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1. Abstract (deutsch)

Einleitung: Beim transglutealen Zugang zur Implantation einer Hufttotalendoprothese
(HTEP) wird der Musculus gluteus medius (GM) inzidiert, um eine optimale Darstellung
fur den Gelenkersatz zu erreichen. Vor allem bei schwereren Muskelschadigungen
kann es zu einer unvollstdndigen Reparatur kommen, die auf Basis des Verlustes
kontraktiler Einheiten sowie deren Ersatz durch Fett- und Bindegewebe zu funktionellen
Einschrankungen fuhrt. Die Madglichkeit Regenerationsprozesse durch zellbasierte
Therapieansatze zu unterstutzen wird aktuell vielseitig untersucht. Ziel dieser Arbeit ist
es, den Einfluss von mesenchymalen Stromazellen der Plazenta (Placental expanded
stromal cell product, PLX Zellen) auf den traumatisierten GM nach einer HTEP-
Implantation anhand von morphologischen Parametern zu evaluieren.

Methodik: In einer monozentrischen, placebo-kontrollierten, doppelblinden,
prospektiven Studie wurden 20 Patienten drei Gruppen randomisiert zugeordnet und
untersucht. Nach der HTEP-Implantation wurden folgende Studieninterventionen
verglichen: intramuskulére Applikation von 1) Placebo (N=7), 2) 150 x 10° (N=7) und 3)
300 x 10° (N=6) PLX Zellen. Zur Analyse der Makromorphologie wurden
Magnetresonanztomografie- (MRT) Aufnahmen praoperativ und 6, 12 sowie 26 Wochen
postoperativ durchgefuhrt und das Muskelvolumen und die fettige Infiltration analysiert.
Fir die Mikrostruktur wurden intraoperativ. und 12 Wochen postoperativ eine
Muskelbiopsie des GM entnommen und folgende histologische Analysen durchgefuhrt:
Muskelfaserdurchmesser,  Anzahl der Regeneratfasern, Fasertypverteilung,
Gefalidichte, Infiltration mit T-Lymphozyten und Makrophagen.

Ergebnisse: 26 Wochen postoperativ zeigte die MRT-Analyse einen signifikanten
Unterschied der Muskelvolumenzunahme bei Patienten, welche mit 150M PLX Zellen
therapiert worden waren im Vergleich zur Placebogruppe (p=0.004). Patienten der
300M Gruppe erwiesen sich als inferior zur 150M Gruppe mit einem GM Volumen, das
zwischen Placebo und 150M lag. Die Veranderung des intramuskulédren Fettanteils war
in allen Gruppen gleich. In der mikromorphologischen Analyse zeigte sich ein Muster,
welches schneller ablaufende Regenerationsvorgange nach Zelltherapie beschrieb.
Gekennzeichnet war dies durch noch bestehende Anzeichen fir Regeneration in der
Placebogruppe, wie Myoblasten und kleinere Faserdurchmesser, 12 Wochen
postoperativ. Angiogene Effekte sowie Veranderungen der Fasertypverteilung konnten

in der Biopsie nicht beobachtet werden. Ein Einfluss der Zelltherapie auf lokale



immunologische Parameter, wie Lymphozyten- und Makrophageninfiltration, konnte
ebenfalls nicht nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Die mikro- und makromorphologische Untersuchung des
traumatisierten GM nach klinischer Anwendung von PLX Zellen weist auf einen
maoglichen Wirkmechanismus Uber die Zunahme kontraktilen Muskelgewebes hin. Eine
schnellere Regeneration kdnnte ebenfalls eine Rolle spielen. Fir definitive Aussagen

sind weitere Studien mit gré3eren Patientenzahlen notwendig.

2. Abstract (english)

Introduction: During transgluteal total hip arthroplasty (THA) the gluteus medius
muscle (GM) is incised to achieve an ideal exposure for the hip replacement.
Particularly severe muscle traumas can induce an insufficient repair which can lead to
functional limitations based on a lack of contractile units and a replacement by fatty and
fibrotic tissue. Currently the potential to support the regeneration process by cell-based
therapies is investigated widely. The aim of this thesis is to evaluate the influence of
mesenchymal stromal cells of the placenta (placental expanded stromal cell product,
PLX cells) on the traumatized GM after THA with the focus on morphological
parameters.

Method: In a monocentric, placebo-controlled, double blind, prospective study 20
patients were randomized in three groups and examined. After the THA the following
study interventions were compared: intramuscular application of 1) placebo (N=7), 2)
150 x 10° (N=7) and 3) 300 x 10° (N=6) PLX cells. For the macromorphological analysis
magnet resonance imaging (MRI) images were investigated for muscle volume and fatty
infiltrations preoperatively and 6, 12, as well as 26 weeks postoperatively. For the
analysis of the microstructure muscle biopsies of the GM were removed intraoperatively
and 12 weeks postoperatively for the following measurements: muscle fibre diameter,
amount of regenerated fibres, fibre type distribution, vessel density, infiltration of t-
lymphocytes and macrophages.

Results: 26 weeks postoperatively the MRI analysis demonstrated a significant
difference in the increase of muscle volume in patients treated with 150M PLX cells in
comparison to the placebo group (p=0.004). Patients of the 300M group represented
inferior to the 150M group with a GM volume which was between the placebo and

150M. The change of intramuscular fat was equal in all groups. The micromorphological
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analysis presented a pattern describing faster regeneration processes after cell therapy.
This was marked by ongoing regeneration in the placebo group 12 weeks
postoperatively, as represented by myoblasts and minor fibre size diameter. Angiogenic
effects and changes in fibre type distribution were not detected in the biopsy. An
influence of the cell therapy on local immunological parameters, like the infiltration of
the lymphocytes and the macrophages, was equally not established.

Conclusion: The micro- and macromorphological analysis of the traumatised GM after
clinical application of PLX cells indicate an increase of contractile muscle tissue as a
potential mode of action. A faster regeneration could also be relevant. For definitive
statements further studies with higher number of patients are necessary.



3. Einleitung

3.1 Muskelschadigung in der Hufttotalendoprothetik

Sportverletzungen sind die haufigsten und bekanntesten Ursachen fur Schadigungen
der  Skelettmuskulatur. Eine Kklinisch haufig unterschéatzte Ursache von
Muskelverletzungen ist die iatrogene Schadigung im Rahmen von operativen Eingriffen.
Speziell in der Orthopadie und Unfallchirurgie kommt es dabei zur Traumatisierung
gelenknaher Skelettmuskulatur durch unterschiedlich gewahlte Zugange ™. Als
konkretes Beispiel wird in dieser Arbeit die Implantation der Hufttotalendoprothese
(HTEP) beschrieben.

Die HTEP beschreibt den kompletten Ersatz eines kranken Huftgelenks mit Implantaten
und wird vorrangig zur Therapie schwerer Huftgelenksarthrose (Koxarthrose)
angewendet. Weitere Indikationen sind die Huftkopfnekrose (2%),
Schenkelhalsfrakturen des Femurs (2%), Dysplasien der Hufte (2%) oder die
rheumatoide Arthritis (<1%) °. Bei der HTEP werden sowohl die Hiiftpfanne als auch
der Huftkopf durch Implantate mit dem Ziel der Schmerzlinderung und der
Verbesserung der Gelenkfunktion ersetzt.

2011 sind in Deutschland insgesamt 230.000 Operationen zum Hiuftgelenkersatz
durchgefuhrt worden. Ein relativer Anstieg der Fallzahlen von 11% (+ 15300 Eingriffe) in
den Jahren 2005 bis 2011 ist mit der demographischen Struktur der Bevdlkerung, der
steigenden Lebenserwartung sowie der Verbesserung der Implantate und der
Operationstechnik zu erklaren. Zusatzlich zum Anstieg der allgemeinen Fallzahlen an
Huftoperationen von 2005 bis 2011 stieg zeitgleich die Anzahl der Prothesenwechsel.
Mit einer Zunahme von 22% (+ 4300 Eingriffe) machen sie den relativ groRten Teil des
Zuwachses an Huftoperationen aus °.

Ein wichtiger Parameter fir ein gutes funktionelles Outcome ist die Intaktheit der
beckenstabilisierenden Muskulatur, besonders des Musculus gluteus medius (GM). Vor
allem beim transglutealen (lateralen) Zugang kommt es zu einer Schadigung durch die
notwendige iatrogene Inzision des GM "°. Dieser Zugang ist in Europa weit verbreitet,
da er eine geringe Inzidenz von postoperativen Dislokationen sowie eine gute
Darstellung des Acetabulum und des proximalen Femur fir den Gelenkersatz
ermoglicht ’. Posttraumatisch beginnt das Muskelgewebe sich tber ein intrinsisches

Reparatursystem zu regenerieren. Nichtsdestotrotz kbnnen bei einem insuffizienten



Heilungsprozess des GM eine Schwéache der Hiftabduktion mit Trendelenburgzeichen,
Einschrankungen des Gangbildes und peritrochantare Schmerzen folgen "***2, Im Jahr
2001 beschrieben Demos et al. = ein Auftreten von postoperativem Hinken von 11,6%
bei 1333 behandelten Patienten mit einer priméren Endoprothese. Eine Dislokation der
Endoprothese wurde hingegen nur mit einer Inzidenz von 0,4% angegeben. Dies liegt
deutlich unterhalb der Inzidenz einer Dislokation von 1-5%, die bei einem posterioren
Zugang angegeben wird 8. Laut von Roth et al. * kann der bei einer Primaroperation
entstandene Defekt des GM zum Teil gut kompensiert werden und Klinisch unauffallig
bleiben. Jeder weitere Eingriff aufgrund von Revisionen erhdht jedoch den Schaden,
und es kommt zunehmend zu einer sichtbaren makroskopischen fettigen Atrophie und
funktionellen Einschrankungen . In Anbetracht der steigenden Fallzahlen an Primér-
und Wechseloperationen ist die Umsetzung einer Defektminimierung von besonderer
Bedeutung.

Um den iatrogen erzeugten Schaden entgegenzuwirken, wurden in den letzten
Jahrzehnten zahlreiche minimal invasive Zugangswege beschrieben, die schonender
fir die Weichteile sein sollten **°. Der Effekt auf die Glutealmuskulatur wurde in
mehreren Studien diskutiert "%, In der Studie von Meneghini et al. '’ entstand beim
posterioren Zugang zur HTEP bei Kadavern ein Schaden des Musculus gluteus
minimus von 18%, beim minimalinvasiven anterioren Zugang nach Smith-Petersen von
8%. Van Oldenrijk et al. *® zeigten 2010 in ihrer Kadaverstudie eine Uberlegenheit des
minimal invasiven anterioren Zugangs im Bezug auf die Verletzung des GM. Andere
minimal invasive Zugangswege, die ebenfalls in der Studie von Van Oldenrijk et al.
untersucht wurden, wie der 2-Incision Eingriff nach Berger/ Duwelius, lieferten keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zum konventionellen lateralen Zugang 8. Auch
Mller et al. ° konnten in einer randomisierten klinischen Studie eine funktionelle und
morphologische Uberlegenheit eines minimal invasiven anterolateralen Zugang im
Vergleich zu einem modifizierten transglutealen Zugang nachweisen. In der Analyse
von Magnetresonanztomographie- (MRT) Aufnahmen zeigte sich sowohl nach 3 als
auch nach 12 Monaten beim minimalinvasiven anterolateralen Zugang eine signifikant
geringere fettige Atrophie des anterioren Anteils des GM. Zudem liel3 sich nach 12
Monaten eine verminderte Inzidenz von Trendelenburgzeichen nachweisen.

Kritiker minimal invasiver Zugangsmethoden beflirchten die Zunahme anderer intra-
und postoperativer Komplikationen, welche den klinischen Nutzen einschranken. Unter

anderem wird durch die erschwerte Einsehbarkeit anatomischer Landmarken von einer



schwierigen Implantationspositionierung mit Implantatfehllagen berichtet **?*. Graw et

al. %

beschrieben sogar ein hoheres Transplantatversagen und frihere
Revisionseingriffe unter minimal invasiver Implantationstechnik. Weitere beschriebene
Komplikationen sind, neben Trochanterfrakturen, Druckschaden der Haut und Nerven
durch Kompression der Retraktoren '#%1%2* 5o werden beispielsweise beim anterioren
Zugangsweg vor allem der N. cutaneus femoris lateralis und beim anterolateralen
Zugang der N. gluteus superior geschadigt'®?*. Woolson et al. ?* berichteten bei
Anwendung eines minimal invasiven Zugangs von vermehrten Wundinfektionen der
Haut mit Staphylokokken, die mit zusatzlicher intravendser Antibiose und chirurgischen
MalRnahmen therapiert werden mussten.

Eine weitere Option, den Muskelschaden wahrend der Huftoperationen gering zu
halten, ist die Unterstitzung des intrinsischen Reparatursystems des

Skelettmuskelgewebes.

3.2 Regenerationsfahigkeit der Skelettmuskulatur

Die Skelettmuskulatur besitzt eine beachtliche Regenerationskapazitat und kann im
Zuge eines Traumas durch das Zusammenspiel verschiedener Zellpopulationen eine
Selbstheilung einleiten. Unabhéngig von der Art der Muskelverletzung (mechanisch,
thermisch, chemisch) lauft der Heilungsprozess allgemein in drei Phasen ab: |)
Degeneration/ Inflammation, 1) Reparatur und Regeneration und Ill) Remodelling. Die
einzelnen Phasen sind eng miteinander verbunden und Uberlappen sich gegenseitig
2526 (Abb. 1A). Durch das ZerreiBen der Zellstrukturen der Muskelfasern (speziell der
Zellmembran und der Basallamina) sowie der versorgenden Gefal3e kommt es zu einer
Nekrose sowie zur Hamatombildung im geschédigten Bereich. Direkt nach Verletzung
verhindert ein sogenanntes ,Kontraktionsband®, bestehend aus kondensiertem
Zytoskelett, dass sich die Schadigung auf die gesamte Lange der Muskelfasern
ausbreitet %°. Der Riss der Kapillaren sowie die Ausschiittung chemotaktischer Reize
(z.B. Wachstumsfaktoren, Interleukine) bewirken die Mobilisation von Zellen des
Immunsystems aus dem Blut in das Traumaareal. In den ersten 24 Stunden ist der
Anteil der neutrophilen Granulozyten am grof3ten, bis ihre Anzahl sinkt und
anschlieBend vor allem myeloide Zellen (z.B. Makrophagen) und T-Lymphozyten
vorhanden sind %27 (Abb. 1B).
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Abbildung 1: Zeitlicher Ablauf A) der einzelnen Phasen der Muskelregeneration sowie B) der
immunologischen Zellen angegeben mit dem jeweiligen Maximum zu bestimmten Zeitpunkten
aus Smith et al. (2008) .

Den Makrophagen und T-Lymphozyten wird in der komplexen Muskelregeneration eine
entscheidende Rolle zugeordnet. Schon die Untersuchung von Lescaudron et al. 28
zeigte 1999 die enorme Bedeutung der Makrophagen fur die Regeneration der
Skelettmuskulatur. So verhinderte eine Depletion von Makrophagen die Regeneration

von traumatisierter Tibialismuskulatur im  Mausmodell 2. Waihrend der
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Muskelregeneration sind die Makrophagen neben der Phagozytose von nekrotischem
Gewebe auch simultan an der Ausschittung von verschiedenen Zytokinen und
Wachstumsfaktoren beteiligt. Der pro-inflammatorische M1-Subtyp stimuliert zum
Beispiel die Freisetzung des Tumornekrose-Faktor-a (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6).
Diese  haben neben der Aufrechterhaltung der Inflammation einen
proliferationsfordernden  Effekt auf ruhende Satellitenzellen, der wichtigsten
Zellpopulation fur die Genese neuer Muskelfasern. Fir die Reparaturphase ist ein
Phanotypenwechsel der Makrophagen von M1 zu M2 nach ungefahr einer Woche
essentiell. Die anti-inflammatorischen M2-Makrophagen setzen die Interleukine IL-4 und
IL-10 frei und induzieren eine Differenzierung von Satellitenzellen Gber Myoblasten zu
Myotuben 2%

Die T-Lymphozyten, die das verletzte Gewebe ebenfalls posttraumatisch infiltrieren,
beeinflussen die Muskelregeneration Uber verschiedene Mechanismen. Die CDA4+
regulatorischen T-Zellen (Treg) sind diesbeziiglich am ausfiihrlichsten untersucht 3%,
Zum einen modulieren sie den beschriebenen Phanotypenwechsel der Makrophagen .
Zum anderen wird auch eine Regulation anderer infiltrierender T-Zellpopulationen

beschrieben. So fiihrte im Mausmodell von Burzyin et al. *

eine iatrogen erzeugte
Depletion von Treg zu einem Anstieg anderer T-Zellen im Gewebe, z.B. CD8+ Zellen,
die moglichweise einen negativen Einfluss auf die Muskelregenation haben. Dariber

%2 eine direkte Wirkung der Treg auf die

hinaus beschrieben Burzyn et al.
Satellitenzellen und deren Funktion. Als mogliche Ursache der Beeinflussung der
Satellitenzellen vermuteten sie die Expression des Wachstumsfaktors Amphiregulin von
Treg.

Die Bildung neuer Muskelfasern durch Satellitenzellen pragt die Reparaturphase.
Mauro et al. * identifizierten 1961 erstmals die mononukledren Satellitenzellen als
muskelspezifische Stammzellen, die zwischen der Basallamina und dem Sarkolemm
der Muskelfasern lokalisiert sind. Dort befinden sie sich in einem mitotisch inaktiven
Ruhezustand (reversibler GO-Zustand). Ruhende Satellitenzellen sind vor allem durch
die Expression der ,paired box transcription factor family“ (Pax7) charakterisiert **.
Durch ein komplexes Zusammenspiel verschiedener Reize bei einem Trauma kdnnen
die Satellitenzellen wie oben beschrieben aktiviert werden. Zum einen gibt es eine
determinierte Subpopulation der Satellitenzellen, die sich direkt zu Myoblasten
differenziert. Zum anderen existiert eine weitere Subpopulation, die eher durch

Proliferation den Zellpool an verfiigbaren Satellitenzellen aufrecht halt. *°. Kontrolliert
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wird dies Uber mehrere myogene Regulationsfaktoren (MRF) wie Myf5, MyoD,
Myogenin und MRF4 . Beispielsweise ergaben die Untersuchungen von Kuang et al.
% dass nur 10% der Satellitenzellen nie den myogenen Faktor Myf5 exprimieren, aber
speziell diese Myf5  Zellen das Reservoir an Satellitenzellen durch Proliferation
erhohen. Die Transkriptionsfaktoren Myogenin und MRF4 hingegen sind eher fur die
Differenzierung zu Myoblasten und der Aufrechterhaltung der terminal differenzierten

Zellen verantwortlich 2.

