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1 Zusammenfassung

Durch Unfalle, sportliche Aktivitaten oder chirurgische Eingriffe verursachte Muskelverlet-
zungen stellen eine ernstzunehmende Problematik im klinischen Alltag aller Fachrichtungen
dar und schranken Patienten oft lebenslang ein. Obwohl die Skelettmuskulatur Gber gute in-
trinsische Regenerationsfahigkeiten verfiigt, kommt es posttraumatisch oft zu einem Funkti-
onsdefizit der Muskulatur. Die Ursachen hierfur kdnnen sowohl in einem insuffizienten Wie-
deraufbau von funktionellem Muskelgewebe als auch in einer tberschiel’enden Fibrosierung
innerhalb des verletzten Muskels gesucht werden. Aktuelle Behandlungsmdglichkeiten be-
schrénken sich auf Ruhigstellung, Kihlung, Kompression und Hochlagerung der Muskulatur.
Fur weitere Therapieansatze, wie bspw. der Applikation von nicht-steroidalen, anti-
inflammatorischen Medikamenten konnten bisher nur unbefriedigende Ergebnisse beobachtet
werden. Ein aktuell diskutierter und untersuchter Gegenstand ist die potenzielle Nutzung von
mesenchymalen Stammzellen (MSCs) in klinischen Fragestellungen. Hierzu wurden ver-
schiedene vielversprechende Beobachtungen in unterschiedlichen Fachbereichen wie der
Kardiologie oder der Neurologie publiziert. In Vorarbeiten konnte sowohl der positive Effekt
einer lokalen Transplantation von MSCs auf die funktionelle Muskelregeneration nach einem
Trauma als auch die Abhangigkeit der funktionellen Regeneration von der Menge der trans-
plantierten MSCs nachgewiesen werden. Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit ergibt sich
aus der Untersuchung des Einflusses verschiedener Transplantationszeitpunkte von autologen
MSCs in einen verletzten Muskel auf dessen funktionelle Muskelregeneration. Die primére
Hypothese der Dissertation besagt, dass eine direkt auf das Muskeltrauma folgende Trans-
plantation von MSCs einer verzégerten Transplantation in Bezug auf die Muskelregeneration
unterlegen ist. Weiterhin wurde davon ausgegangen, dass sowohl eine sofortige als auch eine
verspatete Transplantation von MSCs einen positiven Einfluss auf die Muskelregeneration
hat.

Fur den Versuch wurden 27 weibliche Sprague-Dawley Ratten in drei Gruppen (n=9) aufge-
teilt. Die Zellgewinnung erfolgte aus dem tibialen Knochenmark. Zwei Wochen auf die Zell-
entnahme folgend wurde den Versuchstieren ein standardisiertes, stumpfes Trauma des Mus-
culus soleus zugefugt. Es wurde eine unmittelbar auf das Trauma folgende Transplantation
mit einer um eine Woche versetzten Transplantation verglichen. Beide Gruppen erhielten je-
weils 2 x 10® MSCs in den verletzten Muskel injiziert, zum Zeitpunkt der Transplantation der
Vergleichsgruppe wurde physiologische Kochsalzlésung verabreicht. Der Kontrollgruppe

wurde zu beiden Zeitpunkten physiologische Kochsalzldsung injiziert. Vier Wochen nach dem
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Trauma wurde die Kraft der tetanischen sowie der fast-twitch (FT)-Kontraktionen des M. so-
leus in vivo durch beidseitige Stimulation des Nervus ischiadicus gemessen. Weiterhin wurden

die Zellen auf ihre Adhé&sions- sowie auf ihre Differenzierungsfahigkeit untersucht.

