenerativen Strukturveranderung, erkennbar insbesondere im
zentralen Sehnenareal, unterstitzt. Eine Beeintrachtigung der extrazellularen Matrix durch
den Dezellularisierungsprozess ist vor Versuchsbeginn makroskopisch ersichtlich, ohne
die lokalen Strukturverdnderungen im Detail zu kennen. Diese mehrere Millimeter in das
Innere der Sehne hineinragende Strukturverdnderung (siehe Abbildung 5.2) beeinflusst
die fur das Festigkeitsvermdgen relevante Filamentstruktur zwischen den einzelnen Fibril-
len. Es existiert bis zur Fertigstellung dieser Arbeit lediglich eine Veroéffentlichung, die un-
ter anderem die biomechanische Beeintrachtigung einer porcinen Beugesehne aufgrund
einer enzymatischen Dezellularisierungsbehandlung beurteilt. Kwang-Il Lee et al. [384]
stellen trotz einer ersichtlichen Reduktion des Gehaltes an Glykosaminoglykanen inner-

halb der Sehne keinen Zusammenhang zu einem diagnostizierten Festigkeitsverlust von
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23 % her und bewerten eine prozessbedingte Reduktion des GAG-Anteils von 30 % als
eine lediglich geringfiigige Beeintrachtigung. Eine ausschlaggebende Beteiligung der ein-
zelnen GAG-Filamente an der Ubertragung der Schubbelastungen zwischen den einzel-
nen Faszikeln ist durch die anatomische Anordnung der Filamente belegt, weshalb diese
degenerative Gewebeveranderung im interfibrillaren Raum ein eindeutiges Indiz fir eine
Schadigung darstellt und den Festigkeitsverlust in den monotonen sowie zyklischen Ver-
suchsreihen begriindet. Neben einer prozessbedingten Reduktion der Glykosaminoglyka-
ne sorgt der Verlust von Fibrozyten und Tendozyten flur Hohlrdaume im Kollagenverbund

und einem daraus resultierenden Kraftlibertragungsverlust zwischen den Fibrillen [462].

5.1.4 Ultrasonographische Bewertung

Im Verlauf dieser Arbeit wurde bereits mehrfach angedeutet, dass das Auflosungsver-
mogen der Ultrasonographie nicht ausreicht, um eine Schadigungsentstehung zu ergriin-
den. Ab einer definierten Echogenitat (Grad 1) kann im Rahmen der monotonen sowie
auch zyklischen Versuchsdurchfihrung eine ausgepragte Kernlasion detektiert werden.
Die Lokalisation einer Ruptur erweist sich wahrend des zyklischen Versuchs als erfolgs-
versprechend, da im Gegensatz zu den Zugversuchen eine um mindestens 30 % geringe-
re Belastung der Sehne vorherrscht und folglich mit einem zeitlich ausgedehnten Schadi-
gungsprozess zu rechnen ist. Die Vorversuche an lasionierten bovinen TBS dienten ne-
ben einer Betrachtung der Defektentwicklung dem zuverlassigen Umgang des Ultra-
schallsystems zur erfolgreichen Detektion des Schadigungsfortschrittes einer initial intak-
ten sowie dezellularisierten equinen OBS. Abbildung 4.3 verdeutlicht die Eignung anhand
von longitudinalen Sonogrammen fiir eine verlassliche Beurteilung des Schadigungsfort-

schrittes einer Kollagenstruktur.

Die Natriumchloridlésung, in der die equinen OBS gepruft werden, bietet eine physio-
logische Umgebung, um die Sehne in einer dem tierischen Organismus nachempfunde-
nen Atmosphare zu untersuchen. Zusatzlich hat dieses Umgebungsmedium den positiven
Nebeneffekt, dass kein Kontaktkdrper zwischen der Sehnenoberflache und der Ultra-
schallsonde platziert werden muss und somit eine berthrungslose Abtastung des Pruf-
lings moglich ist. Insbesondere bei zyklischen Versuchsreihen ware es nahezu unmaglich,
im laufenden Betrieb einen spaltlosen Kontakt zum Prifobjekt zu bewahren, wobei selbst
im Fall eines Gelingens, bedingt durch die Kontaktreibung zur Oberflache des Endoteno-

niums, eine Schadigung eingeleitet wiirde.