Innerhalb weniger Tage fusionieren die Myoblasten
untereinander und mit den bereits bestehenden Muskelfasern zu mehrkernigen
Muskelfasern, die charakteristischer Weise noch zentralstéandige Kerne aufweisen %,
Wahrend der weiteren Reifung der Muskelfasern mit der Ausbildung neuer
funktionsfahiger kontraktiler Elemente erfolgte die Wanderung der Zellkerne in die
Peripherie 8. Abbildung 2 zeigt schematisch den Ablauf der einzelnen Phasen der

Regeneration mit einigen typischen Transkriptionsfaktoren °.

Satellite Cell Myoblast Myofiber

7
/

Quiescent Activated Proliferative  Commitmentto  Fusion into  Maturation into
differentiation myotube myofiber

\

Pax7 ................

MyOD ............

Myogenin =—————---

Abbildung 2: Schematischer Ablauf der Myogenese und typische Marker fiir die einzelnen

Phasen, modifiziert aus Zammit et al. (2006) 9

Neben den Satellitenzellen gibt es noch weitere Zellarten mit myogenem Potential, die
Einfluss auf die Muskelregeneration haben. Darunter z&hlen unter anderem
endotheliale Zellen (z.B. Perizyten), interstitielle Muscle Derived Stem Cells oder

40 41

mesenchymale Stromazellen (MSC) ™. So zeigten Dellavalle et al. ", dass die
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ortsstandigen Perizyten, die sich unter der Basallamina von kleinen GeféaRen der
Skelettmuskulatur befinden und zur deren Stabilitat beitragen, spontan und mit hoher
Effizienz Muskelfasern bilden kénnen, begleitet von einer Exprimierung der myogenen
Faktoren Myf5 und MyoD. Zu den interstitiellen Muscle Derived Stem Cells gehéren
unter anderem die sich in der Nahe von Gefal3en aufhaltenden Side Population Cells
mit stammzellahnlichen Charakteristika. In Ko-Kulturen mit Myoblasten lieRen sich bei
diesen Zellen myogene Differenzierungseigenschaften aufweisen, die eine
Muskelregeneration unterstiitzen *?. Zusatzlich zu den ortsstandigen Zellen kénnen
auch Zellen aus dem Knochenmark wie die mesenchmalen Stromazellen infolge eines
Traumas aktiviert und tber die Blutbahn aus dem Knochenmark mobilisiert werden. Der
Einfluss von mesenchymalen Stromazellen wird unter 3.3.6 weiter vertieft.

Die Remodellingphase ist charakterisiert durch die Reorganisation der neugebildeten
Muskelfasern mit der extrazellularen Matrix (ECM), der Reinnervation und der
Revaskularisierung (Angiogenese) *3. Jarvinen et al. ** beschrieben bereits 1993 das
Aussprossen neuer Kapillaren im Traumaareal als ein erstes morphologisches Zeichen
in den ersten 5 Tagen in der frihen Remodellingphase. Vergleichbar datierten Winkler

et al. ®

in ihrer Untersuchung des zeitlichen Ablaufs der Muskelregeneration die
GefalRneubildung ab Tag 4 nach einem Crushtrauma im Rattenmodell. Zum einen ist
die Revaskularisierung von entscheidender Bedeutung fir Sauerstoff- und nutritive
Versorgung der sich regenerierenden Muskelfasern. Zum anderen unterstiitzen die neu
gebildeten Endothelzellen die Myogenese direkt bzw. durch die Mobilisation von

46

wichtigen inflammatorischen Zellen ™. Eine Triggerung erfolgt Uber verschiedene

Zytokine, von denen der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) wahrscheinlich am
haufigsten untersucht wurde “®4”.

Die Fibroseentwicklung, definiert als Ubersteigerte Proliferation der ECM, ist haufig der
limitierende Faktor einer kompletten Regeneration *®. Im Rahmen eines Muskeltraumas
bewirkt der Mediator Transforming Growth Factor Beta 1 (TGF-B1) die Entwicklung von

Myofibroblasten “°.

Zunéchst synthetisieren diese die Proteine Fibronektin und
Tenascin C, gefolgt von Kollagen | und lll. Bei akuten und Kkleineren Verletzungen
(beispielsweise leichten ,Muskelzerrungen®) verschwinden die Myofibroblasten durch
Apoptose nach der Wundheilung wieder. Kommt es jedoch zu einer andauernden
Inflammation im Zuge von schweren Muskeldefekten, persistieren die Myofibroblasten
und produzieren weiterhin extrazellulares Material, vor allem Kollagen | *°. Es resultiert

fibrotisches Narbengewebe, welches eine mechanische Barriere flir sich

13



regenerierende Muskelfasern darstellt ?°. Zudem verursacht die Fibrose eine reduzierte

Elastizitat des Muskels, was erneute Verletzungen hervorrufen kann *.

3.3 Aktuelle Therapieanséatze

Derzeit gestaltet sich die Therapie von Muskelverletzungen als problematisch. Zum
jetzigen Zeitpunkt existieren keine Therapien, die eine vollstandige Regeneration der
Skelettmuskulatur mit Restitutio ad integrum ermoglichen. Im Folgenden werden
dennoch aktuell im klinischen Einsatz befindliche sowie experimentelle MalRhahmen
beschrieben, welche die intrinsische Regenerationsfahigkeit unterstitzen und die
entstandenen Schéden begrenzen sollen.

3.3.1 RICE-Schema
Als sofortige Therapie eines akuten Muskeltraumas nutzt man heute die Prinzipien des
RICE-Schemas. Dieses Akronym setzt sich aus folgenden Methoden zusammen: Rest
(Ruhigstellung), Ice (Kuhlung), Compression (Kompression) und Elevation (Hochlagern)
%2 Ziel dieses konservativen Vorgehens ist die Minimierung der Hamatombildung.
Obwohl es aktuell keine randomisierte kontrollierte klinische Studie zu deren Effizienz
gibt, wurde der Nutzen der einzelnen Komponenten in Studien untersucht **>*%’. Eine
Immobilisation soll die Retraktion der zerrissenen Muskelfasern reduzieren und somit
neben der Verringerung des Bluteinstroms auch die Narbenbildung eingrenzen °°.
Allerdings empfehlen einige Studien nur die Anwendung kurzer Immobilisation, da eine
frihe Mobilisation den Regenerationsprozess in ihren Beobachtungen vergleichsweise
verbesserte *“**3. Fiir die Anwendung kiihlender MaRnahmen besteht keine einheitliche

l. °* in einem Rattenmodell die

Meinung. 2007 wurde in einer Studie von Schaser et a
Oberschenkelmuskulatur nach einem geschlossenen Muskeltrauma analysiert, die
therapeutisch eine Kihlung der Hautoberflache auf 8° C flr sechs Stunden erhielt. Im
Vergleich zu der nicht gekihlten Kontrollgruppe kam es nach 24 Stunden zu geringeren
intramuskularen Dricken, einer verminderten Infiltration mit Granulozyten und einem
kleineren Nekroseareal. Die Kapillardichte und -funktionalitat war zuséatzlich in der
gekihlten Gruppe erhoht. Daher gingen Schaser et al. von einem Nutzen der

Kryotherapie fiir die Mikrozirkulation und die Inflammation am Rattenmodell aus **.

56

Takagi et al. empfehlen hingegen den Verzicht einer Kihlung aufgrund ihrer

histologischen Untersuchungen im Rattenexperiment im Jahr 2011. Die Kihlung auf
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10°C Hauttemperatur mittels Kuihlpacks verursachte ebenfalls eine verminderte
Infiltration von inflammatorischen Zellen, speziell Leukozyten und Makrophagen.
Langfristig fuhrte dies jedoch zu einer verzdgerten Aktivierung der Proliferation und
Differenzierung von Stammzellen sowie zu einer vermehrten Bildung von
kollagenhaltigem Bindegewebe nach 28 Tagen *°.

Zur Kompression einer Muskelverletzung existieren derzeit wenige Studien. Thorsson
et al. > untersuchten in einer prospektiven Studie eine Kompression mit einer Bandage
fur maximal 5 Minuten an 40 Athleten mit einem Muskeltrauma der unteren Extremitat.
Hierbei kam es zu keiner signifikanten Reduzierung des Hamatoms sowie der Zeit bis
zur vollstandigen funktionellen Erholung. Auch die mdogliche Entwicklung eines
Kompartmentsyndroms macht den klinischen Nutzen zweifelhaft 8,

Das Hochlagern der Extremitat nach einem Muskeltrauma wurde in keiner Studie als
alleiniges Therapieregime untersucht, beruht aber auf der physiologischen
Beobachtung, dass durch den geringeren hydrostatischen Druck der Gewebedruck und
die Odembildung minimiert wird. Trotz mangelnder Evidenz positiver Ergebnisse unter
der Therapie des RICE-Schema fir die Regeneration der Skelettmuskelgewebe wird
sie aufgrund mangelnder Alternativen weiterhin im klinischen Alltag angewendet und

empfohlen >,

3.3.2 Hyperbare Sauerstofftherapie
Bei der Hyperbaren Sauerstofftherapie (HBOT) wird medizinisch reiner Sauerstoff
(100%) unter erhohtem Umgebungsdruck verwendet. Sie gilt als vielversprechende
Methode fur die Unterstlitzung der Muskelheilung aufgrund positiver Ergebnisse unter
anderem bei Dehnungsverletzungen der unteren Extremitat >°. Auch ein Effekt auf die
Satellitenzellproliferation und die myogene Differenzierung unter Hochregulation von
MyoD, Myogenin und des Insulin like Growth Factors 1 (IGF-1) konnte unter HBOT

festgestellt werden ©°.

Eine Metaanalyse uber neun randomisierte Studien zu
geschlossenen Weichteilteilverletzungen und der Delayed onset muscle soreness
(DOMS) konnte allerdings keinen Nutzen der HBOT fur Muskelverletzungen
nachweisen. Fur leichtere Verletzungen wie DOMS kann es sogar zur vermehrten
Schmerzentwicklung kommen . Méglichweise besitzt die HBOT erst bei schwereren

Verletzungsarten wie einem Crushtrauma einen therapeutischen Nutzen 2,
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3.3.3 Therapeutischer Ultraschall
Die Anwendung von Ultraschall fir Muskelverletzungen ist in der Orthopadie und
Unfallchirurgie weit verbreitet, obwohl es wenig evidenzbasierte Daten zu deren
Wirksamkeit gibt. Ein proliferierender Effekt auf Satellitenzellen konnte im
Tierexperiment zwar nachgewiesen werden, aber keine weiteren morphologischen
Belege fiir eine bessere Muskelregeneration ®. Auch bei Kontusionsverletzungen von

Athleten verbesserte die angewandte Ultraschalltherapie nicht die Genesung .

3.3.4 Anti-inflammatorische Pharmakotherapie

3.3.4.1 Nicht steroidale Antirheumatika
Nicht steroidale Antirheumatika (NSAR) sind gangige Medikamente zur
Schmerztherapie in der Sportmedizin. Sie beruhen auf der Hemmung des Enzyms
Cyclooxygenase (COX), wodurch die Prostaglandinsynthese gestért wird. Durch deren
anti-inflammatorische Wirkung wurde neben der Analgesie ein modulierender Effekt auf

5 untersuchten

den Heilungsprozess von Muskeltraumata vermutet. Paulsen et al.
2010 in einer klinischen Studie placebokontrolliert den Einfluss von Celecoxib (COX-2-
Hemmer) nach exzentrischer Muskelbelastung und konnten im Vergleich zu Placebo
keine verbesserte Regeneration im Bezug auf Muskelfunktion oder morphologischen
Parameter (Inflammation in Muskelbiopsie) feststellen. Lindern lie3 sich allein der
Muskelschmerz. Andere Studien zeigten zwar einen anfanglichen Nutzen in
funktionellen und histologischen Untersuchungen nach einer Woche, die
Langzeitergebnisse ergaben jedoch eine Verschlechterung der Muskelregeneration ¢
%8 Dies unterstiitzt die oben diskutierte Annahme, dass die Inflammation fiir eine
Heilung des Muskels erforderlich ist. Shen et al. °® sowie Bondesen et al. ® postulieren,
dass speziell der COX-2 Weg notwendig fur die frihe Phase der Muskelregeneration
und somit die Anwendung von einigen NSAR zur regenerationsfordernden Zwecken
ungunstig ist. In-vivo und In-vitro Untersuchungen von Shen et al. zeigten
beispielsweise eine verminderte Proliferation und Differenzierung von myogenen
Vorlauferzellen und auch eine verzdgerte Reifung der Muskelfasern in der Histologie
unter der COX-2-Hemmung 8. Somit ist zwar der Nutzen der NSAR zur Analgesie

weiterhin gegeben, zur Unterstitzung der Regeneration jedoch kritisch zu evaluieren.
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3.3.4.2 Steroide

Speziell die als ,Stresshormone® bekannten Glukokortikoide sind Gegenstand der
Forschung. Analog zu den NSAR haben sie eine anti-inflammatorische Wirkung und
werden daher vielfach in der Medizin bei Entziindungsreaktionen eingesetzt. In einer
tierexperimentellen Studie konnten Hakim et al. ° bei einmaliger Gabe von
Dexamethason in geschadigte Tibialis anterior Muskulatur der Ratte zeigen, dass nach
kurzer Zeit eine vergrol3erte Muskelkraft und ferner eine Reduzierung von Interleukin-13
und TGF-B1, wichtige Botenstoffe in der Pathogenese der Narbenbildung, resultieren.
Selbst nach drei Wochen lie3en sich keine negativen Auswirkungen feststellen.

In einer ahnlichen Studie konnten Beiner et al. "*

zwei Tage nach einer Applikation von
Methylprednisolon im Kontusionsmodell der Ratte ebenfalls eine signifikante
Kraftsteigerung gegenuber einer Kontrollgruppe nachweisen. Die
Langzeituntersuchungen fiihrten interessanterweise zu umgekehrten Resultalten.
Neben einer reduzierten Muskelkraft kam es nach 14 Tagen zudem zu einer
histologischen Degeneration des Muskels und der Gewebearchitektur bei der mit

Methylprednisolon behandelten Tiergruppe "

. Dies ahnelt den Beobachtungen der
Langzeitergebnisse bei Anwendungen der anti-inflammatorischen NSAR wie unter
3.3.4.1 beschrieben. Relevante Studien Uber klinische Anwendungen und deren

langfristigen Folgen fehlen derzeit.

3.3.5 Anti-fibrotische Pharmakotherapie
Da eine Uberschiissige Fibroseentwicklung zu Beeintrachtigungen der funktionellen
Genesung fuhrt, wurden verschiedene Substrate auf deren Verwendung zur
Muskelregeneration hin Uberprift. Dabei konzentrierte man sich zum Beispiel auf die
Zytokine TGF-B1 sowie Myostatin und deren Signalwege in der Pathogenese der
Fibrose. Das Protein Myostatin gehort ebenfalls zur TGF-B1-Familie und stimuliert die
Proliferation von Myofibroblasten und somit die Bildung von ECM. Eine iatrogene
Depletion der Myostatin-Gene kann hingegen eine Muskelhypertrophie hervorrufen "%
Das Heparinanalogon Suramin konnte in-vitro die Proliferation von Fibroblasten durch
eine Antagonisierung von TGF-B1 und Myostatin hemmen 3. Die dazu durchgefiihrte
in-vivo Untersuchung an geschéadigter Gastrocnemiusmuskulatur zeigten sowohl eine
reduzierte Fibrose als auch eine Verbesserung der Kontraktionskraft ">*. Neuere

Studien zu dem Heparinanalogon wurden nicht mehr publiziert. Auch das Proteoglykan
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Decorin interagiert mit TGF-B1 und vermag die uberschissige Kollagenproduktion zu
hemmen ">7®. Angiotensin-II-Rezeptor-Antagonisten, die tiblicherweise in der Therapie
des arteriellen Hypertonus eingesetzt werden, weisen ebenfalls ein vielversprechendes
anti-fibrotisches Potential auf. Bereits in der Untersuchung am Myokard, der Leber und
der Lunge verminderten die Angiotensin-lI-Rezeptor-Antagonisten die Fibrose und
verbesserten die Organfunktion in tierexperimentellen Studien """, In der Therapie des
Skelettmuskeltraumas reduzierte das relativ nebenwirkungsarme Losartan im
Mausmodell Gber die Deletion von Myostatin das Fibroseareal. Zusatzlich war die mit
Losartan behandelte Tiergruppe in den funktionellen Kraftmessungen der
Kontrollgruppe uiberlegen #®, Klinische Anwendungen der anti-fibrotischen Pharmaka

zur Therapie des Musktraumas existieren derzeit nicht.

3.3.6 Zelltherapie

Im Bereich der regenerativen Medizin hat die Zelltherapie in den letzten Jahrzehnten
viel Aufmerksamkeit gewonnen. Mithilfe einer zellbasierten Therapie soll einerseits der
gewebespezifische Zellpool erweitert werden, anderseits sollen durch die Ausschuttung
von Zytokinen und Wachstumsfaktoren die komplexen Ablaufe der Regeneration
unterstitzt werden. Die Flexibilitat der Zellen, sich dem ausgesetzten Milieu
anzupassen und lokal individuell Gber verschiedene Mechanismen zu wirken, macht sie
im Vergleich zur einfachen Pharmakotherapie sehr attraktiv.