Messungen ergaben einen Verlust der urspringlichen Kontraktionskraft von 62 % bei tetani-
scher und 43,5 % bei FT-Kontraktion durch die Traumatisierung. Durch lokale Injektion von
MSCs konnte am M. soleus unabhangig vom Transplantationszeitpunkt im Vergleich zur
Kontrollgruppe eine relative Steigerung der tetanischen Kraft um 51,5 % und von 66,5 % der
Kraft bei FT-Kontraktionen beobachtet werden. Tetanische und FT-Kontraktionskrafte waren
nach Transplantation von MSCs im Vergleich zu nicht-transplantierten Tieren signifikant
(p<0,05) groRer. Im Gegensatz zur Hypothese konnte bei Vergleich der sofortigen mit der
verspateten Transplantation weder fur tetanische Kontraktionen (p=0,73) noch fur FT-
Kontraktionen (p=0,93) ein signifikanter Unterschied der Kontraktionskréfte festgestellt wer-
den. Der Vergleich der verschiedenen Transplantationszeitpunkte zur Kontrollgruppe ergab
einen signifikant geringeren Kraftverlust (p<0,05) sowohl bei FT als auch bei tetanischen
Kontraktionen fir die verspétete Transplantation. Die sofortige Transplantation konnte eine
signifikante Verbesserung (p<0,05) der Kontraktionskraft bei FT-Kontraktionen erreichen, bei
tetanischen Kontraktionen war eine Tendenz zu einer Verbesserung zu beobachten. Es zeigte
sich kein signifikanter Einfluss (p=0,85) einer Zelltransplantation auf die Twitch / Tetanus
Ratio der Muskulatur. Jedoch konnte eine signifikante Verschiebung (p<0,005) der Ratio be-
dingt durch die Traumatisierung unabhé&ngig von Zugehorigkeit zu den unterschiedlichen

Transplantationsgruppen beobachtet werden.

Durch diese Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass eine sofortige wie auch die verspé-
tete Transplantation von autologen MSCs in Bezug auf ihren Einfluss auf die funktionelle
Muskelregeneration nach einem Trauma gleichwertig sind, jedoch sowohl eine sofortige wie
auch eine verspétete Transplantation autologer MSCs einen Vorteil fir die Muskelregenerati-

on erbringen kann.



2 Abstract

Skeletal muscle trauma, often caused by accidents, sportive activities or surgical procedures,
can pose challenging problems in every clinical field and can result in a lifelong restriction for
the patient. Although skeletal muscles have good intrinsic capacities for regeneration, a trau-
ma often results in posttraumatic, functional deficits. Reasons for this can be attributed to an
inadequate reconstruction of contractive, functional muscle tissue as well as to an intramuscu-
lar fibrosis caused by an excessive inflammatory reaction. Other treatment options are limited
to resting, cooling, compression and elevation of the affected muscle. Further therapeutic
means such as the application of non-steroid, anti-inflammatory drugs have shown unsatisfac-
tory results so far. The potential use of mesenchymal stem cells (MSCs) in clinical settings is
much discussed and therefore subject of scientific studies. Promising observations on this
matter have been published in different clinical fields such as cardiology and neurology. In
previous studies we could show a positive effect of a local transplantation of MSCs on the
functional muscle regeneration and further demonstrated a dose-response relationship of
MSC-transplantation after severe skeletal muscle trauma in rats. The aims of the present work
were to examine the influences on the functional muscle recovery for different time points of
the transplantation of autologous MSCs after a severe muscle trauma. It was hypothesized that
an immediate transplantation of MSCs following a trauma is inferior to a delayed transplanta-
tion of MSCs concerning the functional muscle regeneration. Furthermore, it was expected
that both the immediate and delayed transplantation of MSCs will show a positive outcome

regarding the muscle regeneration.

In the experiment, 27 female Sprague-Dawley rats were divided into three groups (n=9). Bone
marrow aspirations were taken from both tibiae of each animal. A standardized, blunt crush
injury was performed on the animals left soleus muscle two weeks following the bone marrow
aspirations. The immediate posttraumatic transplantation of MSCs was compared to trans-
plantation one week later. Both groups were injected with 2 x 10 MSCs into the traumatized
muscle, using a sham injection of saline solution at the point of time the comparison group
was transplanted respectively. The control group was treated with a sham injection of saline
solution at both points of time. The force after both tetanic and fast-twitch (FT) stimulation
was measured in vivo four weeks following skeletal muscle injury by stimulation of the sciatic
nerve on both sides. In a separate experiment, the cells were examined for surface adhesion

and their ability to differentiate into osteogenic and adipogenic lineages.



The traumatized muscles showed a reduction of 62 % of their original tetanic contraction
forces and of 43,5 % of their FT contraction forces caused by the trauma. Local injection of
MSCs into the soleus muscle lead to a relative increase of 51,5 % of tetanic forces and of 66,5
% of FT forces compared to the sham-treated control group independent of the point of time
of the transplantation. Tetanic and FT contraction forces were significantly (p<0,05) higher in
animals after transplantation of MSCs compared with non-transplanted animals. Surprisingly,
the comparison of immediate with delayed transplantation did not result in a significant dif-
ference in contraction forces neither for tetanic (p=0,73) nor for FT stimulations (p=0,93).
The comparison of the different transplantation groups with the sham-treated control group
showed a significantly lower loss of force (p<0,05) in tetanic and FT contractions for the de-
layed transplantation group of MSCs. Moreover, the immediate transplantation of MSCs
could show a significant improvement (p<0,05) to its contraction force at FT stimulation and
the tendency of improvement for tetanic stimulations. No significant changes (p=0,85) to the
Twitch / Tetanus ratio could be observed after the transplantation of MSCs. However, a signif-
icant shift (p<0,005) of the ratio was caused by the injury to the muscle, regardless of the ex-

perimental groups the animals belonged to.