Die Positionierung der Ultraschallsonden innerhalb des Umgebungsbades ist tber die

auleren Verstellmoglichkeiten an dem Prifsystem gegeben. Vielmehr besteht die
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Schwierigkeit, eine Schallausrichtung der einreihig inmitten des Sondenkopfes positionier-
ten Piezokristalle in Defekthdhe zu platzieren, um diese Schadigung detektieren zu kon-
nen und in einem longitudinalen Sonogramm zu illustrieren. Die transversalen Aufnahmen
ergeben einen ersten Aufschluss Uber die Lage der Ruptur im mittleren Metakarpalbe-
reich, wobei die vollstdndige Dimension der Lasion erst mit einer kombinierten Darstellung
des longitudinalen Sonogramms erreicht werden kann. Bauartbedingt ermoglicht die Ult-
raschallsonde transversal sowie longitudinal keine der Sondenbreite entsprechende Uber-
lagerung diverser Schallebenen, sondern lediglich eine einzige Darstellung. Dies hat zur
Folge, dass nicht nur entlang der Langsachse der Sehne, sondern ebenfalls die vollstan-
dige Transversalebene in Bezug auf eine Schadigung betrachtet werden muss. Abbildung
4.5 zeigt die Korrelation von zwei Schadigungsebenen, die fiir eine aussagekraftige Beur-
teilung einer Lasion unumganglich ist. Trotz dieser Notwenigkeit wird im Rahmen dieser
Arbeit vorzugsweise die longitudinale Ansicht verwendet, um die Faszikelbewegungen

entlang der Langsachse betrachten zu kénnen.

Die ultrasonographischen Untersuchungen im Rahmen der zyklischen Versuchsreihen
verdeutlichen eine eindeutige Korrelation der Defektentstehung sowie eines —fortschrittes
mit einer ansteigenden Dehngeschwindigkeit, erkennbar anhand der Wechselverfor-
mungskurven. Der rasante Anstieg der Langenzunahme mit Beginn einer erkennbaren
Lasion im Kern der Sehne Uber wenige Zyklen veranschaulicht die Notwendigkeit einer
kontinuierlichen ultrasonographischen Uberwachung des Ermidungsprozesses bis zur
vollstandigen Ruptur. Mit Hilfe der Bediensoftware der Prifmaschine kénnen unter ande-
rem die aufgrund der spannungsgeregelten Vorgabe resultierenden oberen sowie unteren
Lastumkehrpunkte des servohydraulischen Arbeitszylinders am Display verfolgt werden.
Im Falle einer Defekterscheinung muss eine groRere Wegamplitude von der Prifmaschi-
ne aufgebracht werden, um das partial rupturierte Kollagengewebe einer weiterhin kon-

stanten Kraftamplitude aussetzen zu kénnen.

5.2 Deutung der Schadigungsmechanismen unter Anwendung der Finite-
Elemente-Analyse

Die Finite-Elemente-Analyse ist ein hilfreiches Instrument, um die Mechanismen, die zu

einer pathologischen Veranderung in der Sehne fuhren, zu analysieren und separiert die

verschiedenen Einflussfaktoren zu betrachten. Im Rahmen dieser Arbeit wird die Simula-

tionssoftware Abaqus FEA genutzt, um die Ergebnisse aus den morphologischen und den

biomechanischen Versuchsreihen zu evaluieren. Die Ergebnisdarstellung verdeutlicht

jedoch, dass die Simulation des Verformungsverhaltens einzig im Bereich der Toe-Region
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sowie im linear-viskoelastischen Abschnitt durchgefihrt wurde. Dies liegt in der Sachlage
begriindet, dass mit zunehmender Dehnung Uber diesen gréfitenteils reversiblen Verfor-
mungsbereich hinaus, die experimentell erzielte Rupturgrenze der einzelnen Faszikel in
die FE-Analyse integriert werden musste. Eine reine Implementierung der erzielten Scha-
digungsparameter in die Simulation wirde keinen Mehrwert bieten und lediglich die be-
reits aus den praktischen Versuchsreihen bekannten Spannung-Dehnung-Diagramme
nachbilden. Vielmehr wurden die Anatomie der Sehne, insbesondere der Fibrillendurch-
messer und die verformungsrelevante Wellencharakteristik der Struktur, in die CAD-
Geometrie Ubernommen. Hinsichtlich der erzielten Kennwerte wird alleinig die Bestim-
mung der Elastizitditsmoduln flr die Fibrille sowie die extrazellulare Matrix unter Anwen-
dung der FE-Analyse bewertet. Darlber hinaus konnten die aus den morphologischen
sowie den biomechanischen Versuchsreihen bestimmten Einflussfaktoren auf das Ver-

formungsverhalten des dezellularisierten Gewebes beurteilt werden.