Die Population der Satellitenzellen als Hauptakteure bei der Regeneration von
Muskelfasern ist derzeit wohl am besten untersucht. Beindruckend sind die Ergebnisse
von Sacco et al. ¥ | die 2008 zeigen konnten, dass bereits die Transplantation einer
einzelnen Satellitenzelle im Mausmodell Uber ein ausreichendes therapeutisches
Potential fur die Entstehung neuer Muskelfasern und Satellitenzellen verfugt. Fir grol3e
Muskelschdden benétigt man hingegen wahrscheinlich eine groRe Anzahl an
Satellitenzellen, sodass eine Kultivierung ex-vivo notig ware. Die Studie von Montarras
et al. % fand diesbeziiglich heraus, dass ungliicklicherweise die ex-vivo Expansion von
Satellitenzellen ihr regeneratives Potential reduziert. Weitere Limitationen fur die
Transplantation von Satellitenzellen sind beispielsweise deren hohe Heterogenitat oder
das mangelnde Uberleben im Empfangergewebe 4%°,

Wie in Abschnitt 3.2 erwahnt, haben neben Satellitenzellen noch weitere Zelllinien

Einfluss auf die Muskelregeneration . In den letzten zwei Jahrzehnten wurde hierbei
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die Rolle der MSC zunehmend vielseitig untersucht. Diese erstmalig in den 1960er

Jahren von Friedenstein et al. &

im Knochenmark entdeckten multipotenten nicht-
hamatopoetischen Zellen sind fahig zur osteogenen, chondrogenen, adipogen und
myogenen Differenzierung 268, Die genaue Charakterisierung der MSC beinhaltet nach
der International Society for Cellular Therapy (ISCT) neben den
Differenzierungseigenschaften ihre Plastikadhdrenz  und eine Reihe von
Oberflachenmarkern. Mindestens 95% der MSC Population missen positiv fur die
Marker CD105, CD73 und CD90 sein. Negativmarker sind CD45 (Leukozyten), CD34
(Hamatopoetische Progenitorzellen und Endothelzellen), HLA-DR
(Histokompatibilitatskomplex), CD14 oder CD11b (Makrophagen und Monozyten) und
CD79a oder CD19 (B-Zellen) 8%,

Fur Forschungszwecke werden die MSC bisher Uberwiegend aus dem Knochenmark

1 Ferrari et al. 8

isoliert gelten heute als Vorreiter in der Anwendung von
Knochenmarkszellen zur Muskelregeneration. Sie transplantierten 1998 erstmals
Stammzellen aus dem Knochenmark in Cardiotoxin geschadigte Muskulatur der Maus
und konnten eine myogene Differenzierung und eine Regeneration defekter
Muskelfasern feststellen. Eine durch Cardiotoxin ausgeloste Myolyse entspricht leider
nur wenig der klinischen Realitdt eines Muskeltraumas. Daher entwickelte die
Arbeitsgruppe von Matziolis et al. % 2006 ein mechanisches Traumamodell fiir ihre
Untersuchungen von MSC und deren Wirksamkeit in der Muskelregeneration. Nach
einem offenen Crushtrauma des Musculus soleus bei Sprague Dawley Ratten erhohten
autolog transplantierte MSC die Kontraktionskraft nach tetanischer und fast-twitch

92

Stimulation <. Mit der Intention einer spateren klinischen Studie folgten weitere

Untersuchungen zu den aus dem Knochenmark stammenden mesenchymalen

459395 |n einer Studie zur

Stammzellen (BMMSC) im selben Traumamodell
Uberprifung einer dosisabhangigen Wirkung der BMMSC kam es bei zunehmender
Anzahl an injizierten Zellen zu einer Steigerung der Kontraktionskraft gemaf einer
Dosis-Wirkungsbeziehung. Insgesamt wurden funf unterschiedliche Dosierungen
verglichen (0, 10°,10°2,5 x10°, 107) **.

Neben der richtigen Dosierung vermuteten Winkler et al. %, dass auch der
Transplantationszeitpunkt von grof3er Bedeutung sei. Aufgrund der initialen
Inflammation wahrend der Muskelregeneration nahmen sie an, dass es bei einer
unmittelbaren Transplantation von BMMSC nach dem Muskeltrauma zu einer

Abraumung der BMMSC durch Makrophagen und einer Minderung des therapeutischen
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Effekts kommen wuirde. Entgegen dieser Hypothese fiihrte auch die sofortige
Transplantation von BMMSC in die geschadigte Soleusmuskulatur in ihrer Studie zu
einer wirksamen Kraftsteigerung. Im Vergleich zu einer Transplantation nach einer
Woche konnte kein Unterschied festgestellt werden. Der Effekt der BMMSC zum frihen
Transplantationszeitpunkt wurde hierbei in den anti-inflammatorischen und
immunmodulatorischen  Eigenschaften auf die fruhe Entzindungsphase im
Regenerationsprozess geschadigter Muskulatur vermutet .

Obwohl MSC die Fahigkeit zur myogenen Differenzierung besitzen und auch Fusionen

88,96

mit bestehenden Muskelfasern beschrieben wurden , werden die positiven Einflisse

aktuell eher den parakrinen trophischen Faktoren und der Beeinflussung des

Mikromilieus zugeschrieben °*°! Bereits 2004 vermuteten Natsu et al. ¥’

aufgrund
fehlender Fusionsereignisse von transplantierten und mit green fluorescent protein
(GFP) markierten BMMSC mit bestehenden Muskelfasern in traumatisierter
Tibialismuskulatur, dass andere Wirkmechanismen dieser Zellreihe die positiven Effekte
in der Regulation des Skelettmuskelgewebes verursachen. Daraufhin folgten zahlreiche
Studien, die zeigten, dass MSC fahig sind, unterschiedliche Zytokine und
Wachstumsfaktoren zu sezernieren, welche die Regeneration auf verschiedene Weise
unterstitzen: z.B. Unterstitzung der Neovaskularisation Uber VEGF oder der
Modulierung der ECM mit der Minderung der Fibrose Uber den Hepatocyte Growth
Factor oder Adrenomedullin ®. Zusatzlich findet ein Crosstalk der MSC mit
Immunzellen wie den Makrophagen und T-Zellen statt, der den Heilungsprozess

ebenfalls giinstig beeinflusst %,

3.3.6.1 Mesenchymale Stromazellen der Plazenta
Ungeachtet der Tatsache, dass das Knochenmark als Goldstandard fiir eine Isolierung
der MSC gilt, ist dies auch aus anderen Geweben wie Fett 1%, Muskel *°3, Blut *** oder

der Plazenta %

moglich. Die Gewinnung der MSC ist Ublicherweise mit einem
invasiven Eingriff verbunden. Beispielsweise wird beim Knochenmark Gewebe mittels
Punktionsnadel aus dem Beckenkamm entnommen. Plazentagewebe bildet dabei eine
Ausnahme. Im klinischen Alltag wird die Plazenta meist ohne weiteren Nutzen als
medizinischer ,Abfall nach einer Geburt entsorgt. Somit steht sie nach einer Geburt
ohne zusatzliche Interventionen frei zur Verfigung. Das macht sie zu einer

interessanten alternativen Ressource fur die Zelltherapie. Im Gegensatz zur autologen
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Transplantation von BMMSC haben plazentare mesenchymale Stromazellen (PMSC)
zudem den Vorteil einer allogenen Nutzung. Eine sowohl zeit- als auch
kostenaufwendige Isolierung aus dem Knochenmark entféllt und eine Transplantation
,on demand® ist realisierbar. Speziell bei akut auftretenden Verletzungen (z.B.
Sportverletzungen, Polytrauma) kdme eine autologe Zelltherapie an ihre Grenzen.

Barlow et al. %

verglichen die Zellcharakteristika, das Wachstumsverhalten und die in-
vivo Toxizitat nach intravenéser Applikation der Maus von BMMSC mit PMSC. In Bezug
auf Morphologie, GroRe, phanotypische Oberflaichenmarker der MSC und
mesodermaler Differenzierungseigenschaften zeigten PMSC und BMMSC a&hnliche
Ergebnisse. PMSC wiesen sogar ein robusteres Wachstum unter kontrollierten
Kulturbedingungen auf. Weder die BMMSC noch die PMSC erzeugten eine akute
toxische Reaktion nach der intravendésen Gabe verschiedener Dosen (Normaldosis:
1x10° Zellen/kg; Hochdosis: 1x10” Zellen/kg) . Von der Plazenta selbst kénnen die
MSC unterschiedlichen Ursprungs sein: sie entstammen den fetalen Membranen

105 hder auch der Nabelschnur %,

(Amnion, Chorion) **>*%” der maternalen Dezidua
PMSC Dbesitzen wie andere MSC trophische sowie immunmodulatorische
Eigenschaften und wurden kurzlich in verschiedenen praklinischen Studien
unterschiedlicher medizinscher Fachdisziplinen auf ihre regenerationsfordernden

Eigenschaften hin untersucht %+

. Im Bereich der Angiologie fuhrte 2015 in der
Untersuchung von Francki et al. ' die intramuskuldare Applikation von PMSC zur
Therapie einer iatrogenen Hinterlaufischdmie im Tierexperiment (Maus und Ratte) zu
einem Anstieg der Gefal3dichte und des Blutflusses im Musculus quadriceps. Zhang et

12 Untersuchten 2014 in einer ahnlichen Studie zur Hinterlaufischamie am

al.
Mausmodell funktionelle und immunologische Veranderungen unter Applikation von
PMSC. Zum einen verbesserte sich das Laufverhalten unter der Zelltherapie, zum
anderen konnte in ELISA-Analysen aus Muskellysat ein anti-inflammatorisches
Zytokinprofil mit hohen Spiegeln von IL-10 und niedrigen Konzentrationen von IL-6 und

12 In einer Stroke-Studie von 2013 aus der

TNF-a nachgewiesen werden
Arbeitsgruppe von Chen et al. **° hatte eine intraventse Gabe von PMSC nach einer
induzierten zerebralen Ischamie im Rattenmodell beachtliche neuroprotektive Effekte.
In dieser Studie kam es durch die Zelltherapie zu einem Anstieg von protektiven
Zytokinen fir die Regeneration wie VEGF, Brain Derived Neurotrophic Factor,

Hepatocyte Growth Factor und damit zu einer Reduzierung der Apoptose.

21



In einer kardiologischen Studie zur chronischen Herzinsuffizienz von Chen et al. **° v

on
2015 verbesserten PMSC die ventrikuldre systolische und diastolische Funktion und
zeigten auch in morphologischen Analysen eine Reduzierung der Fibrose.

Gleichermal3en sind fur die Nutzung von PMSC bei Muskelschaden bereits Studien

publiziert. Arakawa et al. '

pruften, inwiefern aus Chorionzotten isolierte PMSC ein
myogenes Potential besitzen. In ihrer Studie zeigten diese die Eigenschaft einer
Differenzierung zu Myotuben unter Hochregulierung der myogenen Marker MyoD,
Myogenin, Desmin und auch Dystrophin. Dies liel3 die Arbeitsgruppe vermuten, dass

PMSC potentiell fir Studien zur Regeneration der Skelettmuskulatur geeignet sind **2,

Grabowska et al.

untersuchten sogar den Einfluss aus der Nabelschnur isolierter
PMSC auf cardiotoxingeschadigte Gastrocnemiusmuskulatur in der Maus. In dieser
Untersuchung lieRen sich auch myogene Differenzierungscharakteristika erkennen. Die
festgestellte verbesserte Regeneration wurde in dieser Arbeit jedoch eher trophischen

114

Faktoren, die durch PMSC freigesetzt werden konnen, zugeschrieben Dies

entspricht der allgemeinen Meinung der Wirkweise der MSC in der Literatur %®%91°%,

3.3.6.2 Placental expanded adherant stromal cell product (PLX)

PLX ist der Produktname adharierender mesenchymaler Stromazellen, die unter
standardisierten Bedingungen aus vollstandigen Plazenten isoliert und zunachst in 2D,
danach in 3D-Bioreaktoren kultiviert werden. Sie besitzen eine spindelférmige,
polygonale Morphologie und haben eine Gréf3e von 15-19 um im Durchmesser. Die
Positivitat fur die Oberflachenmarker CD105, CD73, CD29 als auch die Negativitat far
die Oberflachernmarker CD14, CD31, CD45, CD119 entsprechen phanotypisch
mesenchymalen Stromazellen %°. Da nur die fehlende Differenzierung zu adipogenem,
chondrogenem oder osteogenem Gewebe nicht den Kriterien der ISCT entspricht, wird
zum Teil auch der Begriff ,MSC-like Cells* verwendet **°.

Préklinische Studien zu deren pharmakologischen und toxischen Eigenschaften wurden

an immundefizienten NOD-SCID Mausen durchgefithrt *°,

Hierbei erfolgte eine
Injektion von 10° Zellen (einmalig bzw. 3 Wiederholungen im Intervall von 3 Tagen)
oder eines Placebo (Plasmalyte, 10% Ditmethylsulfoxid, 5% Albumin) in die
Huftmuskulatur der Mause. In einem Untersuchungszeitraum von 3 Monaten wurden
keine negativen Unterschiede in den klinischen, hamatologischen, biochemischen und

histologischen Parametern zwischen den Gruppen festgestellt. Zu erwdhnen ist aber
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die Inzidenz von malignen Lymphomen des Thymus bei einigen Mausen beider
Gruppen nach einem Monat. Dies ist ein haufig spontan auftretendes Phdnomen von
NOD-SCID Mausen, dessen Pathogenese aber noch unklar ist **"*8. Insgesamt konnte
die Anwendung von PLX Zellen in der oben genannten Dosis ohne unerwiinschte
Ereignisse beschrieben werden **°.

Im Anschluss folgten Studien zur Wirksamkeit der PLX Zellen in der Unterstutzung der
Regeneration bei verschiedenen Anwendungsgebieten. Vergleichbar zu den bisher
beschriebenen PMSC existieren fur PLX Zellen ebenso Studien im Bereich der

l. 1% in einer

Angiologie, Kardiologie und Neurologie. 2009 untersuchten Prather et a
Tierstudie den therapeutischen Nutzen der PLX Zellen zur Behandlung des chronischen
Ischamiesyndroms der Extremitaten, im Englischen auch als ,Critical Limb Ischemia®
(CLI) bezeichnet. Darunter versteht man eine schwere fortgeschrittene Form der

peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) **°

. Im Speziellen wurde in der
Studie der Einfluss einer intramuskularen Applikation der PLX Zellen am Hinterlauf der
Maus analysiert. Die angewendete Methodik ist vergleichbar zu den Studien der bereits

. ** und zhang et al. **2. Unter

erwahnten Untersuchung der PMSC von Francki et a
der Zelltherapie kam es in der Dopplersonografie zu einer Verbesserung des
Blutflusses in den Extremitaten. Dies ist wahrscheinlich auf eine vermehrte
Angioneogenese zurtickzufuhren, die sich auch in der Histologie in einer erhdhten
Kapillardichte widerspiegelte. Weiterhin waren der oxidative Stress und der

115 Die derzeit nicht

Endothelschaden gegeniuber der Kontrollgruppe verringert
publizierten  Phase-I-Studien (NCT00951210, NCT00919958) =zur klinischen
Anwendung der PLX Zellen zur Therapie der CLI zeigten sogar einen sicheren Einsatz
im Patienten. Ahnlich der Wirkweise anderer PMSC geht man bei den PLX Zellen von
parakrinen Effekten aus. Dass PLX Zellen fahig zur Sekretion wichtiger Faktoren wie
VEGF sind, zeigte auch die Untersuchung von Roy et al. ** im Jahr 2013. In dieser
Studie zum Myokardinfarkt konnten auf3er den angiogenen Eigenschaften auch
gunstige Effekte der PLX Zellen auf Infarktgrof3e, Kontraktionskraft und Wandstarke der
Ventrikel nachgewiesen werden *?°. Kranz et al. *?* priiften 2010 den neuroprotektiven
Einfluss der PLX Zellen am Stroke-Modell der Ratte. Nach iatrogener Okklusion der A.
cerebri media erfolgte eine intravendse Applikation der Zellen Uber die Schwanzvene.
In einem Beobachtungszeitraum von 60 Tagen zeigten sich unter der Zelltherapie
signifikant bessere Ergebnisse in der Uberpriifung der sensomotorischen Defizite sowie

121 122

der InfarktgroRe im MRT im Vergleich zur Kontrollgruppe . Lahiani et al.
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identifizierten in ihrer Studie einer neuronalen Zelllinie VEGF und IL-6 als Faktoren, die
von PLX Zellen unter ischamischen Bedingungen freigesetzt werden und zu der
Neuroprotektion beitragen koénnten.

Infolge dieser erfolgsversprechenden Ergebnisse in den verschiedenen Fachdisziplinen
untersuchte unsere Projektgruppe den Nutzen der PLX Zellen in der Regeneration von
Skelettmuskeltraumata in einer bisher nicht publizierten Tierstudie der Ratte. Basierend
auf den tierexperimentellen Vorstudien von Winkler et al. zur Transplantation autologer
MSC des Knochenmarks verwendete man das gleiche Traumamodell *>°%94%  Die
intramuskuléare Transplantation der PLX Zellen nach dem Crushtrauma zeigte eine
signifikante Uberlegenheit in funktionellen Kraftmessungen im Vergleich zum Placebo.
Diese Verbesserung der Kraft war vergleichbar zu den Ergebnissen mit autologen

MSC.

3.4 Zielsetzung und Hypothesen

Die bisherigen Therapieanséatze von Muskelverletzungen fihren aktuell nur zu
eingeschréankten Erfolgen in der Genesung und stellen somit die Orthopadie und
Unfallchirurgie vor noch ungeldste Herausforderungen. Speziell in der Endoprothetik
bestent das Problem der iatrogenen Traumatisierung der gelenksumgebenden
Muskulatur. Ein vielversprechender Ansatz ist die Anwendung plazentarer
mesenchymaler Stromazellen. Momentan existiert keine Humanstudie, die allogene
Zelltherapie fur die Regeneration verletzter Skelettmuskulatur im klinischen Bereich
untersucht. Folglich wurde 2013/14 eine Phase I/l Studie (NCT01525667) an der
Charité Berlin zur Sicherheit und Wirksamkeit der PLX Zellen im Muskelschaden nach
Huftgelenksersatz durchgefiihrt. In der vorliegenden Studie wurde die postoperative
Muskelregeneration nach Placebotherapie mit zwei verschiedenen Dosierungen von
PLX Zellen (150/ 300 Millionen Zellen) verglichen. Die Schadigung der
Glutealmuskulatur in der Huftendoprothetik eignet sich hierfir als mdgliches
Traumamodell, da es sich dabei um eine sehr gut standardisierte Muskelverletzung von
hoher klinischer Relevanz handelt.