This work proves for the first time, that an immediate as well as a delayed transplantation of
autologous MSCs are equal in regard to their influences on the functional muscle regenera-
tion. Yet it was shown that regarding the functional muscle regeneration, both immediate and
delayed transplantation of autologous MSCs leads to a functional benefit.



3 Einleitung

3.1 Muskulatur

Die Muskulatur ist ein kontraktiles Organ des menschlichen Kdorpers, welches durch eine Ab-
folge von Kontraktion und Erschlaffen innere und &ul3ere Strukturen des Organismus bewe-
gen kann. Die durch Kontraktion erzeugte Kraft dient zahlreichen lebenswichtigen Funktio-
nen des Organismus, wie bspw. den Atembewegungen und der Beférderung des Blutes im
Herz-Kreislauf-System. Gleichzeitig bildet die Muskelkontraktion die Grundlage der Bewe-

gung von Korperteilen und der aktiven Fortbewegung eines Individuums.

3.2 Funktioneller Aufbau der Muskulatur

Das grundlegende strukturelle Element des Muskels ist die Muskelfaser, welche an ihren bei-
den Enden mit dem Bindegewebe einer Sehne oder einer Faszie verbunden ist. Jede Muskel-
faser ist von einer Membran umgeben, die als Endomysium bezeichnet wird. In ein Perimy-
sium genanntes Bindegewebe gebettet, werden mehrere Muskelfasern von dem spater in die
Muskelfaszie (bergehenden Epimysium zu Muskelfaserblindeln zusammengefasst. Mehrere

Muskelfaserbiindel ergeben einen Muskel.

Einzelne Muskelfasern entstehen durch die Fusion mehrerer Myozyten, weshalb sie bei Be-
trachtung die typische Mehrkernigkeit aufzeigen. Von Sarkolemm umgeben, bilden eine
Mehrzahl von Myofibrillen eine einzelne Muskelfaser. Jede Myofibrille wird aus dem Zu-
sammenschluss weiterer Untereinheiten, der Sarkomere gebildet. Sarkomere sind aus ihren
spezifischen Strukurproteinen Aktin und Myosin aufgebaut, die aufgrund der Wechselwirkung
der Aktin- und Myosinfilamente den zentralen Bestandteil des kontraktilen Apparats bilden.
Aus deren Anordnung ergibt sich die typische Querstreifung der Skelettmuskulatur [1, 2].

Nach ihren Kontraktionseigenschaften werden bei Muskelfasern ausdauernde ,,Slow-Twitch
(ST)“, also langsam kontrahierende Fasern und schneller kontrahierende, dafiir auch schneller
ermiidende ,,Fast-Twitch (FT)“ Fasern unterschieden [3]. Die histochemische Analyse flhrte
zu der Unterteilung in Typ I- (Slow) und Typ II- (Fast) Fasern. Mittels einer Myosin ATPase-
Féarbung konnte eine genauere Unterteilung der Muskelfasertypen erfolgen, von den lang-
samsten zu den schnellsten in Typ I, IC, IIC, IIAC, lIA, IIAB und IIB. Es existieren weitere
Unterteilungen der Muskelfasern basierend auf Farbungen von Isoformen der schweren Kette
des Myosins und der biochemischen Identifikation von Enzymen des Energiemetabolismus
der Muskelfaser [4].
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3.3 Muskeltrauma

Muskelschaden entstehen durch duBeren Einfluss bei Verkehrsunféllen, Unfélle am Arbeits-
platz oder Kollisionen wahrend sportlicher Aktivitaten. In chirurgischen Eingriffen bedarf es
oftmals Schnitte durch gesunde Muskulatur, um das Operationsgebiet zu erreichen. Im Be-
reich des Sports haufig zu beobachten sind durch Treten oder Rennen hervorgerufene Mus-
kelverletzungen wie die Zerrung des Musculus biceps femoris [5]. Ein Muskeltrauma stellt
sich als Prellung, Zerrung oder als kompletter Abriss dar, im Rahmen von Platzwunden,
Schnittwunden oder nach lokalen Ischamien. Jede dieser Schadigungen kann zu Verlust von
Muskelmasse und zu Bewegungseinschrankungen fiihren. Selbst die Heilung einer Knochen-
fraktur kann durch ein benachbartes Weichteiltrauma negativ beeinflusst werden [6, 7]. Somit
sind Muskeltraumata eine Herausforderung sowohl in der Sportmedizin, als auch in der
Traumatologie [2, 8].