5.2.1 Beurteilung des CAD-Modells

Auf Grundlage des in zahlreichen Veroffentlichungen herangezogenen schematischen
Sehnenaufbaus nach Kastelic et al. [18] wurde die hierarchische Struktur der equinen
OBS in einer CAD-Geometrie nachgebildet. Da ein detailgetreues Abbild zu einer Vielzahl
von Fibrillen innerhalb des Verbundes fiihren wirde und damit weder die Gestaltung der
CAD-Geometrie noch eine Vernetzung sowie Simulation dieser in einer ersten Einschat-
zung moglich ware, wurde ein auf 361 Fibrillen vereinfachtes Modell erstellt. Weitere, ins-
besondere geometriebedingte Auswirkungen auf das Verformungsverhalten, wurden an-
hand zusatzlicher Modelle in zwei- und funffibrillarem Aufbau beurteilt. Eine gréfere An-
zahl von Fibrillen wirde den Erkenntnisgewinn nicht ausschlaggebend beeinflussen, da
folgende, fir die Bewertung des Verformungsverhaltens sowie einer Ergriindung der
Schadigungsmechanismen notwendige Faktoren in die Gestaltung der CAD-Modelle ein-
geflossen sind. In Bezug auf die anatomische Gestaltung der Crimp-Struktur stellten die
im Rahmen der polarisationsmikroskopischen Untersuchungen erzielten Erkenntnisse die
Basis fur einen realitatsnahen Aufbau der Kollagenstruktur dar. Die gemessenen Crimp-
Winkel und -Langen variieren in den zentralen sowie peripheren Arealen der Sehne, was
auf die charakteristischen Zonen ubertragen werden konnte. Die Anatomie der mittleren
Strukturzone, befindlich zwischen den zentralen und peripheren Fasern, konnte durch
einen Interpolationsprozess gemittelt definiert werden. Darlber hinaus wurden die raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahmen genutzt, um die Anordnung der Glykosaminogly-
kane zwischen den Fibrillen auf die CAD-Geometrie zu Ubertragen sowie die Fibrillen-

durchmesser zu deklarieren. Die polarisationsmikroskopischen Aufnahmen zeigen aus-
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schliel3lich planar angeordnete Fibrillen ohne helikale Strukturen (siehe Abbildung 4.19),
weshalb diese Beobachtungen in der Umsetzung des CAD-Modells berlcksichtigt wur-
den. Abgesehen von den anatomischen Gegebenheiten, die detailliert Gbertragen werden
konnten, wurden keine gefallhaltigen Septen sowie Blutgefalie, die keine Funktion hin-
sichtlich einer Ubertragung von biomechanischen Belastungen erfiillen, in den Aufbau

ubernommen.

Die morphologischen Untersuchungen verdeutlichten eine Beeinflussung des interfibril-
laren Gewebes aufgrund des Dezellularisierungsprozesses, was nicht nur mit Hilfe der
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen visualisiert werden konnte, sondern auch in
monotonen sowie zyklischen Tests ersichtlich war. Diese Destruktion des Gewebes konn-
te erfolgreich in der Simulationssoftware Abaqus FEA implementiert werden. Das fiinf-
fibrillare CAD-Modell wurde gezielt so gestaltet, dass in Abaqus FEA die einzelnen Mo-
dellkomponenten, wie die finf Fibrillen und die als Gesamtkomponente extrudierte extra-
zellulare Matrix, wahlweise untereinander verknlpft werden konnten oder nicht als ver-
schmolzene Geometrie betrachtet wurden. Folglich konnte neben den anatomisch beding-
ten Einflissen wie Fibrillendurchmesser und Crimp-Struktur zusatzlich prozessbedingte
Strukturveranderungen in die Berechnung einbezogen werden. Mit dieser Grundlage bie-
tet das konstruierte CAD-Modell die Mdglichkeit, separiert samtliche geometriebedingte
Einflisse zu betrachten und die schadigungsrelevanten Faktoren zu extrahieren und so-

mit das komplexe System verstehen zu kénnen.