Im Rahmen der durchgefihrten Klinischen Studie zeigten sich funktionelle
Verbesserungen der Muskelkraft unter der Zelltherapie im postoperativen Verlauf
(NCT01525667). Fur die Untersuchung der Wirksamkeit spielen neben

biomechanischen Parametern, wie die Messung der Muskelkraft, aber auch Analysen
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auf makro- und mikrostruktureller Ebene eine wichtige Rolle, da sie Hinweise auf die
Funktionsweise einer Therapie geben kdnnen.

Ziel dieser Dissertation ist daher die Analyse der morphologischen Veranderungen der
Glutealmuskulatur nach der intraoperativen Transplantation von PLX Zellen im
klinischen Versuch.

Das MRT als nichtinvasives bildgebendes Verfahren bewahrte sich diesbezuglich fir
die Beurteilung der Weichteile auch nach dem Einsatz der HTEP 1911123124 "\t dieser
strahlenfreien Bildgebung lassen sich neben Aussagen einer Gewebecharakterisierung
auch GroRenverhaltnisse bestimmen. Folgende Parameter werden in dieser Arbeit
untersucht: i) Muskelvolumen des GM und ii) die fettige Degeneration innerhalb der
Muskulatur praoperativ und zu den Zeitpunkten 6,12 und 26 Wochen postoperativ.

Auf mikrostruktureller Ebene eignen sich Muskelbiopsien und deren histologische
Aufarbeitung. In dieser Studie wurden zwei Biopsien durchgefihrt (intraoperativ, 12
Wochen postoperativ). Histologische Praparate des Muskelgewebes geben Aufschluss
Uber dessen Feinstruktur und die allgemeine Morphologie (Fasergréi3e, Fasertyp). Da
PLX Zellen in bisherigen Studien sowohl angiogene als auch immunmodulatorische
Eigenschaften aufwiesen, ist die Beurteilung der Gefal3architektur und immunologischer
Zellen ebenfalls von besonderer Relevanz. Im Detail werden nachstehende
histomorphometrische Daten evaluiert: ) Muskelfaserdurchmesser, )
Fasertypverteilung, 1lI) Anzahl von Regeneratfasern, V) Gefalidichte, V) T-
Lymphozyteninfiltration VI) Makrophageninfiltration.

Fur die Arbeit werden nachstehende Hypothesen formuliert:

Nullhypothese: Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen den PLX Gruppen

und der Placebogruppe in den makro- und mikromorphologischen Parametern im

postoperativen Verlauf.

Alternativhypothese: Es zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen den PLX

Gruppen und der Placebogruppe in den makro- und mikromorphologischen Parametern
im postoperativen Verlauf.
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4. Material und Methoden

4.1 Studiendesign

Bei der Studie handelt es sich um eine monozentrische, randomisierte, doppelblinde,
placebo-kontrollierte Phase I/1l Studie, bei der folgende drei Gruppen verglichen
wurden: 1) Placebo (bestehend aus Plasmalyte, 10% Dimethylsulfoxid, 5% Albumin), 2)
Behandlung mit 150 Millionen (M) PLX Zellen und 3) Behandlung mit 300 Millionen (M)
PLX Zellen. Die Randomisierung der Patienten erfolgte 1:1:1 udber einen
Computeralgorithmus. Vor Beginn der Durchfuhrung im Januar 2013 wurde das
Studienprotokoll von der zustandigen Ethikkomission des Paul-Ehrlich Instituts (Nr.:
1552101) und dem Landesamt fir Gesundheit und Soziales Berlin (Nr.: 12/ 0045)
geprift und bewilligt.

4.1.1 Studienablauf
Das Screening und die Randomisierung der Patienten zu den Interventionsgruppen
erfolgten 3 Wochen vor der Operation. In einem Zeitraum von 26 Wochen fanden
anschlieBend die klinischen Aufenthalte fur die Implantation der HTEP mit der
Studienintervention, die MRT-Aufnahmen sowie die Muskelbiopsien statt (Tabelle 1).

Tag -21 Tag 0 Tag 1 Woche 6 | Woche 12 | Woche 26
OP post OP | post OP | post OP

Screening 4
Randomisierung 4

Operation HTEP v

Studienintervention v/

MRT v v v v
Muskelbiopsie 4 4

Tabelle 1: Ubersicht des Studienablaufes, »  -Markierung fiir stattgefundene

Untersuchungen.

26



4.2 Patientenkollektiv

Im Zeitraum von Januar bis Mai 2013 wurden 21 Patienten in der ambulanten
Sprechstunde im  Centrum fur  Muskuloskeletale  Chirurgie der Charité
Universitdtsmedizin Berlin Campus Mitte fir die oben genannte Studie gescreent. Nach
Ausschluss eines Screening-Failures wurden 20 Patienten (10 Manner, 10 Frauen)

therapiert und untersucht:

Einschlusskriterien:

e Alter: 50-75 Jahre zum Zeitpunkt des Screenings
e Geplante Behandlung mit einer HTEP
e ASA Klassifikation < 3

e Schriftliche Einverstandniserklarung nach Aufklarung tber die Studie

Ausschlusskriterien:

e Muskelerkrankung

e Schwere neurologische Erkrankung

e Langzeitmedikation mit Opioiden

e Schmerzchronifizierung > Stadium Il nach Gebershagen

e Immunsuppression aufgrund einer Erkrankung bzw. von Medikamenten

e Spondylitis ancylosans

e Periartikulare Ossifikation jeglicher Lokalisation in der medizinischen Anamnese

e Ausschlusskriterien fur das MRT (Herzschrittmacher, Defibrillatoren,
ferromagnetische Clips)

¢ Nicht kontrollierbarer arterieller Hypertonus (diastolischer Blutdruck > 100 mmHg
oder systolischer Blutdruck > 200 mmHg

e Lebensbedrohliche ventrikuldre Herzrhythmusstérungen bzw. instabile Angina
pectoris

e STEMI und/ oder eine transitorische ischdmische Attacke (TIA) in den letzten 3
Monaten vor dem Screening

e Schwere kongestive Herzinsuffizienz (NYHA 1V)

e Aktuelle maligne Erkrankung, die mit einer Chemotherapie, Bestrahlung oder
Immuntherapie assoziiert ist

e Body Mass Index (BMI) = 35 Kg/ m?
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e Bekannte Allergie gegen proteinhaltige Produkte (Pferde oder Rinderserum,
Schweine-Trypsin), die in der Zellproduktion verwendet werden

e Positiver HIV/ Syphilisstatus zum Screeningzeitpunkt

e Bekannte aktive Hepatitis B/C Infektion zum Screeningzeitpunkt

e Bestehende Schwangerschaft oder Stillzeit bzw. potentielle Schwangerschaft
durch fehlende Anwendung kontrazeptiver Malinahmen

e Nach Meinung des prifenden Studienarztes ungeeignet fur die Anwendung der
Zelltherapie

e Patient befindet sich derzeitig in einer laufenden Medikamenten- oder
Prufpraparatstudie bzw. hat diese in einem Zeitraum der letzten 30 Tage

beendet

4.3 Herstellung der PLX Zellen

Die Produktion der PLX Zellen erfolgte nach den Prinzipien der ,Good Manufacturing
Practice in der Biotechnologiefirma Pluristem Therapeutic Inc. (Haifa, Israel). Die
allogenen Stromazellen wurden aus vollstdndigen Plazenten isoliert, die wahrend einer
geplanten Kaiserschnittgeburt entnommen wurden. Die Plazentaspende erfolgte nur
nach vorheriger ausfihrlicher Aufklarung und einer schriftlichen
Einverstandniserklarung der Mutter basierend auf den Richtlinien der Deklaration von
Helsinki (WMA, 2008). Zunachst wurden die gewaschenen und mit Kollagenase
behandelten Plazenten in 2D-Kulturflaschen fir 2-3 Tage bei 37°C kultiviert, um eine
Oberflachenadharenz zu gewahrleisten. Daraufhin wurde ein flr die mesenchymalen
Stromazellen optimiertes 2D-Kultur-Medium hinzugefugt. AnschlieBend wurden die
gewonnenen Zellen in flissigem Stickstoff in einem 2D-Zell-Lager gekihlt. Testungen
auf  Sterilitét, Kontamination mit  Mycoplasmen, Immunph&anotypen  und
Zelllebensfahigkeit folgten. Bei der Immunphanotyp-Charakterisierung wurden folgende
MSC-typische Oberflachenmarker Uberpruft: CD73+, CD29+, CD105+ und CD34-,
CD45-, CD19-, CD14- und HLA-DR-. In einem n&chsten Schritt wurden die Zellen
aufgetaut, gewaschen und in einem 3D-Bioreactor (CelliGen Plus, New Brunswick
Scientific, Edison, NJ, USA) expandiert. Nach einem weiteren Wachstum von 1-2
Wochen wurden die Zellen entnommen, erneut auf phano- und Kkaryotypische
Veranderungen untersucht und schlief3lich als ,PLX* Zellen in flissigem Stickstoff bei -

170 £30°C gekuhlt und dort bis zum Einsatz gelagert.
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4.4 Operationstechnik der Hifttotalendoprothesenimplantation und

Studienintervention

Alle Operationen wurden vom Arztlichen Direktor des Centrums fir Muskuloskeletale
Chirurgie der Charité Prof. Dr. med. Carsten Perka mit der gleichen Operationstechnik
durchgeflhrt. Fur den transglutealen Zugang wurde die Haut zunéchst in longitudinaler
Richtung lateral des Trochanter major inzidiert und das subkutane Gewebe sowie die
Faszia lata durchtrennt. Nach der Eroffnung des Tractus iliotibialis erfolgte die unter
Punkt 4.7.1 detailliert beschriebene Muskelbiopsie. Danach wurde die
Glutealmuskulatur im vorderen Drittel in Hohe des Trochanter major ca. 5 cm scharf
durchtrennt und der entstandene Gluteus-Vastus-Lappen nach anterior gehoben. Im
Folgenden wurde die Gelenkkapsel reseziert und der Femurkopf und —hals entfernt. Zur
Pfannenimplantation wurden Osteophyten entfernt, das Acetabulum fur die passende
ProthesengroRe aufgefrast und eine zementfreie ,Pressfit® Pfanne (Allofit, Zimmer,
Warsaw, USA) mit Polyethyleninlay implantiert. Zur Implantation des Prothesenschaftes
wurde das Bein in maximaler Aul3enrotation und Adduktion gelagert, der Markraum
anschlieBend mit einem Kastenmeil3el eréffnet und mit Schaftfrasen prapariert. Nach
Einbringen der Schaftprothese (SL Plus, Smith & Nephew, Hamburg, Deutschland) und
Aufsetzen des Hiftkopfes erfolgte die Reposition. Nach Platzierung einer
intraartikularen Redondrainage wurde die Glutealmuskulatur mit Einzelknopfn&hten
(Vicryl Gr. 1, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) adaptierend genaht. AnschlieBend
erfolgte die Studienintervention nachdem die PLX Zellen parallel zur Operation im
Wasserbad bei 37°C aufgetaut worden waren. Daflr wurden die PLX Zellen
beziehungsweise das Placebo direkt in die traumatisierte Muskulatur appliziert. Dies
erfolgte durch 10 Injektionen a 1,5 ml mit einer 20 Gauge Nadel mit jeweils funf
Injektionen anterior und posterior des Schnittes. Beendet wurde die OP mit dem
Verschluss des Tractus und der Subkutis, gefolgt von der Hautnaht und einem sterilen

Verband mit Kompressen.

4.5 Rehabilitation

Bereits am ersten postoperativen Tag erfolgte unter Anleitung der Physiotherapie eine
Vollbelastung des operierten Beines mit Hilfe von Unterarmgehstitzen. Nach
Beendigung des stationdren Aufenthaltes an der Charité Berlin Campus Mitte fand eine

streng standardisierte Anschlussheilbehandlung fur alle Studienteilnehmer im Medical
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Park Humboldtmiihle Berlin statt. Zum Reha-Programm gehorten Ubungen zur
Mobilisierung in Huftextension, -abduktion, -flexion, Ausdauer am Fahrradergometer
sowie Kraftigung der oberen und unteren Extremitat. Insgesamt betrug die Dauer des
Aufenthaltes in dem Rehabilitationszentrum drei Wochen. AnschlieRend wurde von der

Physiotherapie ein Ubungsplan fir das hausliche Umfeld bereitgestellt.

4.6 Makromorphologie

4.6.1 MRT Untersuchungen
Alle Patienten erhielten an Tag O (praoperativ), Woche 6, 12 und 26 postoperativ eine
MRT Untersuchung des Beckens in der Radiologischen Abteilung der Charité
Universitadtsmedizin Berlin Campus Mitte. Als Magnetresonanztomograph wurde ein 1,5
Tesla ,Avanto” Gerat von Siemens verwendet. Jede MRT Untersuchung umfasste T1-
und T2-gewichtete Bilder. Die Tabelle 2 gibt eine Ubersicht tiber die technischen Details

der Aufnahmen.

Repetition
Sequenz Auflésung | Schichtdicke | Flip Angle Echo Time
Time
T1 axial 512 x 168 5mm 180° 623 ms 11 ms
T1 coronar 512 x 307 5mm 150° 5550 ms 61 ms
Coronar T2 Haste | 256 x 256 5mm 150° 1000 ms 91 ms
Coronar TIRM 512 x 168 5mm 150° 6000 ms 60 ms

Tabelle 2: Uberblick der verschiedenen Aufnahmen der MRT Untersuchungen und den spezifischen

Parametern.

4.6.1.1 Beurteilung des Muskelvolumens
Mit der PACS Workstation Osirix v.5.8.2 (Osirix Imaging Software, Genf, Schweiz)
wurden die DICOM-Bilder der MRT Untersuchungen jedes Patienten analysiert. Fur die
Berechnung des Muskelvolumens wurde zunachst in jedem Slice der T1l-gewichteten
transversalen Aufnahmen der Musculus gluteus medius segmentiert und mit Hilfe des

Tools ,Geschlossenes Polygon® die Flache bestimmt (Abb. 3A).
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Uber die T2-Aufnahmen und die koronaren T1-Aufnahmen konnte das Muskelgewebe
gegenuber Odemen oder Flissigkeitsansammlungen im Operationsgebiet abgegrenzt
werden. Uber die Schichtdicke d=0,5 cm konnte fiir jede Schicht ein Teilvolumen
bestimmt werden. Das Gesamtvolumen wurde Uber die Summe aller Teilvolumina
berechnet (Abb. 3B und 3C).

Abbildung 3: Darstellung des GM in A) transversaler Ebene einer T1-gewichteten MRT-

Aufnahme. Die segmentierte Flache zur Volumenberechnung ist gekennzeichnet (Griine
Markierung). B) und C) zeigen eine dreidimensionale Rekonstruktion aus der Schichtdicke und

allen segmentierten Flachen in koronarer und sagittaler Ebene.
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4.6.1.2 Beurteilung der fettigen Muskelatrophie
Die Quantifizierung der fettigen Muskelatrophie beruht auf der Methode von von Roth et
al. . Diese basiert auf der Grauwertbestimmung der T1-gewichteten transversalen MRT
Untersuchung. Zu allererst wurden drei Schichten gewaéhlt, die sich genau sechs
Schichten kranial der Spitze des Trochanter major befinden und in einem 8-bit Format
abgespeichert. Mit dem Programm Photoshop CS3 (San José, USA) wurde nun Uber
eine 1 cm? groBe Region of Interest (ROI) im subkutanen Fettgewebe die
Signalintensitat Uber die Mittelwerte der Grauwerte bestimmt. Dabei konnen die Pixel im
8-bit Format einen Grauwert zwischen 0 und 256 annehmen. Fir weitere
Berechnungen galt fur ,reines Fett* folgende Spanne an Grauwerten: Mittelwert +2
Standardabweichungen (SD). Fur eine Bestimmung der Grauwerte von ,reinem
Muskelgewebe“ wurde der M. iliacus als Referenz gewahlt. Auch hier galt fur weitere
Berechnungen eine Spanne von £2 SD vom Mittelwert durch die Anwendung von ROI.
AnschlieRend wurde die Glutealmuskulatur mit dem Plugin Lineal in 3 gleich grolRe
Segmente (anterior, medius, posterior) unterteilt (Abb. 4). Die Flache der jeweiligen
Segmente wurde im Histogramm auf die Anzahl der Pixel im ,Fett- und
,Muskelgewebe“-Grauwertbereich untersucht. So konnte der Fettgehalt des Segmentes

Uber folgenden Quotienten berechnet werden:

p tualer Fettgehalt = Anzahl Pixel (Fett) 100%
rozentualer FeHeeat = Anzanl Pixel(Fett) + Anzahl Pixel(Muskel)X °

| Mavigator | Histogramm x | Info |

Kanal: RGB v

I -

Quelle: Gesamtes Bild v
Mittelwert: 58,57 Tonwert:
Abweichung: 30,64 Anzzhl:
Zentralwert: 52 Sprezung:
Pixel: 6555 Cache-Stufe: 1

Abbildung 4: Transversale T1-gewichtete Aufnahme zur
Bestimmung des Fettgehalts im GM. Der GM ist eingeteilt in 3
Segmente (anterior, medius, posterior). Das Histogramm zeigt

die Pixelverteilung von verschiedenen Grauwerten.
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4.7 Mikromorphologie

4.7.1 Durchfuhrung der Biopsien
Im Laufe der Studie wurden jedem Patienten insgesamt 2 Muskelbiopsien aus dem GM
entnommen: am OP-Tag (Tag 1) sowie 12 Wochen postoperativ. Wahrend der
Operation wurde vor der Inzision der Glutealmuskulatur vom 1. Operateur eine
Stanzbiopsie mittels MAGNUM® Biopsiesystem (Siemens, Erlangen, Deutschland)
circa 5 cm proximal des Trochanter major entnommen. Die Biopsie erfolgte quer zum
Muskelfaserverlauf. 12 Wochen postoperativ fand eine weitere Biopsie in der
Orthopadischen Ambulanz Charité Berlin Campus Mitte statt. Daftir wurde das gleiche
Biopsiegerat verwendet wie an Tag 1 und die Glutealmuskulatur sowie der Ort der
Punktion ultraschallgesteuert identifiziert. Zur Anasthesie wurde Lidocain 1% streng
intrakutan appliziert. Anschlieend wurde nach einer Stichinzision der Haut unter
sterilen Bedingungen die Probe 5 cm kranial des Trochanter major enthommen.