Die Muskelprellung wird hauptséachlich durch den Aufprall eines stumpfen, nichtpenetrieren-
den Gegenstandes verursacht. Hier erfolgt eine starke, plétzliche Kompression, wodurch das
weichere Muskelgewebe gegen hértere Strukturen wie den Knochen gedrickt wird und durch
bei seitlicher Krafteinwirkung auftretende Scherkrafte kleinste Gefalle zerreiRen und Muskel-
fasern schédigen [2, 9]. Die Hautoberflache wird nicht durchtrennt und bleibt intakt.

Eine Zerrung ereignet sich, wenn die Muskelfasern entweder passiv oder aktiv Uberstreckt
werden. Zudem kann auch eine starke exzentrische Kontraktion Grund flr eine Zerrung sein
[8]. Meist ist diese nahe am Muskelsehnentibergang lokalisiert und betrifft Muskeln, die sich

uber zwei Gelenke erstrecken [2].

Diese beiden Verletzungstypen machen mehr als 90% der Verletzungen der Sportmedizin aus
[10].

Zusammen mit den weitaus selteneren Muskelrissen wurden diese Arten der Verletzung in der
\Vergangenheit auch als Shearing-Verletzungen bezeichnet, bei denen die Muskelfaser, ihre
Basallamina und ihre Faszien beschadigt sind. Hierzu steht im Gegensatz die in-situ Nekrose,
bei der die Muskelfasern innerhalb einer intakten Basallamina absterben [11]. Zu diesen kann

die isch&mische Muskelschadigung gezahlt werden.
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Man unterteilt Muskelverletzungen dartber hinaus abhangig von Schwere und dem Ausmal3

der Einschrankungen, die sich aus ihnen ergeben:

Muskelverletzungen 1. Grades, die nur einzelne Muskelfasern betreffen, resultieren in leicht-
en Schwellungen und Schmerzen und sind nicht oder nur von minimalen Bewegungsein-

schrankungen und Kraftverlusten begleitet.

Muskelverletzungen 2. Grades gehen mit groRerem Schaden im Muskels einher und zeigen

deutliche Funktionseinschrankungen.

Muskelverletzungen 3. Grades sind aufgrund eines kompletten Abrisses des Muskels mit ei-

nem kompletten Funktionsverlust verbunden [12].

3.4 Muskelregeneration

Relativ unabhangig von der Art der Muskelschadigung [13, 14] lauft die Muskelheilung in
drei konstanten Phasen ab [1, 2, 8, 9, 11, 13]:

3.4.1 Inflammations- und Degenerationsphase

Unmittelbar auf eine Verletzung folgend, werden innerhalb der néchsten Tage verschiedene
Prozesse initiiert. Im Beispiel einer Prellung trifft eine starke mechanische Kraft den Muskel,
und zerstort die Zellmembran und Basallamina der Myozyten. Der natirliche Prozess der
Zellnekrose tritt ein. Muskelfasern kénnen eine Lénge bis zu 30 cm erreichen. Es besteht die
Gefahr, dass ein Trauma die Faser in ihrer ganzen Lange zerstort [15]. Um dies zu verhindern,
bilden sich Kontraktionsbander aus dem Zytoskelett der Faser, die die Nekrose aufhalten, und
auf einen lokalen Prozess beschranken [13]. Eroffnete Gefal3e flhren schnell zur einer Hadma-
tombildung und Schwellung der Umgebung. Zellen des Immunsystems wie Makrophagen, T-
Lymphozyten und andere mononukledre Zellen infiltrieren das Traumaareal [16]. Zunéchst
gelangen groRtenteils neutrophile Granulozyten direkt durch die rupturierten Gefalie aus dem
Blut an den Ort der Verletzung [14, 17]. Die weiteren Entziindungszellen werden etwas spater
durch verschiedene Chemotaxine (z.B. Interleukine und Tumor-Nekrosefaktoren) angelockt,
welche von Fibroblasten, Lymphozyten und Satellitenzellen ausgeschittet werden [14, 18,
19]. Diese rdumen tote Zellen und Zelltrimmer ab. Die Basallamina der Muskelfasern bleibt
meistens erhalten [20]. Gleichzeitig werden im verletzten Muskel unterschiedliche Wach-
stumsfaktoren (z.B. FGF, TGF-B, IGF) ausgeschdittet, die Muskelzellen zur Regeneration an-