5.2.2 Gegeniiberstellung des experimentell bestimmten Verformungsverhaltens
mit der Finite-Elemente-Analyse

Uber die Ergriindung der Schadigungsmechanismen hinaus konnte mit Hilfe der Finite-
Elemente-Analyse der Elastizitatsmodul evaluiert werden. Die Literaturrecherche im
Rahmen dieser Arbeit hat gezeigt, dass kein geeignetes Messverfahren besteht, um die
Steifigkeit der extrazellularen Matrix sowie der Fibrillen bestimmen zu kénnen. Die erziel-
ten Kennwerte waren mit einer viel zu groRen Abweichung versehen, um diese ohne kriti-
sche Betrachtung in Abaqus FEA implementieren zu kénnen. Anhand von selbst durchge-
fihrten Zugversuchen an initial intakten und dezellularisierten equinen OBS konnten unter
Hinzunahme der Flachenverteilung und der Voigt-Schranke die bendtigten Werkstoff-
kennwerte bestimmt werden. Diese wurden nach Aufbau des Modells in die Simulation
integriert und die berechneten Spannung-Dehnung-Diagramme mit den realen Verldufen
verglichen, um eine Eignung der Kennwerte zu Uberprufen. Gleichzeitig galt es, die Ver-

wendbarkeit des hyperelastischen sowie des linear-elastischen Ansatzes innerhalb des
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Simulationsvorhabens zu beurteilen. Abweichend von der Berechnung unter Verwendung
des linear-elastischen Modellansatzes flhrte die hyperelastische Grundlage nach Ogden
(n=1) unter Verwendung der Ausgleichsrechnung zu einer zufriedenstellenden Konver-
genz. Abbildung 5.8 illustriert den experimentell bestimmten und den simulierten Verfor-
mungsverlauf einer equinen OBS unter Anwendung des hyperelastischen und linear-

elastischen Materialmodells.
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Abbildung 5.8: Vergleich des experimentell bestimmten und des simulierten Verfor-
mungsverlaufes einer initial intakten equinen OBS unter Anwendung des

hyperelastischen und linear-elastischen Materialmodells

Die experimentelle Darstellung entspricht dem arithmetisch gemittelten Spannung-
Dehnung-Verhalten der equinen initial intakten OBS (siehe Abbildung 4.7 a)). Eine prinzi-
pielle Eignung des CAD-Modells sowie des Materialgesetzes ist gegeben. Beginnend mit
dem linear-elastischen Materialmodell wird eine, im Vergleich zum hyperelastischen Pen-
dant, bessere Ubereinstimmung im Bereich der Toe-Region deutlich, was durch einen
geringeren relativen Fehler visualisiert wird. Lediglich im FuBpunkt des Verformungsver-
laufes ist die groRte Abweichung des hyperelastischen Ansatzes zu verzeichnen, was

unter Hinzunahme der Erkenntnisse aus Abbildung 4.33 a) mit einem geringfligig zu ho-
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hen Crimp-Winkel begrindet werden kann. Dies ist nicht zwingend mit einer fehlerhaften
Bestimmung der Crimp-Struktur am Durchlicht-Polarisationsmikroskop zu begriinden,
sondern bedingt durch variierende anatomische Unterschiede in dem Kollagenverbund.
Nach Diamant et al. [38] und Torp et al. [240] nimmt der Crimp-Winkel mit zunehmendem
Alter der Fibrille einer Ratte ab. Die Simulation anhand des zweifibrillaren Modells zeigt
eine Abhangigkeit des Verformungsverhaltens explizit in dem konvexen Bereich des
Spannung-Dehnung-Diagramms von der Crimp-Struktur (siehe Abbildung 4.33). In die-
sem Zusammenhang kann eruiert werden, dass eine VergroRerung des Crimp-Winkels zu
einer gréleren Toe-Dehnung fiihrt. Dieser Einfluss auf das Verformungsverhalten wurde
von Wilmink et al. [235] bereits postuliert. Da die polarisationsmikroskopischen Untersu-
chungen an Faszikeln eines vierjahrigen Lewitzers durchgefiihrt wurden, welcher als
Jungtier ein deutlich geringeres Alter als die Versuchstiere des in Abbildung 4.7 darge-
stellten Verlaufes vorweisen konnte, ist damit die Parallelverschiebung und die groRere
Toe-Dehnung begriindbar. Eine Erhéhung der Crimp-Lange flhrt lediglich zu einer Radi-
usverringerung des konvexen Verformungsabschnittes, ohne eine nachfolgende Parallel-
verschiebung des linear-viskoelastischen Bereiches zu verursachen. Der im Vergleich zu
Abbildung 4.35 und Abbildung 5.8 simulierte Verformungsverlauf ist aufgrund des ver-
wendeten zweifibrillaren CAD-Modells, welches angesichts einer konstanten Crimp-
Struktur ohne ummantelte Matrix charakterisiert ist, durch zwei nahezu lineare Einzelab-
schnitte gepragt. Folglich hat neben den diskutierten Anatomiefaktoren die Abstufung des
Crimp-Winkels in Richtung des peripheren Areals zusatzlich eine Auswirkung auf das