Durchgefiihrt wurden alle postoperativen Biopsien von PD Dr. med. Tobias Winkler.

4.7.2 Aufbereitung der Biopsien
Alle entnommenen Muskelproben wurden direkt nach Biopsie kryoeingebettet. Dafir
wurden Tissue-Tek® O.C.T. Compound als Einbettmedium und Cryomolds
(Einbettform) verwendet. Die vertikal in den Cryomolds befindlichen Muskelbiopsien
wurden zunéchst fir 2 Minuten in flissiges 2-Methylbutan, gekuhlt in flissigem
Stickstoff, getaucht. Die kryogefrorenen Proben wurden anschlieRend bei -80°C bis zur

weiteren Verwendung gelagert.

4.7.3 Anfertigung der Schnitte
Fir alle Praparate wurden mit einem Kryostaten (Microm HM 60, MICROM
International, Walldorf, Deutschland) Schnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt und
mit Warme auf die Objekttrdger gezogen. Nach einer kurzen Spulung mit Aceton
wurden die Schnitte erneut bei -80°C gekuhlt und gelagert.
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4.7.4 Fixierung der Schnitte
Nachdem die Kryoschnitte 30 Minuten an der Luft getrocknet waren, wurden zwei
verschiedene Fixierungsmethoden genutzt. Die Fixierung in gekihltem Aceton wurde
fur folgende Farbungen verwendet: Myosin Fast, T-Zell-Rezeptor, CD68. Fur die HE-
(Hamatoxylin-Eosin) sowie Faktor VIII-Farbung wurde eine Fixierung in 4%
Paraformaldehyd gewahlt. Nach jeder Fixierung erfolgten jeweils zwei Spilungen in
phosphatgepufferter Salzlésung (phosphate buffered saline, PBS) in einer 1:10

Verdinnung fir 5 Minuten.

4.7.5 Farbungen

4.7.5.1 Konventionelle Histologie

Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE)

Die HE-Farbung ist eine Routinefarbemethode, bestehend aus zwei Einzelfarbungen,
die fur morphologische Untersuchungen standardmafig eingesetzt wird. Hamatoxylin
als positiv geladener Farbstoff farbt dabei alle sauren beziehungsweise basophilen
Zellstrukturen blau. Darunter zahlen das raue endoplasmatische Retikulum, Ribosomen
oder Zellkerne mit den darin enthaltenden Nukleinsduren. Eosin als negativ geladener
Farbstoff farbt alle basischen beziehungsweise azidophilen Zellstrukturen als
Gegenfarbung rot. Vor allem Zytoplasmaproteine, Mitochondrien oder das glatte
endoplasmatische Retikulum sind davon betroffen. Die HE-Farbung wurde fir die
Beurteilung von Regeneratfasern und Messung der Muskelfaserdurchmesser genutzt.

Durchfihrung:
e Hamatoxylinfarbung nach Harris flr 7 Minuten
e 2 x Spulenin Aqua dest.
o 0,25% HCI-Alkohol fir wenige Sekunden
e Wassern (Blauen) in Leitungswasser fir 10 Minuten
e Eintauchen in Eosin fur 2 Minuten
e Entwéssernin 2 x 96% Alkohol und 2 x 100% Alkohol jeweils flr 2 Minuten
e Entfetten in 2 x Xylol fir 2 Minuten

e Eindecken mit Vitroclud und Deckglas
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4.7.5.2 Immunhistochemie

Grundlagen

Bei der Immunhistochemie werden Reaktionen zwischen Antigenen (Ag) und
spezifischen monoklonalen oder polyklonalen Antikérpern (Ak) benutzt, um gezielt
Proteine oder andere Gewebestrukturen zu markieren und diese im weiteren Prozess
Uber gekoppelte Farbstoffe sichtbar zu machen. Generell kann zwischen einer direkten
und indirekten Farbemethode unterschieden werden. Bei der direkten Farbung ist der
primare Ak direkt mit einem ,Marker® (fluoreszierender Farbstoff, Enzym, etc.)
gekoppelt, der eine Farbreaktion hervorruft. Die in dieser Studie angewandte Avidin-
Biotin-Komplex-Methode ist eine indirekte Farbung wund benétigt weitere
Zwischenschritte. Zunachst wird ein spezifischer primarer unkonjugierter Ak verwendet,
der gegen ein Epitop im zu untersuchenden Praparat gerichtet ist. Aufgrund von
Ladungsverteilungen oder Bindungen von Proteinen an dem Fc-Teil des primaren Ak,
kann es auch zu unspezifischen Bindungen an verschiedenen Strukturen im Gewebe
kommen. Durch die Zugabe von Normalseren sollen diese unspezifischen Bindungen
blockiert werden. AnschlieBend wird ein sekundarer mit Biotin markierter Ak
zugegeben, der an den primaren Ak bindet. Daraufhin wird der Avidin-Biotin-Komplex
hinzugefugt, um eine Signalverstarkung zu verursachen, was besonders bei geringen
Mengen eines Epitops im Praparat sinnvoll ist. Das aus Huhnereiweil3 gewonnene
Avidin besitzt vier Bindungsstellen flr Biotin: eine fiur den biotinylierten sekundaren Ak
und drei weitere fir an Biotin gekoppelte Markermolekile. Abgeschlossen wird die
Farbemethode mit der Zugabe einer Substrat-Chromogen-Lésung, bei welcher es zu
einer sichtbaren Farbung aufgrund der enzymatischen Reaktion des Substrates mit
dem Marker kommt. In dieser Arbeit wurde Alkalische Phosphatase als Markermolekiil
an dem Avidin-Biotin-Komplex (# AK 5000, Alkaline Phosphatase Standard Kit, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) und Vector® Red Substrat Kit (Vector Laboratories,

Burlingame, USA) als Substrat verwendet.

Durchfihrung:
¢ Kryoschnitte mit Fettstift umranden (Pap Pen)
e 2 X Spulung mit PBS (1:10) fir 5 Minuten

¢ Inkubation mit Normalserum fur 30 Minuten bei Raumtemperatur (RT) in feuchter

Kammer
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Inkubation mit primarem Ak fur 60 Minuten bei 37°C
2 x Spulung mit PBS (1:10) fur 5 Minuten

Inkubation mit sekundarem Ak fir 30 Minuten bei RT in feuchter Kammer

2 x Spulung mit PBS (1:10) fiir 5 Minuten

Inkubation mit Avidin-Biotin-Komplex fir 50 Minuten bei RT in feuchter Kammer

2 x Spulung mit PBS (1:10) fiir 5 Minuten

Inkubation des Chromogenpuffers fir 5 Minuten bei RT in feuchter Kammer bis

pH 8,2 erreicht ist

Inkubation mit Substratgemisch aus Substrat Kit in feuchter Kammer unter

mikroskopischer Kontrolle (sichtbare Rotfarbung der jeweiligen Struktur)
Abstoppen der Reaktion durch 2 x Spulen mit PBS (1:10) fur 5 Minuten

Spulung mit Aqua dest. fir 5 Minuten

Kerngegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer (1:2 mit Aqua dest.) fur 2

Minuten
Wassern (Blauen) in Leitungswasser fir 5 Minuten

Eindecken mit Aquatex und Deckglasern

In dieser Studie wurden folgende primére/ sekundére Antikdrper und Normalseren

verwendet:

Primarantikdrper

Antikorper Quelle Hersteller/ Nummer Verwendete
Verdinnung
Anti-FVIII Kaninchen, Biocare Medical, Concorde, USA/ # 1:200
Polyklonal CP 039B
Anti-Skeletal Maus, Sigma Aldrich, St. Louis, USA / # 1:4000
Myosin (Fast) Monoklonal M4276
Anti-CD68 Maus, Acris Antibody, Herford, 1:10
Monoklonal Deutschland/ # SM 1718T
Anti-aB-T-Zell-  Maus, Acris Antibody, Herford, 1:100
Rezeptor Monoklonal Deutschland/ # SM 1230 PS
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Biotinylierte Sekundarantikdrper

Antikorper Quelle Hersteller/ Nummer Verwendete
Verdinnung
Anti-Kaninchen-IgG Ziege Vector Laboratories, 1:10
Birlingame, USA/ # BA-1000
Anti-Maus-1gG Pferd Vector Laboratories, 1:10
Birlingame, USA/ # BA-2001
Normalseren/ Blockierung
Serum Hersteller/ Nummer Verdinnung
Ziege Vector Laboratories, Birlingame, USA/ # S-1000 1:10 in PBS
Pferd Vector Laboratories, Birlingame, USA/ # S-2000 1:10in PBS

4.7.6 Auswertung der histologischen Praparate

Alle gefarbten Schnitte wurden zunachst mittels Leica DMRB Lichtmikroskop (Leica,
Wetzlar, Deutschland) untersucht und anschliel3end mit Hilfe einer damit verbundenen
Kamera (Zeiss, AxioCam, MRc, Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) in 100facher

VergroRerung in einzelnen Kacheln fotografiert und mit der Software AxioVision Rel. 4.4

(Carl Zeiss, Gottingen, Deutschland) zu einem gesamten Schnitt zusammengesetzt.

Dies funktioniert Uber die Funktion ,Stitching“, die Uberlappende Bilder automatisch

aufgrund von angrenzenden Strukturen zusammenfiigt. Fur alle histomorphometrischen

Messungen wurde die Software ImageJ 1.44 (Wayne Rasband, National Institutes of

Health, Bethesda, Maryland, USA) benutzt.
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Beurteilung der Muskelfaserdurchmesser

Fur die Auswahl der Muskelfasern wurde fir jedes HE-Praparat ein zufalliger Ausschnitt
gewahlt. AnschlieRend wurde die kirzeste Distanz gemessen, die eine Faser teilt (Abb.
5. Aus allen Messwerten wurden das arithmetische Mittel sowie die

Standardabweichung bestimmt.

Abbildung 5: Muskelfaserquerschnitt in HE-Farbung (200fache VergréfRerung). Der

Muskelfaserdurchmesser ist bei vier Fasern markiert (schwarze Pfeile).

Beurteilung der Regeneratfasern

Alle Muskelfasern mit zentralstandigen Kernen wurden fir diese Analyse als
.Regeneratfasern® definiert. Abbildung 6 zeigt beispielhaft eine Regeneratfaser. In allen
HE-gefarbten Schnitten wurde die gesamte Anzahl an Regeneratfasern mittels Plug-In
,Cell Counter” ausgezahlt und pro Flache des dargestellten Muskelquerschnitts
berechnet. Die Gesamtflache des Schnittes konnte mit einem ,Lasso“-Tool bestimmt
werden. Gefrierartefakte, Giberschissiges Bindegewebe etc. konnten manuell entfernt

werden.
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Abbildung 6: Muskelfaserquerschnitt in der HE-Farbung (200fache Vergrof3erung).

Gekennzeichnet ist eine Regeneratfaser als Muskelfaser mit einem zentralstandigen Kern

(schwarzer Pfeil).

Beurteilung der Faserverteilung

In den Myosin-Fast-Farbungen wurde in einem zufalligen Ausschnitt die Anzahl der
positiv rot gefarbten Fast-Twitch-Fasern (Typ-lI-Fasern) sowie die Anzahl der negativ
blau gefarbten Muskelfasern (Typ-I-Fasern) Uber das Plug-In ,Cell Counter” gezahlt
(Abb. 7). Durch das Verhéltnis der absoluten Anzahl der Fasertypen lie3 sich der
prozentuale Fast-Faser-Anteil bestimmen.
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Abbildung 7: Faserverteilung in der Myosin-Fast-Farbung (200fache Vergrof3erung).

Kennzeichnung der verschiedenen Fasern: |- Typ-I-(slow)-Faser, Il — Typ-ll-(fast)-Faser.

Beurteilung der GefalRe

Fur diese Analyse wurden Faktor-VIlI-gefarbte Praparate benutzt. Der Faktor VIII (auch
von-Willebrand-Faktor) ist ein Glykoprotein, das an der Hamostase beteiligt ist. Es wird
von Megakaryozyten und von Endothelzellen, welche die Intima von Blutgefafien
auskleiden, synthetisiert. Somit kann Faktor VIl auch als Marker fir die Beurteilung der
GefaRe/ Gefalidichte herangezogen werden. Die Ermittlung der Gefal3e wurde anhand
von Regions of Interest (ROI) durchgefuhrt. Dabei wurde ein Raster von 500 x 500 Pixel
verwendet und zuvor eine Skalierung vorgenommen. Uber eine in der Software
vorhandene Randomisierung wurden zehn beliebige ROIs in jedem Préparat untersucht
und die Anzahl der immunhistochemisch gefarbten GefaRe pro ROI gezéahlt (Abb. 8).
Bestimmt wurden alle angeféarbten GefalRe (Arteriolen, Kapillaren etc.).
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Abbildung 8: GeféRdarstellung im Muskelgewebe in Faktor-VIlI-Farbung (200fache

VergréRerung). Die angeschnittenen Kapillaren sind gekennzeichnet (schwarze Pfeile).

Beurteilung der T-Lymphozyten

Fur die Analyse der absoluten Anzahl der T-Lymphozyten wurden Praparate mit der af3-
T-Zell-Rezeptorfarbung verwendet. Bei wenigen T-Lymphozyten in einem gefarbten
Schnitt wurden die einzelnen T-Lymphozyten manuell gezahlt und pro Gesamtflache
des Querschnitts (mm?) berechnet. Bei Vorkommen von Lymphozytenclustern wurde
folgende Methode verwendet: zundchst wurde Uber ein ,Lasso“-Tool die Flache von
mindestens zehn verschiedenen einzelnen T-Lymphozyten pro Schnitt gemessen, um
aus dem arithmetischen Mittel eine StandardgréRe eines T-Lymphozyten zu erhalten.
Abbildung 9 zeigt so ein Lymphozytencluster. Anschlie3end wurde die Flache von den
jeweiligen Clustern in den Praparaten ebenfalls mit dem ,Lasso“-Tool bestimmt und
anhand dieser Parameter die Anzahl der T-Lymphozyten pro Gesamtquerschnittsflache

ermittelt.

Gesamtflache Cluster

Anzahl T — Lymphozyten gesamt = — - Lympozyt
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Abbildung 9: Darstellung eines Lymphozytenclusters in der T-Zell-Rezeptor-Farbung
(200fache VergréRerung).

Beurteilung der Makrophagen

Die Beurteilung der Makrophagen erfolgte anhand der mittels CD68+ Antigen-
Antikdrper-Reaktion gefarbten Praparate. CD68 ist ein Glykoprotein der lysosomalen
Membran von Myeloidzellen, welches vorrangig von Gewebsmakrophagen exprimiert
wird. FUr die Beurteilung der Makrophagen/ Histiozyten wurde die Anzahl der gefarbten
Zellen mittels Plug-in ,Cell Counter” pro Gesamtflaiche jedes Schnittes in den CD68-
Farbungen gezahlt (Abb. 10).
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Abbildung 10: Darstellung von Makrophagen in der CD68-Farbung (200fache

VergréRerung). Die positiv reagierenden Makrophagen sind gekennzeichnet

(schwarze Pfeile).

4.8 Statistische Auswertung

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurde eine modifizierte Intention-to-treat-Analyse
durchgefuhrt. Dafir wurden alle Daten der randomisierten Studienteilnehmer
verwendet, die eine Hiftendoprothese mit jeweiliger Studienintervention erhalten haben
und mindestens eine postoperative Messung eines Endpunktes besitzen. Die Endwerte
der untersuchten Parameter wurden mit einer Kovarianzanalyse (ANCOVA) untersucht,
um die Effekte der PLX Zellen auf die morphologischen Zielpunkte ohne schon vorher
bestehende Gruppenunterschiede zu messen. Fur die makromorphologischen
Untersuchungen nutzte man eine ANCOVA mit Messwiederholung mit der Veréanderung
der Messwerte Uber den gewahlten Zeitraum als abhangige Variable, der
Gruppenzugehortigkeit als ,festen Faktor” und den Baseline-Werten als Kovariate. Da
es fur die histologischen Analysen nur eine postoperative Messung gab, wurde eine
ANCOVA ohne Messwiederholung angewendet. Die individuelle Veranderung zur
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Baseline war hierbei die abhangige Variable, die Gruppenzugehdrigkeit der .feste
Faktor” und die Baseline-Werte waren die Kovariate. Fur alle Baselinewerte wurden
jeweils die Mittelwerte und deren Standardabweichung (SD) bestimmt. Die Baseline-
adjustierten Endwerte der ANCOVA wurden mit Standardfehler (standard error, SE)
angegeben. Die Gruppenvergleiche wurden mit einem Signifikanzlevel von p=0.05 und
einem Konfindenzintervall von 95% ausgewertet. Alle Auswertungen erfolgten mit der
Software SAS vs. 9.2 (SAS Institute, Cary, North Carolina, USA).
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5. Ergebnisse

5.1 Patientenkollektiv

Die Tabelle 3 =zeigt die demographischen Charakteristika der Patienten zum
Studienbeginn geordnet nach den jeweiligen Interventionsgruppen.
Beurteilungsmerkmale sind Alter, Geschlecht, Korpergrof3e, Kérpergewicht, BMI und

Ethnie. Bis auf die Verteilung der Geschlechter sind die Gruppen in den Merkmalen

homogen.
Placebo 150M PLX 300M PLX
(N=7) (N=7) (N=6)

Alter (Jahre) 64,3 +6,4 65,4 +5,9 64,5+7,4
Geschlecht
weiblich, N (%) 6 (85,7) 3 (42,9) 1(16,7)
mannlich, N (%) 1(14,3) 4 (57,1) 5(83,3)
GroRe (cm) 167,3 +3,4 167,6 +8,6 176,2 +4,2
Gewicht (kg) 73,6 8,0 78,9 +21,9 88,7 +9,7
BMI (kg/ m?) 26,3 42,8 27,5 45,9 28,7 +4,2
Ethnie
Kaukasier, N (%) 7 (100) 7 (100) 6 (100)

Tabelle 3: Demographische Charakteristika der Studienteilnehmer zum Studienbeginn (Tag 0).