konvexe Erscheinungsbild.

Wie im vorherigen Kapitel bereits diskutiert, konnten die Glykosaminoglykanfilamente
zwischen den einzelnen Kollagenfibrillen und der extrazellularen Matrix in Abaqus FEA
Uber Verknupfungspunkte (constraint ties) sowie mit Hilfe einer vollstandigen Verschmel-
zung der Sehnenkomponenten (merge) erzielt werden, wobei bei Anwendung der zweiten
Variante, trotz einer vollstandigen Zusammenfiihrung zu einem Bauteil, beiden Kompo-
nenten abweichende Materialkennwerte zugeordnet werden konnten. Abbildung 5.9 zeigt
die aus Abbildung 4.7 und Abbildung 4.35 bekannten Verlaufe des realen Spannung-
Dehnung-Verhaltens der initial intakten und dezellularisierten equinen OBS und die Simu-

lationsergebnisse des funffibrillaren Modells.
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Abbildung 5.9: Vergleich des a) realen Spannung-Dehnung-Verhalten der initial intakten
und dezellularisierten equinen OBS und der b) Simulationsergebnisse

des flinffibrillaren Modells

Diese Darstellung verdeutlicht einen vergleichbaren Kurvenverlauf des realen (siehe
Abbildung 5.9 a)) und simulierten Zustandes (siehe Abbildung 5.9 b)), was flr die Verant-
wortlichkeit der GAG als festigkeitsabhangige Strukturkomponente spricht. Eine Beein-
flussung der Toe-Region durch den Verlust der Glykosaminoglykane ist ersichtlich, jedoch
nicht in dem Ausmal} der simulierten Ansicht. Vielmehr ist mit einem Teilverlust zu rech-
nen, der durch die Anwendung des Dezellularisierungsprozesses begriindet werden kann.
Ein Zusammenhang zwischen der Anwendung des Behandlungsmediums Triton X-100
und einem Verlust der Glykosaminoglykane konnte, ohne einen Einfluss auf die biome-
chanische Festigkeit zu betrachten, bereits bewiesen werden [352, 366, 405]. Der paralle-
le Verlauf der Verformungskurven im linear-viskoelastischen Abschnitt (siehe Abbildung
5.9 b)) zeigt eine rein strukturelle Abhangigkeit von der GAG-Struktur. Zusatzlich sind
Uber die Quervernetzungsmechanismen hinaus Steifigkeitsunterschiede im realen Verlauf
zu erkennen (siehe Abbildung 5.9 a) und Tabelle 4.1). Dies verdeutlicht eine prozessbe-
dingte Veranderung der biochemischen Zusammensetzung, die neben einem Struktur-
wandel in einem Abbau des Kollagengehaltes resultiert. Elder et al. [405] und Youngstrom
et al. [352] konnten in ihren Untersuchungen eine Reduktion des Kollagengehaltes ab
einer einstindigen Behandlung mit Triton X-100 nachweisen, was die zuvor getatigte Be-

hauptung unterstutzt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Ziel dieser Arbeit besteht in der Untersuchung der Schadigungsmechanismen ei-
ner equinen oberflachlichen Beugesehne (OBS) im initial intakten und dezellularisierten
Zustand sowie einer Evaluation der Eignung des gebildeten Gewebegeristes zur Behand-

lung eines topischen Schadigungsabschnittes.

Um dieses Vorhaben umsetzen zu kénnen, wurden innerhalb dieser Studie randomi-
siert 18 oberflachliche Beugesehnen (OBS) von den vorderen Extremitaten der dazugeho-
rigen Pferde post mortem enthommen und innerhalb jedes Tieres eine OBS einem Dezel-
lularisierungsprozess unterzogen sowie in einem initial intakten Zustand (Kontrollgruppe)
belassen. Fur die Versuchsreihen wurden Tiere unterschiedlicher Rasse und Alter ver-
wendet, da aus Kosten- sowie ethischen Grinden keine Versuchstiere, sondern lediglich
Tiere, die der Schlachtung zugefiihrt wurden, fur die Studie zur Verfiigung standen. Um
etwaige anatomische Einflussfaktoren, aufgrund interindividueller Unterschiede in den
Auswertungen separieren zu kénnen, wurden explizit die Auswirkungen des Dezellulari-

sierungsprozesses innerhalb eines Tieres betrachtet.

Es existiert keine Prufeinrichtung, die Ermidungsversuche an equinen OBS Uber einen
Zeitraum von mehreren Stunden innerhalb einer physiologischen Kochsalzlésung bei
permanenter ultrasonographischer Betrachtung ermoglicht, weshalb im Rahmen dieses

Forschungsvorhabens die Eigenentwicklung eines Prifsystems umgesetzt wurde.

Die behandelten equinen OBS zeigen im Rahmen der monotonen sowie zyklischen
Versuchsreihen eine prozessbedingte Beeintrachtigung des Verformungsverhaltens und
der Lebensdauer. Dieser Festigkeits- sowie Steifigkeitsverlust liegt vornehmlich in einer
Reduktion der Glykosaminoglykane im interfibrillaren Gewebe begrindet. Veranderungen
der Quervernetzungsstruktur auf mikrofibrillarer und tropokollagener Ebene kénnen mit
den vorhandenen Visualisierungsmadglichkeiten nicht dargestellt werden. Aufgrund eines
allgemeinen Aufldsungsphanomenens kollagenartiger Strukturen durch das nichtionische
Tensid Triton X-100 wird ein Verlust der zuvor beschriebenen Quervernetzungen jedoch
zusatzlich vermutet. Die nicht durch das vollstdndige Sehnenkonstrukt verlaufenden und
durch Glykosaminoglykane orthogonal verknulpften Fibrillen verlieren durch den prozess-
bedingten Einfluss auf das Gewebe die Mdglichkeit der Ubertragung von Schubspannun-
gen auf das benachbarte Fibrillenflament. Dieser Verlust wird in morphologischen Unter-
suchungen an transversalen Schnittproben nach einer zyklischen Belastung durch Inho-
mogenitaten der Matrix, in Form von interfibrillaren Aufweitungen und Diskontinuitaten der
Kollagenfasern deutlich. Eine bereits vor Versuchsbeginn vorhandene interfibrillare Scha-

digung der untersuchten Behandlungszustande wird von rasterelektronenmikroskopischen
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Aufnahmen an Kryobruchen gestutzt. Mit zunehmender Lastspielzahl sorgt die Belastung
der Sehne fir eine Entstehung der Diskontinuitaten an den initial intakten Proben und
aufgrund der bereits vorhandenen Schadigungen an den dezellularisierten equinen OBS

flr eine Lasionszunahme bis hin zur vollstandigen Ruptur im mittleren Metakarpalbereich.

Die Finite-Elemente-Analyse wird innerhalb dieser Forschungsarbeit genutzt, um die
anatomischen Strukturveranderungen, die das Verformungsverhalten mafgeblich beein-
flussen, zu beurteilen und die Ergebnisse aus den morphologischen und den biomechani-
schen Versuchsreihen zu evaluieren. Mit Hilfe dieses Instruments konnten die durch ex-
perimentelle und statistische Verfahren bestimmten Elastizitatsmoduln separiert fur die

Kollagenfibrille und Matrix validiert werden.