Werte angegeben als Mittelwerte +SD. N — Anzahl ; BMI — Body Mass Index.
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5.2 Makromorphologie

5.2.1 Einfluss der PLX Zellen auf das Muskelvolumen

Zum Zeitpunkt vor der Implantation der HTEP und der begleitenden Studienintervention
(Tag 0) betrug die GréRe des GM in der Placebogruppe 211,9 +40,5 cm?, der 150M
Gruppe 237,4 +72,0 cm® und der 300M Gruppe 299,5 +36,7 cm® (Abb. 11). Nach 26
Wochen kam es in allen Gruppen zu einer Steigerung des Muskelvolumens (Abb. 12).
Der Unterschied der Baseline adjustierten Mittelwerte der Placebogruppe (+6,4 +4,4
cm®) und der 150M Gruppe (+24,4 +4,2 cm®) war signifikant (p=0.004). Der Vergleich
der 300M Gruppe (+15,6 +4,1 cm®) zur Placebogruppe war hingegen nicht signifikant
(p=0.189).

400

350

300

250 T

200 ~

150 -

Volumein in cm3

100 -

50 ~

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 11: Muskelvolumina des GM in cm® +SD der Kontroll- und der
Therapiegruppen zum Zeitpunkt Tag 0 (Baseline).
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Abbildung 12: Postoperative Veranderung des Muskelvolumens des GM in cm?® +SE zur
Baseline in der Kontroll- und den Therapiegruppen; * - signifikanter Unterschied der 150M

Gruppe zur Placebogruppe (p=0.004).

5.2.2 Einfluss der PLX Zellen auf den Fettanteil in der Muskulatur
Zum Zeitpunkt vor dem Einsatz der HTEP und der begleitenden Studienintervention
(Tag 0) betrug der prozentuale Gesamt-Fettanteil des GM in der Placebogruppe 3,7
+2,7%, in der 150M Gruppe 6,8 £7,2% und in der 300M Gruppe 3,3 +1,3% (Abb. 13).
Die Abbildung 14 zeigt den Fettgehalt im postoperativen Verlauf. 26 Wochen
postoperativ stieg in der Placebogruppe der prozentuale Fettanteil absolut um +1,8
+0,8%, in der 150M Gruppe um +0,2 +0,8% und in der 300M Gruppe um +2,5 +0,9%.
Statistisch konnten keine signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt
werden (150M Gruppe vs. Placebo p=0.141; 300M Gruppe vs. Placebo p=0.580).
Tabelle 4 zeigt die postoperativen Werte des Fettgehalts jeweils in den einzelnen

Segmenten anterior, medius und posterior.

a7



16

14

12

10

Prozentualer Fettanteil des Muskels in %

Placebo

150M Gruppe

300M Gruppe

Abbildung 13: Fettanteilgesam: des GM
Therapiegruppen zum Zeitpunkt Tag O (Baseline).
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Abbildung 14: Postoperative Veranderung des FettanteilSgesam: des GM zur Baseline

(Tag 0) in % +SE in der Kontroll- und den Therapiegruppen.
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6 Wo Post OP

12 Wo Post OP 26 Wo Post OP

Placebo anterior 3,0+1,6 3,017 3,0+1,7
N=7 medius 0,2+1,2 1,0£1,2 1,2+1,2
posterior 1,3+1,2 1,2+1,2 1,2+1,2

150M PLX anterior 2,3+1,7 0,2 +1,7 0,5+1,7
N=7 medius 0,7 +1,2 3,6 +1,2 -0,3+1,2
posterior -1,5+1,2 1,0+1,2 0,412

300M PLX anterior 29+1,8 3,3+1,8 51+1,8
N=6 medius 3,6 1,2 1,712 2,3+1,2
posterior 1,2+1,2 2,5+1,2 1,0+£1,2

Tabelle 4: Ubersicht der postoperativen Veranderungen des Fettanteils des GM in % +SE
in den einzelnen Segmenten (anterior, medius, posterior) in Bezug zur Baseline in der

Kontroll- und den Therapiegruppen; (Wo — Wochen).

Abbildung 15: Darstellung eines transversalen Schnitts einer T1-gewichteten

Aufnahme eines Patienten aus der 300M Gruppe mit makroskopisch sichtbarer
fettiger Atrophie im traumatisierten GM 26 Wochen postoperativ. Auf der operierten
Seite ist eine erhohte fettige Atrophie mit .fatty streaks® im GM dargestelit
(schwarze Pfeile). Der GM auf der nicht operierten Seite besitzt kaum fettige

Anteile (weilRe Sterne).
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5.3 Mikromorphologie

Tabelle 5 zeigt die Baseline-Werte der histomorphometrischen Messungen zum
Zeitpunkt der Implantation der HTEP (Tag 1). Die Unterschiede der untersuchten
mikromorphologischen Parameter zwischen den Gruppen sind nur geringfligig, sodass
von homogenen Merkmalen zum Zeitpunkt Tag 1 ausgegangen werden kann. In der
Untersuchung der Regeneratfasern liel3en sich nur vereinzelt Muskelfasern mit dem
Merkmal zentralstéandiger Kerne vorfinden. In gleicher Weise waren Baseline-Werte flr

die Anzahl immunologischer Zellen (Lymphozyten, Makrophagen) an Tag 1 gering.

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe
N=7 N=7 N=6

Muskelfaserdurchmesser (um) 60,5 +13,6 57,0 +11,3 61,7 £10,0
Regeneratfasern (pro mmz) 0,8 +0,9 0,6 £0,7 0,6 £0,4
Typ-lI-Faser Anteil (%) 25,2 +11,5 34,6 +12,3 25,1 +16,0
Gefalie (pro ROI) 6,7 1,1 56+1,1 6,9+1,0
T-Lymphozyten (pro mmz) 1,3+£1,3 2,7 £4,7 537,55
Makrophagen (pro mmz) 0,02 0,1 0,04 +0,1 0

Tabelle 5: Ubersicht der histologischen Baseline-Werte der Kontroll- und der Therapiegruppen
angegeben als Mittelwert +SD.
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5.3.1 Einfluss der PLX Zellen auf den Muskelfaserdurchmesser
12 Wochen postoperativ wies der Faserdurchmesser der Placebogruppe einen im
Vergleich zur Baseline -5,2 £3,4 pym kleineren Wert auf. In den beiden PLX Gruppen
zeigte sich kein relevanter Unterschied des Faserdurchmessers zur Baseline (150M
Gruppe: +1,2 £3,3 um; 300M Gruppe: +0,3 £3,2 um) (Abb. 16). Statistisch zeigte sich
kein signifikanter Unterschied zwischen der Placebo und der 150M Gruppe (p=0.190)
beziehungsweise der 300M Gruppe (p=0.250).

A Faserdurchmesser in pm
N
1

4 -
-6
150M vs. Placebo: p=0.190
-8 1 300M vs. Placebo: p=0.250 -
-10

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 16: Veranderung der Muskelfaserdurchmesser des GM in um +SE von Tag 1

(Baseline) zur Woche 12 in der Kontroll- und den Therapiegruppen.
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5.3.2 Einfluss der PLX Zellen auf die Anzahl der Regeneratfasern
12 Wochen postoperativ fand sich in den GM Biopsien der Placebogruppe die héchste
Anzahl an Regeneratfasern mit +4,8 +2,2/ mm?®. In den Therapiegruppen zeigte sich
eine nur leichte Zunahme der Regeneratfasern (150M Gruppe: +1,8 +2,1/ mm?, 300M
Gruppe: +1,9 +2,1/ mm?®) (Abb. 17). Die Unterschiede zwischen Placebogruppe und
Therapiegruppen zeigten keine statistische Signifikanz (150M vs. Placebo p=0.365;
300M vs. Placebo p=0.378).

7 _ 150M vs. Placebo: p=0.365 |
300M vs. Placebo: p=0.378

A Anzahl Regeneratfasern pro mm?
w

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 17: Veranderung der Anzahl der Regeneratfasern pro mm? des GM +SE von

Tag 1 (Baseline) zur Woche 12 in der Kontroll- und den Therapiegruppen.
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5.3.3 Einfluss der PLX Zellen auf die Fasertypverteilung
Die Fasertypverteilung kann Abbildung 18 entnommen werden. 12 Wochen
postoperativ zeigten sich nur geringe Verdnderungen (Placebo: +2,7 £2,8%; 150M
Gruppe: +0,4 £2,8%; 300M Gruppe: -3,3 £2,8%). Insgesamt ergaben sich keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (150M Gruppe vs.
Placebo p=0.579; 300M Gruppe vs. Placebo p=0.147).

150M vs. Placebo: p=0.579

'[ 300M vs. Placebo: p=0.147

A Prozentualer Fast-Faseranteil in %

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 18: Veranderung des Anteils der Fast-Fasern (Typ Il Fasern) in % £SE aller
Muskelfasern des GM von Tag 1 (Baseline) zur Woche 12 in der Kontroll- und den

Therapiegruppen.

5.3.4 Einfluss der PLX Zellen auf die Gefal3dichte
In allen Gruppen kam es postoperativ zu einer Zunahme der GefalRe pro ROI. Die
Placebogruppe wies einen absoluten Zuwachs von +2,4 +0,7, die 150M Gruppe von
+2,5 +0,7 und die 300M Gruppe von +3,3 £0,7 GefalRen pro ROI auf (Abb. 19). Weder
zwischen der 150M Gruppe und dem Placebo (p=0.888), noch zwischen der 300M
Gruppe und dem Placebo bestanden signifikante Unterschiede (p=0.350).
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150M vs. Placebo: p=0.888

4 300M vs. Placebo: p=0.350 T

A Anzahl Gefa3e pro ROI

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 19: Veranderung der GefaRdichte des GM pro ROI +SE von Tag 1 (Baseline)

zur Woche 12 in der Kontroll- und den Therapiegruppen.

5.3.5 Einfluss der PLX Zellen auf die T-Lymphozyteninfiltration
In allen Gruppen kam es postoperativ zu einem Anstieg der T-Lymphozyten in den
histologischen Praparaten. In der Placebogruppe stieg die Anzahl von T-Lymphozyten
pro mm? um +30,1 +16,6. In den Therapiegruppen war die Veranderung statistisch
ohne Unterschied zur Placebogruppe (150M Gruppe: +20,3 +16,2/ mm?; 300M Gruppe:
+23,1 +16,8/ mm? (Abb. 20). Die gemessenen Lymphozyten waren dabei auffallend im
Bindegewebe bzw. am Ubergang zwischen Binde- und Muskelgewebe lokalisiert und
als ,Cluster” formiert. Zudem zeigte sich eine verstarkte Ansammlung in unmittelbarer
Néahe zu GefalRen (Abb. 21). Im Muskelgewebe selbst waren nur wenig Lymphozyten

vorzufinden.
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Abbildung 20: Veranderung der Anzahl der T-Lymphozyten des GM pro mm? +SE von

Tag 1 (Baseline) zur Woche 12 in der Kontroll- und den Therapiegruppen.

Abbildung 21: Darstellung eines Lymphozytenclusters (L) am Ubergang von

Bindegewebe (B) zum Muskelgewebe (M) (200fache VergréRerung).
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5.3.6 Einfluss der PLX Zellen auf die Makrophageninfiltration

12 Wochen postoperativ verédnderte sich die Infiltration von Makrophagen nur
geringfiigig. Die Placebogruppe hatte mit +2,8 +1,2 Makrophagen/ mm? den grofRten
Anstieg. In der 150M Gruppe gab es eine Anderung von +1,0 +1,2 Makrophagen/ mm?.
Die 300M Gruppe lag mit +1,9 +1,2 Makrophagen/ mm? zwischen den anderen
untersuchten Gruppen (Abb. 22). Signifikante Unterschiede zwischen den
Therapiegrupppen und der Placebogruppe konnten nicht festgestellt werden (150M vs.
Placebo p=0.287; 300M vs. Placebo p=0.570).

5
150M vs. Placebo: p=0.287

4 I
NE 300M vs. Placebo: p=0.570
£
o
e 3
c
)
Qo
£ T
& 2
=4
[}
=
< 1 -
(]
N
c
<
i

0 -

-1

Placebo 150M Gruppe 300M Gruppe

Abbildung 22: Veradnderung der Anzahl der Makrophagen pro mm? +SE von Tag 1
(Baseline) zur Woche 12 in der Kontroll- und den Therapiegruppen.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird erstmals in einer klinischen Studie der Einfluss von PLX
Zellen auf ein Skelettmuskeltrauma anhand von morphologischen Veranderungen
untersucht. Dabei konnte in der makromorphologischen Untersuchung der
Muskelvolumina ein signifikanter Unterschied zwischen der Low-dose (150M)
Therapiegruppe und der Placebogruppe 26 Wochen postoperativ festgestellt werden. In
der 300M Gruppe konnte demgegentuber kein Unterschied zum Placebo nachgewiesen
werden. Alle anderen morphologischen Parameter (Makro- und Mikrostruktur) der
Therapiegruppen wiesen keinen signifikanten Unterschied im Vergleich zur
Placebogruppe auf. Damit kann die Alternativhypothese nur fur den Parameter
Muskelvolumen und der 150M Gruppe bestatigt werden. Fir alle anderen Parameter ist

die Nullhypothese zu untersttitzen.

6.1 Beurteilung der Makromorphologie

Mit Hilfe von bildgebenden Verfahren konnte bereits in einigen Studien dargestellt
werden, dass der invasive Eingriff einer HTEP zu Veranderungen der periartikuléaren
Muskulatur fuhrt 22124127 Besonders die Beurteilung des GM als wichtigster Stabilisator
des Huftgelenks ist von groBer Relevanz. Vorzugsweise bei symptomatischen
Patienten mit Einschrankungen des Gangbildes oder postoperativen Schmerzen finden
sich hierbei Schaden im GM, die durch eine Muskelatrophie oder fettige Infiltrate

11

gekennzeichnet sind Um Veranderungen des kontraktilen Gewebes der

Glutealmuskulatur nach einer Huftprothesenimplantation zu evaluieren, bestimmten

Miller et al. 1%

in ihrer Studie die Querschnittsflache des GM in einer definierten axialen
MRT-Aufnahme im unteren Drittel der Verbindungslinie zwischen Beckenkamm und
Trochanterspitze. AnschlieBend verglichen sie praoperative Werte mit Aufnahmen zu
den Zeitpunkten 3 Monaten und 12 Monaten postoperativ. Ziel der Studie war es,
mogliche Unterschiede zwischen einem transglutealen und einem minimal-invasiven
anterolateralen Zugang auf den GM zu untersuchen. Sowohl nach 3 als auch nach 12
Monaten postoperativ kam es in beiden Gruppen nur zu geringen Veranderungen der
Querschnittsflache. Zwar konnte man nach 12 Monaten beim transglutealen Zugang

eine leichte Atrophie zur Baseline feststellen, diese war jedoch nicht signifikant 2.
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In der vorliegenden Arbeit zur Analyse des Einflusses der PLX bei einem transglutealen
Zugang untersuchten wir nicht nur die Querschnittsfliche einer einzelnen Aufnahme,
sondern verwendeten alle im MRT identifizierten Querschnitte fir eine Berechnung des
Muskelvolumens, um die Muskelmasse zu quantifizieren. Der signifikante Zuwachs des
Muskelvolumens in der 150M Gruppe nach 26 Wochen bildet die Hauptaussage der
morphologischen Untersuchungen dieser Studie. Interessanterweise korrelieren diese
Daten stark mit den Ergebnissen der in dieser Studie durchgefuhrten funktionellen
Analysen (NCT01525667). Die mittels Dynamometer (Biodex 3 Pro, Biodex Medical
System Inc., New York, USA) gemessene isometrische Maximalkraft des verletzten GM
zeigte gleichermalRen nach 26 Wochen den grof3ten Anstieg in der 150M Gruppe,
welcher im Vergleich zum Placebo ebenfalls signifikant war. Die 300M Gruppe erreichte
in der Kraftanalyse analog zur Untersuchung des Muskelvolumens Werte zwischen
dem Placebo und der 150M Gruppe. Die Zunahme des Muskelvolumens unter der
Zelltherapie konnte eine Erklarung fur den Kraftzuwachs sein, da das Volumen ein
wichtiger Faktor fiir die mechanische Leistung eines Muskels ist *?®. Grabowska et al.
114 \wiesen schon 2012 in ihrem Tierexperiment darauf hin, dass MSC das Potential
besitzen, die Muskelmasse verletzter Skelettmuskulatur zu steigern. In ihrem
Mausmodell wurde der Musculus Gastrocnemius durch eine Cardiotoxininjektion
geschadigt und anschlieBend 1x10° MSC aus humaner Nabelschnur transplantiert. Fur
die Kontrollgruppe wurde physiologische Kochsalzlosung verwendet. Nach einem 14-
tagigen Regenerationsprozess wurde der Muskel isoliert und sein Gewicht ermittelt.
Ubereinstimmend zu unseren Ergebnissen konnte unter der Zelltherapie eine signifikant
héhere Muskelmasse festgestellt werden .