Die ultrasonographischen Untersuchungen verdeutlichen eine Schadigungsposition im
zentralen Areal des mittleren Metakarpalbereichs, was mit den inhomogenen Erscheinun-
gen aus der Morphologie korreliert, jedoch keine Begriindung fiir eine Belastungskonzent-
ration im Zentrum liefert. Um die Mechanismen zu ergriinden, die vorzugsweise zu die-
sem Schadigungsverhalten fihren, wurden anatomische und materialspezifische Einfluss-
faktoren separiert betrachtet. Ein geringes Auflésungsvermdgen des Ultraschallsystems
ermdglicht jedoch keine Analyse der fir eine Einschatzung notwendigen Crimp-Struktur
sowie eine gezielte Betrachtung des Verformungsverhaltens einzelner Faszikel aus unter-
schiedlichen Sehnenarealen, um abweichende materialspezifische Kennwerte ermitteln
zu kénnen. Aus diesem Grund wurden Zugversuche an einzelnen Faszikeln aus dem
zentralen und peripheren Areal durchgefiihrt, die eine hdhere Steifigkeit sowie Zugfestig-
keit der Faszikel im zentralen Areal nachweisen konnten. Neben einem Vergleich der
Werkstoffkennwerte konnten mit Hilfe einer in das Durchlicht-Polarisationsmikroskop im-
plementierten Belastungsvorrichtung die visualisierten Strukturverdnderungen dem cha-
rakteristischen Verformungsverhalten zugeordnet werden. Eine kontinuierliche Reduktion
der Crimp-Winkel bis zum Erreichen des linear-viskoelastischen Verformungsabschnittes
konnte nachgewiesen werden. Zusatzlich fihrt ein groRerer Crimp-Winkel im peripheren
Areal zu einer gréferen Toe-Dehnung, was im Umkehrschluss in einer frihzeitigen Belas-
tung der zentralen Fasern resultiert. Neben den rein strukturbedingten Einflussfaktoren
konnten biochemische Verformungseinflisse registriert werden. Ein fur die Festigkeit der
Sehne ausschlaggebender héherer Fibrillenanteil, gemessen am gesamten Gewebekon-
strukt, sorgt im zentralen Areal fur die zuvor beschriebene hdéhere Steifigkeit, was zusatz-
lich zu einer héheren Beanspruchung in dieser Zone bei einer identischen Dehnung der

peripheren Fasern flhrt.

Zur Vermeidung eines minderwertigen Narbengewebes in dem |asionierten Sehnen-
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abschnitt ist eine Eignung des dezellularisierten Spendergewebes als implantierte Ersatz-
struktur bis zu einer definierten Belastung gegeben. In vivo Versuche zur Bestimmung der
realen Beanspruchungsvorgange bei abweichenden Gangarten zeigen im Galopp eine bis
Uber den linear-viskoelastischen Bereich hinaus verlaufende Dehnung der equinen OBS.
Auf Grundlage dieser Studien kann wahrend der Rekonvaleszenzzeit lediglich eine gering
belastende Schrittbewegung des Pferdes, verbunden mit einem geeigneten Bewegungs-
untergrund, empfohlen werden, um eine erneute Ruptur in dem Behandlungszeitraum zu
unterbinden. Eine Behandlung des rupturierten Sehnenabschnittes mit einer geeigneten
Nahttechnik wird zur Fixierung der Kollagenstruktur weiterhin notwendig sein. Vielmehr
konnte das dezellularisierte Implantat als Flllmaterial den Heilungsverlauf positiv beein-
flussen. Eine hinreichende Festigkeit der Implantatstruktur oberhalb der zuldssigen Be-
lastbarkeit der Nahtverbindung ist nachweislich mit Hilfe der Erkenntnisse dieser Arbeit

gegeben.

Die hier gewonnenen Erkenntnisse kdnnen auch Uber den Einsatz in der Veterinarme-
dizin hinaus im Rahmen des Tissue Engineerings in der Humanmedizin Verwendung fin-

den.
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8 Anhang

Ubersicht der verwendeten Versuchsproben

Pferd
1

O 0N O o B~ W N

Probennummer
S9/S10
S11/812
S13/S14
S15/S16
S17/S18
S19/S20
S21/S22
S23/S24
S25/S26

Entnahmedatum
10.10.2013
18.10.2013
12.12.2013
16.12.2013
17.12.2013
26.03.2013
10.12.2015
14.12.2015
09.01.2015

Rasse
Pinto Hunter
Dt Reitpony

Trakehner
Hannoveraner
Dt Sportpferde
Dt Sportpferde
Hannoveraner

Lewitzer
Warmblut

Alter = Geschlecht
14 Wallach

16 Stute
13 Wallach
4 Stute
7 Wallach

14 Wallach
14 Wallach
4 Stute

16 Wallach
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