Neben der Untersuchung der Muskelvolumina lassen sich mit Hilfe hochwertiger MRT-
Bilder auch Aussagen Uber die Binnenstruktur des GM und der fettigen Infiltration
treffen. Da fur die Degeneration der Huftmuskulatur kein eigenes Klassifikationssystem
existiert, nutzten viele Studien die 1994 von Goutallier **° etablierte Klassifikation, um
den muskularen Fettgehalt zu quantifizieren °*1125127130 Dbiese wurde urspriinglich fir
eine computertomographische Beurteilung der  fettigen Atrophie der
Rotatorenmanschette entwickelt und besteht aus folgenden Stufen: Grad 0 — Kein Fett,
Grad 1 — Muskel enthalt wenige Fettstreifen, Grad 2 - weniger Fett als Muskelmasse,
Grad 3 — Fettige Atrophie und Muskelmasse identisch, Grad 4 — mehr fettige Atrophie

27

als Muskelmasse ?°. Engelken et al. **’ zeigten auch fir die Anwendung auf die

Glutealmuskulatur eine hohe Reliabilitat dieser Methode. Die vorliegende Studie
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bedient sich hingegen der Methode einer exakten prozentualen Beurteilung der fettigen
Atrophie, wie nach von Roth et al. ' beschrieben, um prazise Daten fiir die
Gruppenvergleiche zu erhalten. Die praoperativen Werte des gesamten Fettanteils mit
3,7% in der Placebogruppe, 6,8% in der 150M Gruppe und 3,3% in der 300M Gruppe
sind vergleichbar mit den Daten von von Roth et al. *. In deren Studie zeigten die 15
untersuchten Patienten zur primaren HTEP eine durchschnittliche fettige Atrophie des
Gesamtmuskels von 3,6%. Ein postoperativer Anstieg des Fettgehalts nach 26 Wochen
auf 11,5%, wie er bei von Roth et al. * festgestellte wurde, konnte in unserer Studie
allerdings in keiner Gruppe gefunden werden. In der vorliegenden Arbeit veranderten
sich die fettigen Infiltrate nur minimal, was fir einen sehr guten postoperativen Verlauf
spricht. Wahrend sich der prozentuale Fettgehalt in der Placebo- und der 300M Gruppe
nur um 1,8% und 2,5% erhohte, erreichte die 150M Gruppe nach 26 Wochen fast
wieder die Baseline-Werte. Zu erwahnen ist aber, dass die 150M Gruppe zum Tag 1
bereits mit einem hoheren Ausgangswert von 6,8 £7,2% gestartet ist. Insofern
erreichten alle Gruppen nach 26 Wochen ungefahr das gleiche Niveau. Betrachtet man
den postoperativen prozentualen Fettgehalt in den einzelnen drei untersuchten
Segmenten des GM (anterior, medius, posterior) zu den unterschiedlichen Zeitpunkten,
so fallt auf, dass sich das iatrogene Muskeltrauma vor allem auf die vorderen beiden
Segmente auswirkt (Tabelle 4). Der posteriore Anteil war meist weniger betroffen. Diese
Beobachtung entspricht auch Ergebnissen der Studie von von Roth et al.' und
Pfirrmann et al. **, bei deren Betrachtung des GM nach einer Traumatisierung durch
einen transglutealen Zugang der posteriore Teil Uberwiegend verschont geblieben ist.
Insgesamt lassen die Ergebnisse vermuten, dass die nachgewiesene
Volumenzunahme des GM in der 150M Gruppe ohne Anstieg des Fettgehaltes
einherging und auf der Zunahme kontraktilen Muskelgewebes beruht. Die
Volumenzunahme kdnnte somit eine Ursache fir den oben beschriebenen Zuwachs in
der isometrischen Maximalkraft sein und einen mdglichen Wirkmechanismus der PLX

Zellen darstellen.

6.2 Beurteilung der Mikromorphologie
Um die Wirkweise der PLX Zellen besser zu verstehen, ist eine vergleichende Analyse
der Mikrostruktur zu den gemessenen Verdnderungen auf makrostruktureller Ebene

von grolBer Relevanz. Die mikrostrukturelle Beurteilung dient vor allem dazu,
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histologische Veranderungen zu finden, die den Effekt einer Volumenzunahme
erklaren. Hier muss jedoch einschrankend angemerkt werden, dass es sich bei den
Biopsien um Feinnadelbiopsien einer umschriebenen Muskelregion handelt, welche
zwar als repréasentativ angesehen werden kénnen, trotzdem aber nur einen kleinen
Ausschnitt aus dem Gesamtmuskel darstellen.

Die Grof3e von Muskelfasern und die Position der Kerne konnen als Marker fur
regenerierende Muskelfasern verwendet werden. Wahrend sich in der frihen Phase der
Regeneration die Kerne noch zentralstdndig befinden, kommt es erst im weiteren
Reifeprozess zu einer Wanderung in die Peripherie. Gleichzeitig nimmt die Grol3e der
Muskelfasern wahrend der Reifung zu *. Aufgrund dieser Tatsache benutzen viele
Studien dieses Phanomen, um das Regenerationspotential von MSC quantitativ zu

untersuchen °731133

. In unserer Analyse 12 Wochen postoperativ zeigte sich ein
mikromorphologisches Muster, welches in den Ergebnissen der Volumen- als auch der
Kraftanalyse ein Korrelat fand. Die Placebogruppe wies eine Verringerung des
Faserdurchmessers sowie einen Anstieg der Regeneratfasern auf. Beides sind
Hinweise darauf, dass in dieser Gruppe die Regeneration der Muskulatur noch
andauert. In den Therapiegruppen konnten nur marginale Unterschiede zur Baseline
beobachtet werden, was mit einer bereits abgeschlossenen Regeneration erklart
werden kann. Somit kdnnte man annehmen, dass der Volumen- und Kraftzuwachs auf
einen schneller ablaufenden Regenerationsprozess zurlckfuhrbar ist. Schon Ninagawa
et al. ** konnten in ihrem Mausexperiment an verletzter Tibialis anterior Muskulatur
eine schnellere Genesung in den morphologischen Parametern unter der Therapie mit
MSC nachweisen. Anstatt von PLX Zellen wurden dagegen embryonale MSC (E-MSC)
und nicht adulte MSC verwendet. In den histologischen Analysen von Ningawa et al.
wurde nicht der Faserdurchmesser bestimmt, sondern als Aquivalent fur die
GrolRenentwicklung die totale Querschnittsflache an Muskelfasern. In ihrem Experiment
erreichte die mit E-MSC behandelte Muskulatur drei Wochen nach der Schadigung fast
eine vollstdandige Erholung. Die Gesamtquerschnittsflaiche stieg auf den Wert
nichtgeschadigter Fasern an und auch die zentralstiandigen Kerne, die nach einer
Woche erstmals sichtbar wurden, waren kaum noch vorhanden. In der Kontrollgruppe
ohne Zelltherapie konnte in diesem Zeitraum nicht die gleiche Fasergréf3e und -reife
erreicht werden. Sogar nach 4 Wochen zeigten die Muskelfasern keine vollstdndige
Genesung 2. In einer Untersuchung mehrfach verletzter Soleusmuskulatur der Ratte

[ 133

konnten Andrade et a ebenfalls eine schnellere Regeneration unter der Therapie
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von BMMSC nach 4 Wochen nachweisen. Obwohl beide Studien einen
abgeschlossenen Reparaturprozess bereits nach 4 Wochen feststellten, zeigte eine
Studie von Natsu et al. %", dass selbst 12 Wochen nach einem Muskeltrauma noch
Fasern mit zentralstandigen Kernen nachzuweisen sind. Untersucht wurde der Einfluss
von BMMSC auf lazerierte Tibialis anterior Muskulatur. Besonders in den frihen
Stadien begunstigten die BMMSC die Reifung von Muskelfasern, sodass nach circa
einem Monat eine funktionelle Wiederherstellung der Kraftverhaltnisse erreicht wurde.
Histologische Untersuchungen zur Langzeitwirkung stellten in der mit BMMSC
therapierten Gruppe nach 12 Wochen keine Fasern mehr mit zentralstandigen Kernen
fest. In den Kontrollgruppen fanden sich wiederum analog zu unseren Ergebnissen

nach 12 Wochen noch Regeneratfasern °’

. Vergleichende Aussagen zu anderen
klinischen Studien im Humanen sind kaum méglich. Einzig Hogendoorn et al. ***
beschrieben 2014 eine &hnliche Analyse von regenerierenden Fasern in einer
Humanstudie. In ihrer Pilotstudie untersuchten sie die Anwendung autologer BMMSC
zur Therapie partiell denervierter Bizepsmuskulatur an 9 Patienten mit unterschiedlicher
Dosierung. Nach 12 Wochen kam zu einem signifikanten Anstieg des
Faserdurchmessers von 80% des Baselinewertes. Die Anzahl der Fasern mit
zentralstandigen Kernen stieg ebenfalls, jedoch nicht signifikant ***. Gegenuiber unserer
Studie beruhen die Baselinewerte bei Hogendoorn et al. auf bereits atrophierter
Muskulatur der Patienten und nicht auf gesunden Muskelfasern, sodass ein Vergleich
der Faserentwicklungen nur bedingt aussagekraftig ist.

Allgemein konnen Muskelfasern histochemisch wie folgt eingeteilt werden: Typ |
(langsam zuckend, ,slow-twitch“) und Typ Il (schnell zuckend, ,fast-twitch®). In der
Entwicklung von Muskelfasern wird die Ausbildung eines bestimmten Fasertypes durch
die Innervation verschiedener Motoneuronen und innervationsunabhangiger Signale
angeregt ***. Zudem werden die Typ-Il-Fasern noch in weitere Subkategorien IIA, 1B,
[IX gegliedert, basierend auf unterschiedliche Isoformen der schweren Kette des
Myosins *°. Die Typ-I-Fasern sind ermiidungsresistent und besitzen eine eher geringe
Kontraktionsgeschwindigkeit. IThr Vorkommen ist ubiquitdr, jedoch mit einer gréf3eren
prozentualen Verteilung in der Haltemuskulatur. Dahingegen verfigen Typ-llI-Fasern
Uber eine hohe Kontraktionsgeschwindigkeit und erreichen hoéhere Werte in der

Maximalkraft 36

. In einer Vorstudie zu dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden,
dass der Zuwachs der Maximalkraft verletzter Soleusmuskulatur unter der Therapie von

BMMSC von einem Wechsel zu mehr Typ-ll-Fasern 4 Wochen nach Transplantation
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begleitet war **. Ein solcher Fasertypwechsel kénnte ein potentieller Wirkmechanismus
der MSC fur den Kraftzuwachs sein. Die praoperativen Werte des Typ-llI-Anteils der
Patienten unserer Studie betrugen 25,2% (Placebo), 34,6% (150M Gruppe) und 25,1 %
(300M Gruppe). Ergebnisse einer Untersuchung von 1980 Uber die Fasertypverteilung
der Huftmuskulatur bei Patienten mit Koxarthrose ergaben mit 25,6% (<65 Jahre) und
26,8% (>65 Jahre) ahnliche Werte. Dabei liegen diese Prozentzahlen deutlich unter den
bei jungen gesunden Probanden gemessenen Typ-II-Anteil von 54% im GM. Dafir wird
die zunehmende physische Inaktivitat aufgrund der Arthrose verantwortlich gemacht **'.
Entgegen der préklinischen Studie kam es in unserer Studie nach 12 Wochen in allen
Gruppen nur zu minimalen Veranderungen des Faseranteils. Die oben beschriebene
festgestellte hohere isometrische Maximalkraft der 150M Gruppe nach 26 Wochen lasst
sich somit nicht auf Basis einer veranderten Fasertypverteilung 12 Wochen postoperativ
erklaren. Insgesamt ist die Verdnderung der Fasertypverteilungen nach Verletzungen
der Skelettmuskulatur in der Literatur kontrovers beschrieben. 2007 untersuchten
Matsuura et al. **® die Soleusmuskulatur von Mausen nach einem toxininduzierten
Muskeltrauma ebenfalls Gber einen Zeitraum von 12 Wochen. Hervorzuheben ist, dass
sie die Muskulatur zu mehreren Zeitpunkten (2, 4, 8, 12 Wochen) beurteilten, sodass
sie konkret den Verlauf beleuchten konnten. Neben der histochemischen Einteilung in
Slow-(I)- und Fast-(Il)-Fasern analysierten sie auch Hybridfasern mit einer Expression
beider Formen von Myosinketten. Innerhalb der 12 Wochen sank der Typ-lI-Anteil von
53% auf 14% und die Typ-I-Fasern dominierten schlie3lich mit 79%. Der Anteil der
Hybridfasern stieg innerhalb des Untersuchungszeitraumes kurzfristig, sank aber nach
12 Wochen wieder auf ein Niveau der Baseline um die 10%. Matsuura et al.
vermuteten, dass die Expression des Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y-
Coactivator-1a eine wichtige Rolle fur die calciumabhangigen Signalwege spielt, die
relevant sind fur Genexpression von langsamen Typ-l-Fasern und somit eine
Konversion der Fasertypverteilung triggern kénnten. Mit dieser Auffassung Uberpriften
sie die Expression mittels Western Blot und immunhistochemischen Farbungen in den
histologischen Praparaten. Hierbei zeigte sich parallel zum Typ-I-Faseranstieg eine
Zunahme des Proteins Peroxisome Proliferator-Activated Receptor-y-Coactivator-1a 3,
Mendler et al. *** beobachteten hingegen einen komplett anderen Verlauf der
Fasertypverteilung nach einem Muskeltrauma. Die Arbeitsgruppe analysierte 2008
gleichermalRen die Soleusmuskulatur in ihrer tierexperimentellen Studie. Dabel

widmeten sie sich vor allem den Prozessen der Reinnervierung der Muskulatur.
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Zunachst resezierten sie in ihrem Rattenexperiment ein 12 mm Abschnitt des N.
ischiadicus, der anschlieBend chirurgisch rekonstruiert wurde. Nach einem
Heilungsprozess von 3 Monaten induzierten sie in der reinnervierten Muskulatur mittels
Noxetin ein Muskeltrauma. Vergleichbar zu der praklinischen Studie von von Roth et al.
9 zeigte die reinnervierte Soleusmuskulatur eine Dominanz und schnellere Genesung
der Typ-ll-Fasern gegenuber der Typ-lI-Fasern sowohl 3 Monate nach der
Reinnervierung des Ischiasnerv, als auch nach dem weiteren Beobachtungszeitraum
von einem Monat. Als eine mdgliche Erklarung dieses Phdnomens gehen Mendler et al.
davon aus, dass die Regeneration von Typ-llI-Fasern schneller erfolgen kann, da ihre
Genese auch innervationsunabhangig im Gegensatz zu den langsamen Typ-lI-Fasern
ablauft ***. Aufgrund der kontroversen Ergebnisse sind zukinftige Studien, die sich den
zugrunde liegenden Mechanismen der verschiedenen Fasertypverteilungen nach einem
Muskeltrauma widmen, wiinschenswert. Zudem verwendeten die Studien von Matsuura

1.1%8 und Mendler et al.*®*

et a chemische Toxine zur Induktion des Traumas, was die
Vergleichbarkeit zu einer mechanischen Verletzung wie in dieser Arbeit am GM
zusatzlich vermindert. Daher sollten zunehmend auch gezielt mechanische Traumata
untersucht werden.

Wie schon fur PMSC beschrieben, ist auch bei PLX Zellen durch die Sekretion von
trophischen Faktoren der parakrine Wirkmechanismus von vorrangiger Bedeutung >
11 gpeziell der angiogene Effekt der PLX Zellen macht sie attraktiv fir die
Unterstitzung der Geweberegeneration verschiedener Erkrankungen, da das
Aussprossen neuer GefalRe entscheidend flur die nutritive Versorgung des Gewebes ist
> Sowohl in der Studie zur CLI als auch zum Myokardinfarkt resultierte eine gréRere
GefaRdichte nach der Zelltherapie **'%°. Nach der Untersuchung der GefaRdichte in
dieser Studie lasst sich zwar ein Anstieg der Gefal3dichte nach dem Muskeltrauma
bestatigen, nicht aber speziell fur die mit PLX Zellen therapierten Gruppen. Da keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zum Placebo erkennbar waren, lasst sich mit
dieser Arbeit kein angiogener Effekt der PLX Zellen nachweisen. Hervorzuheben ist,
dass die Sekretion des Faktors VEGF von PLX Zellen, welcher an der Angioneogenese
beteiligt ist, vor allem unter hypoxischen Bedingungen verlauft *?%*?2, Da eine Inzision
der Skelettmuskulatur wie in unserem Traumamodell der HTEP kein ischdmisches
Mikromilieu bewirkt, kdnnte die Art der Verletzung Grund fir den fehlenden Effekt sein.

Schon im Rattenmodell unserer Arbeitsgruppe liel3 sich kein signifikanter Anstieg der
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GefalRdichte nach Injektion von BMMSC nach einem Crushtrauma der Ratte
nachweisen %.

Fur die Wirkweise der PLX Zellen sind neben der Ausschittung von trophischen
Faktoren deren immunmodulatorischen Eigenschaften von Interesse. Gerade im
Hinblick auf die Makrophagen und T-Zellen, die als wichtige Zellpopulationen wahrend
der Muskelregeneration agieren, ist deren histologische Untersuchung aufschlussreich.
Ein groRRer Vorteil der Zelltherapie mit PLX Zellen ist deren geringe Immunogenitat im
Empfanger. In bisherigen Arbeiten schien aufgrund der geringen Expression des
Oberflachenmarkers HLA-DR und der Modulierung wichtiger Checkpoints der T-Zell-
Aktivierung eine allogene MHC-inkompatible Nutzung ohne immunologische

Reaktionen durchfiihrbar 115120:139,

In der Aufarbeitung der Phase-I-Studie der
Anwendung von PLX Zellen zur CLI konnte trotz des HLA-Mismatch keine T-Zell-
Stimulierung durch die PLX Zellen nachgewiesen werden **°. Als mégliche Ursache
konnte ein veréndertes Zytokinprofii von immunologischen Zellen, wie den
dendritischen Zellen oder den natirlichen Killerzellen, die Einfluss auf die Aktivierung
von T-Zellen haben, in Frage kommen. So zeigten Consentius et al. *° 2015 in ihrer
Studie bei einer Ko-Kultur von BMMSC und myeloiden dendritschen Zellen eine
immunsuppressive Konstellation mit niedrigen IL-12 und IL-1b sowie hohen IL-10 und
IL-1RA Spiegeln. Ein anti-inflammatorisches Zytokinprofil mit hohen IL-10 Spiegeln
konnte schon Roy et al. **° bei einer Ko-Kultur von PLX Zellen und mononuklearen
Zellen in-vitro nachweisen. AufRerdem konnte in selbiger Studie die Proliferation
aktivierter T-Zellen in Anwesenheit von PLX Zellen in einer dosisabhéangigen Weise
gehemmt werden *?°. In unserer Studie wurde die Anwesenheit von Makrophagen und
T-Lymphozyten 12 Wochen postoperativ evaluiert. Obwohl diese Zellen vor allem das
Anfangsstadium der Regeneration (Inflammation/ Degeneration) pragen, fanden wir
Uberraschenderweise selbst nach 12 Wochen in allen Gruppen einen Anstieg der T-
Lymphozyten gegenuber der Baseline. Dies spricht fur ein langanhaltendes
Entziindungsgeschehen nach der Traumatisierung des GM. Dass dieser Anstieg in der
Placebogruppe ebenfalls vorhanden ist und es keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen gibt, weist darauf hin, dass es sich dabei nicht um eine
Abwehrreaktion gegen die PLX Zellen handelt, sondern um ein generelles
unspezifisches Entziindungsgeschehen im Rahmen der Regeneration nach der HTEP-
Implantation. Zwar findet sich in der 150M und der 300M Gruppe im Vergleich zum

Placebo ein etwas geringerer Anstieg, aufgrund der fehlenden Signifikanz lasst sich
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dieser Unterschied aber nicht sicher den oben beschriebenen immunmodulatorischen
Eigenschaften der PLX Zellen zuordnen.

Im Unterschied zu den T-Lymphozyten kam es in der Untersuchung der Makrophagen
12 Wochen postoperativ nur zu mafigen Veranderungen der Gewebeinfiltration.
Dennoch zeigt sich ein &hnliches Muster in den Behandlungsgruppen (Abb. 19, 21). Der
grof3te Anstieg fand sich erneut in der Placebogruppe. Der Wert der 300M Gruppe lag
ebenso zwischen dem Placebo und der 150M Gruppe. Das einheitliche
Verteilungsmuster bei den T-Zellen und den Makrophagen kdnnte auf gegenseitige
Interaktionen hinweisen, die zwischen den beiden Leukozytengruppen bestehen. So ist
beispielsweise in der frihen Regenerationsphase die Aktivierung der pro-
inflammatorischen M1-Makrophagen noch durch Zytokine der T1-Helfer Zellen gepréagt,
wahrend bei den anti-inflammatorischen M2-Makrophagen Zytokine der T2-Helfer
Zellen dominierend sind ?’. Auch die Beobachtungen eines von Treg beeinflussten
Phanotypenwechsels der Makrophagen zeigen ein komplexes Wechselspiel beider
Leukozytengruppen in der Muskelregeneration %2, Hierbei ist zu erwahnen, dass die in
dieser Studie verwendete CD68-Antigen-Antikdrper-Reaktion sowohl den Phanotyp M1
als auch M2 markiert, sodass keine weiteren Aussagen dariber getroffen werden
kénnen, welcher Subtyp von Makrophagen in unserer Untersuchung postoperativ
dominiert. Betrachtet man die Tatsache, dass die Anzahl der Makrophagen 12 Wochen
postoperativ nur geringfligig von den Baseline-Werten abweicht, kdnnte dies wiederum
fur eine fast abgeschlossene Regeneration mit Regression der Inflammation sprechen.
Hierbei ist der Ruckgang der lymphozytaren Infiltrate anscheinend noch ausstehend.
Leider gibt es derzeit keine anderen Studien, die den Einfluss von PLX Zellen auf die
Immunologie nach morphologischen Parametern in &hnlicher Form untersuchen,
sodass hierzu keine vergleichenden Aussagen getroffen werden koénnen. Jedoch
existieren flr andere PMSC vereinzelt tierexperimentelle Studien, die eine Inflammation
unter der Zelltherapie im Muskelgewebe bei verschiedenen Krankheitsbildern
histologisch analysieren 2% Dabei wird in der Literatur bereits eine Dezimierung von
Immunzellen unter PMSC-Therapie beschrieben. Bei Zhang et al. *? bewirkte die
intramuskulare Transplantation von allogenen PMSC bei einer iatrogen erzeugten
Hinterlaufischdmie der Maus eine signifikant verminderte Infiltration von Neutrophilen
und Makrophagen im Muskelgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe 72 Stunden nach
Ligatur der GefalRversorgung. Passend dazu waren auch die pro-inflammatorischen

Zytokinlevel von TNF-a und IL-6 reduziert **2. Zu einem spéateren Zeitpunkt nach einer
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Intervention untersuchten Ishikane et al. **° die Infiltration von Makrophagen und T-
Zellen im Herzmuskelgewebe bei Anwendung von allogenen PMSC aus dem
Amnionepithel bei einer experimentell erzeugten Myokarditis der Ratte. Nachdem eine
autoimmune Myokarditis durch ein spezielles Immunisierungsverfahren eingeleitet
wurde, erfolgte am Tag 7 eine systemische Applikation der PMSC oder eines Placebos
durch eine intraventse Gabe und erst am Tag 21 eine histologische Analyse des
Herzmuskelgewebes als zielfihrende Untersuchung. Unter der Zelltherapie kam es
sowohl zur Reduzierung der Makrophagen- als auch der T-Zelleninfiltration 4°.
Betrachtet man die Zeitpunkte der histopathologischen Befundung in beiden
beschriebenen Studien, fallt auf, dass diese im Vergleich zur vorliegenden
Skelettmuskelstudie deutlich friher stattfanden. Eine Analyse wie in dieser Arbeit nach
12 Wochen ist bisher einmalig. Es ist durchaus maoglich, dass die PLX Zellen in unserer
Studie wahrend der frihen Regenerationsphase nach der HTEP-Implantation in
gleicher Weise eine Immunmodulation hervorgerufen haben, diese aber nach 12

Wochen kaum noch zu erkennen ist.

6.3 Beurteilung der Dosierung

Die Betrachtung der Ergebnisse wirft die Frage auf, warum die 150M Gruppe
signifikante Unterschiede in der Volumenzunahme zum Placebo zeigt, die 300M
Gruppe aber paradoxerweise nicht. Dieses Phanomen zeigt sich ebenso bei der
funktionellen Untersuchung der isometrischen Maximalkraft, in der sich die 300M
Gruppe als unterlegen erwies und Werte zwischen denen der Placebogruppe und der
150M Gruppe erreichte. Nach der Vorstudie von Winkler et al. ** iber die Dosierung
von BMMSC im Crushmodell der Ratte ware mit steigender Dosis auch ein besseres
Outcome zu erwarten. Zwar beschrénkt sich im Rattenmodell die maximale Dosis auf
10’ Zellen und liegt damit unter der hier verwendeten High-Dose von 300 x 10° Zellen,
ist aber in dem tierexperimentellen Setting im Bezug auf das Korpergewicht der Ratte
eine relevante Hochdosis. Die 300M Gruppe erreicht in den anderen Endpunkten
(Faserdurchmesser, Anzahl der Regeneratfasern, T-Lymphozyten und Makrophagen)
ebenso Werte zwischen dem Placebo und der 150M Gruppe. Dies lasst vermuten, dass
eine hohe Zelldosis zur Limitation der Wirksamkeit in der Regeneration fuhren kann.
Dieser Sachverhalt wird auch in anderen Arbeiten zu Dosierungseffekten von MSC

beschrieben 1914143 Als eine mogliche Ursache werden in der Literatur nutritive
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Engpasse der Zellen bei hohen Zelldosen geschildert, woraus sowohl Einschrankungen
fur die Funktion als auch fur das Zelluberleben resultieren. Schliel3lich mussten bei
einer Erhéhung der Konzentration der Zellen um das Doppelte bei gleichem Volumen
doppelt so viele Zellen versorgt werden. Anderseits kdnnte eine hohe Anzahl injizierter
MSC zu einer Ubermafiigen lokalen immunologischen Reaktion fiihren, die mit einer
Abraumung oder Deaktivierung der MSC einhergeht **!. Unter anderem untersuchten
Saether et al. ** 2014 die Anwendung von allogenen BMMSC zur Therapie eines
traumatisierten Ligaments der Ratte mit zwei unterschiedlichen Dosierungen (Low-
dose, High-dose). Klinisch zeigte sich eine geringere Wundgro3e unter der Low-dose
Therapie. Zusatzlich entdeckten sie unter der Hochdosistherapie hohe Level der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-2 und Interferon (IFN)-gamma und einen
Ruckgang von anti-inflammatorischen M2-Makrophagen, sodass sie vermuteten, dass
der Nutzen der BMMSC dosisabhangig ist 1**. Als weitere Ursache einer Immunreaktion
unter Hochdosistherapie von MSC befiirchteten Schu et al. *** 2012, dass es trotz der
bisher nachgewiesenen immunprivilegierten Eigenschaften der MSC gerade bei
allogener Transplantation mit hohen Dosen zur Ausbildung von Alloantikérpern
kommen kann. Die Aufarbeitung der immunologischen Daten aus den Blutproben der
Studienteilnehmer unserer Studie zu den PLX Zellen zeigt diesbezlglich ebenso ein
interessantes Phanomen. In der 300M Gruppe kam es 6 Wochen postoperativ zu einem
spaten IL-10 Anstieg, welcher mdglicherweise als Gegenregulation einer anhaltenden
Inflammation interpretiert werden kann. Gleichzeitig war in der ELISA-Untersuchung die
IFN-gamma Sekretion von T Zellen erhoht, ein wichtiges Zytokin in der Aktivierung der
zellularen Immunabwehr. Sowohl in der Placebogruppe als auch in der 150M Gruppe
konnten diese Beobachtungen nicht bestétigt werden (NCT01525667). Die Ursachen
dieser komplexen Reaktionen auf das Zellprodukt sind bisher nicht geklart. Somit
sollten bei zukunftigen Anwendungen von PLX Zellen in weiteren klinischen Studien die

Dosierungseffekte konkreter untersucht werden.

6.4 Methodenkritik

Das in dieser Studie angewandte Studiendesign einer randomisierten placebo-
kontrollierten doppelblinden Studie weist die hochste wissenschaftliche Evidenz auf und
ist besonders geeignet, um neue Behandlungsmethoden in der Medizin auf ihre

Wirksamkeit zu prifen. Die Wahl der Dosierung von 150 beziehungsweise 300
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Millionen PLX Zellen in unserem Setting basiert auf den klinischen Studien zur CLI
(NCT00951210, NCT00919958) sowie auf den vorliegenden préklinischen Versuchen.
In den Human-Studien wurden Dosierungen bis zu 600 x 10° Zellen ohne
schwerwiegende unerwinschte Ereignisse appliziert. Die Verwendung des Placebos fur
die Kontrollgruppe ist ethisch vertretbar, da aktuell kein spezifisches Therapieregime fur
Muskelschdden nach HTEP zur Verfugung steht. Den Patienten wurde daher keine
wirksame Therapie vorenthalten.

Die grof3te Limitation dieser Studie ist wahrscheinlich die Gréf3e der Studienpopulation
von 20 Patienten. Da es sich bei dieser Studie primdr um eine Phase | Studie
(NCT01525667) handelte, war vor allem die Sicherheit der humanen Anwendung von
PLX Zellen ein wesentlicher Punkt. Das rechtfertigt die Beschrankung zunéchst auf eine
niedrige Fallzahl. Aufgrund dieser geringen Anzahl sind aber statistische Aussagen
stark eingeschrankt. Moglicherweise konnten weiterfihrende Studien mit grof3eren
Fallzahlen zu weiteren signifikanten Ergebnissen kommen und die Tendenzen, die sich
in dieser Studie gezeigt haben, bestatigen. Diese kdnnten im Vergleich zu dieser Arbeit
auch multizentrisch durchgefihrt werden.

Bei der Betrachtung der demographischen Charakteristika fallt auf, dass die
Geschlechter in den Gruppen ungleich verteilt sind. Die Frauen sind dominierend in der
Placebogruppe vertreten, die Manner in der 300M Gruppe. Diese Verteilung spiegelt
sich auch analog in den Muskelvolumina zum Studienbeginn wieder (Abb. 11). Die eher
mannlich reprasentierte 300M Gruppe besitzt ein grof3eres Muskelvolumen als die
anderen Gruppen. Die Imbalance der praoperativen Muskelmassen von Ménnern und
Frauen wird als Erklarungsmodell fur unterschiedliche Heilungsverlaufe zwischen den
Geschlechtern nach Hiftgelenksersatz benutzt. Ein intraoperativ entstandener
Muskelschaden kann durch mehr Muskelmasse und bessere Hebelarmverhéltnisse bei
Mé&nnern besser kompensiert werden **°. Somit hatte man in der 300M Gruppe bessere
Untersuchungsergebnisse unabhangig von der Dosierung erwarten kdénnen. Da in
unserer Studie die positiven Effekte aber vor allem in der 150M Gruppe und nicht in der
300M Gruppe zu finden waren, relativiert sich dieser Bias. In anderen demographischen
Parametern (Alter, BMI) finden sich kaum Unterschiede, sodass hier von homogenen
Verhéltnissen ausgegangen werden kann.

Die rehabilitativen Mal3hahmen nach dem Gelenkersatz sind von enormer Relevanz fur
die funktionelle Genesung *°. In dieser Studie war die Frithrehabilitation wahrend des

stationdren Aufenthaltes und die Anschlussheilbehandlung im Medical Park
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Humboldtmuhle Berlin fur alle Patienten standardisiert. In dieser frihen postoperativen
Phase herrschten daher gleiche Bedingungen. Inwiefern die Studienteilnehmer nach
der Anschlussheilbehandlung weitere Ubungen zur Kraftsteigerung und Mobilisation im
hauslichen Umfeld durchgefuhrt haben ist ungewiss. Hierzu gibt es keine vergleichende
Dokumentation beziehungsweise Uberprifungen der Compliance. Individuelle
Unterschiede des Trainings konnten daher die Ergebnisse speziell fur die spateren
Untersuchungszeitpunkte nach 12 oder 26 Wochen beeinflusst haben.

Allgemein ist die Wahl der optimalen Messzeitpunkte differenziert zu betrachten. Die fir
die makromorphologischen Untersuchungen verwendete MRT als nichtinvasives
Verfahren ist ausgezeichnet geeignet fur mehrmalige Anwendungen, sodass durch die
Zeitpunkte 6, 12 und 26 Wochen postoperativ sowohl die Frih- als auch die
Langzeitwirkung untersucht werden konnte. Primare Endpunkte fir die
Gruppenunterschiede in dieser Arbeit waren jedoch die Langzeitergebnisse nach 26
Wochen, da diese flur das Outcome die gro3te Relevanz haben. Fur die Auswertung der
Mikromorphologie verwendeten wir Stanzbiopsien die mittels bereits beschriebener
Methode gewonnen wurden. Um die Belastung fur die Patienten so gering wie maoglich
zu halten, beschrankte sich die postoperative Messung auf eine Biopsie. Die
Entscheidung, den Messzeitpunkt 12 Wochen postoperativ zu wahlen, ist dabei ein
Kompromiss zwischen der Analyse der frihen und der spaten Regenerationsphase. Ein
Uberblick tber den Verlauf der gemessenen histologischen Parameter wére
winschenswert, da eine Messung nur einen einzigen Moment der
Regenerationsablaufe skizziert. Einerseits kdnnte die Vermutung einer beschleunigten
Regeneration unter der Zelltherapie, basierend auf der GréRe der Faserdurchmesser
und der Anzahl der Regeneratfasern nach 12 Wochen, aber auch der
immunmodulatorische Einfluss auf Makrophagen und T-Zellen mit friheren Messungen
zusatzlich Gberprift werden. Andererseits ist auch die Entwicklung der Mikrostruktur
nach 26 Wochen ungeklart. Da sich die signifikant positiven Effekte sowohl in der
isometrischen Maximalkraft als auch in der Volumenanalyse erst in der
Langzeituntersuchung widerspiegelten, wére eine parallele Untersuchung des

Faserdurchmessers und der Fasertypverteilung besonders aufschlussreich.
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6.5 Ausblick

Derzeit stellt die Therapie verletzter Skelettmuskulatur ein noch immer ungelOstes
Problem in der Orthopadie und Unfallchirurgie dar. Die Zelltherapie, speziell mit MSC,
gilt als vielversprechendes Therapiekonzept. Zwar existieren bereits einige Studien, die
mesenchymale Stromazellen unterschiedlicher Herkunft in tierexperimentellen Studien
zu Muskelerkrankungen untersuchen, Kklinische Anwendungen sind indes kaum
beschrieben. Insofern sind die Erkenntnisse dieser Phase I/l Studie von besonderer
Relevanz, trotz der nur teilweise vorhandenen signifikanten Effekte der Zelltherapie auf
die Morphologie.

Die in dieser Studie verwendeten PLX Zellen als Vertreter der MSC plazentaren
Ursprungs haben diverse Vorteile. Die Plazenta selbst ist eine interessante Quelle fur
die Gewinnung von MSC, da durch ihre Verfugbarkeit nach einer Geburt keine
zusatzlichen Interventionen noétig sind. Zudem ist aufgrund der Herstellung nach
kontrollierten Standards eine hohe Qualitéat des Zellproduktes erreichbar. Durch die
Moglichkeit einer allogenen Anwendung dieses Zellproduktes entfallt bei der
unmittelbaren Therapie akuter Erkrankungen eine zeitaufwendige Kultivierung und
Herstellung bis zur Transplantation. Bisherige Studien beschreiben fir die PLX Zellen
regenerationsférdernde Eigenschaften durch parakrine und immunmodulatorische
Wirkweisen bei verschieden Erkrankungen 1*°129122139 Bbie morphologischen Analysen
dieser Dissertation charakterisieren nun den Zuwachs kontraktilen Muskelgewebes
unter der Anwendung von PLX Zellen im Muskeltrauma als mogliche weitere
Wirkweise. Diese erstmalige und erfolgreiche klinische Anwendung von PLX Zellen im
Bereich der Orthopadie gibt den Impuls weitere Untersuchungen anzuschliel3en. So ist
der Einsatz von PLX Zellen bei anderen Verletzungen der Skelettmuskulatur zweifellos
anzustreben. Denkbar waren Erkrankungen wie die Rotatorenmanschettenruptur der
Schulter oder andere intramuskuldre Muskelrisse durch Sportverletzungen. Um das
maximale Potential der Zellen zu erreichen, wéare eine zuséatzliche Kombination mit
verschiedenen Biomaterialien denkbar. Scaffolds, d.h. Matrices, welche mit den Zellen
besiedelt werden, kénnen das Mikromilieu von Zellen optimieren und so deren
Wirkweise unterstiitzen *’. Zudem sollten zukiinftige Studien zu diesem Zellprodukt die
Wirkmechanismen in humanen oder tierexperimentellen Studien noch weiter vertiefen,
da die in dieser Arbeit festgestellten Effekte auf die Morphologie hinsichtlich der kleinen

Studienpopulation nur eingeschrénkt Auskunft Gber die Beeinflussung der PLX Zellen
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auf die komplexen Vorgdnge der Regeneration geben. Nichtsdestotrotz liefert die
vorliegende Arbeit mit der erstmaligen humanen Anwendung der PLX Zellen zur
Muskelregeneration einen wichtigen Beitrag, um diese Form der Therapie im klinischen

Alltag zu etablieren.
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