regen und die Satellitenzellen stimulieren [1, 2, 21, 22, 23]. Diese Ausschittung von bspw.
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IGF ist ein Effekt, der bereits bei physiologischen Stimuli wie einer Dehnung des Muskels
beschrieben wurde [24]. Hiermit verschieben sich die Ablaufe der Aufrdumarbeiten von den
mononukledren Zellen hin zu zwei konkurrierenden Prozessen innerhalb des traumatisierten
Muskels. Einerseits kommt es zu Bildung von Granulationsgewebe mit anschlieBender Fibro-
sierung und Formation einer bindegewebigen Narbe [2, 13]. Andererseits beginnt der Muskel,

das traumatisierte Muskelgewebe zu reparieren, und Muskelfasern zu regenerieren.

3.4.2 Reparatur- und Regenerationsphase

Durch Verschiebung der Prozesse innerhalb des Muskels hin zur Wiederherstellung von funk-
tionellem Muskelgewebe kann ab dem 7. — 10. Tag nach einem Trauma von der Reparatur-
und Regenerationsphase gesprochen werden. Ein Pool undifferenzierter Zellen, der Satelliten-
zellen, wird bereits wéhrend der Embryonalentwicklung innerhalb des Muskels bereit gestellt
[25]. Sie befinden sich randstéandig zwischen Basallamina und Plasmamembran der Muskelfa-
ser. In der Literatur kdnnen Satellitenzellen dartiber hinaus verschiedenen Unterklassen zu-
geordnet werden. Die eine als Stammsatellitenzellen bezeichnete Unterklasse wird als Reakti-
on auf ein Trauma durch die ausgeschitteten Wachstumsfaktoren zuerst zur Proliferation
angeregt [26]. Eine der beiden neu entstanden Satellitenzellen kann nun den Satellitenzellpool
in seiner Quantitat erhalten. Die andere neu entstandene Satellitenzelle kann nach der Prolife-
ration weiter zu einem Myoblasten differenzieren [27, 28]. Die andere Unterklasse hingegen,
im Englischen ,,Commited Satellite Cell* genannt, kann direkt in einen Myoblasten differen-
zieren [27, 28]. Myoblasten, die durch direkte oder indirekte Differenzierung entstanden sein
kdnnen, verschmelzen miteinander und formen so mehrkernige Muskelzellen [20]. Zu diesem
Zeitpunkt sind die Zellkerne dieser Muskelzellen noch zentral in der Muskelfaser lokalisiert.
Nachdem diese neugeformten Zellen mit den tbriggebliebenen Teilen der schon bestehenden,
traumatisierten Muskelfasern fusioniert sind, gewinnen sie auch das muskelspezifische Er-
scheinungsbild mit randstdndigen Zellkernen und der typischen Querstreifung zurtick [20]. Es
wurde interessanterweise gezeigt, das hier wiederum verschiedene Subpopulationen von Sa-
tellitenzellen existieren, bei denen die schnell proliferierenden Satellitenzellen hauptséchlich
mit bereits differenzierten Muskelfasern, langsam proliferierende Satellitenzellen eher mitei-

nander fusionieren [29].

Zusétzlich zu Satellitenzellen kénnen auch deren Vorlauferzellen, einerseits im Muskel lokali-

sierte und andererseits mesenchymale, dem Knochenmark entstammende Stammzellen

(MSCs) zur Regeneration beitragen. MSCs besitzen die Fahigkeit zur Differenzierung in ver-
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schiedenen Zelllinien, darunter auch zur Myogenese [22, 30, 31]. Deren Einfluss auf die Re-

generation wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit genauer besprochen werden.

Diese Vorgange finden meist innerhalb Zylindern ubriggebliebener Basallaminae statt, welche
so wieder ausgefillt werden. Hierauf strecken sich Muskelfaseraste von beiden Seiten des
Traumaareals soweit wie moglich in die Narbe aus Granulationsgewebe vor und verankern
sich in diesem mittels ,,Myotendinous Junctions (MTJ),, [32, 33]. Indem die Narbe mit der
Zeit abgebaut und verringert wird, n&hern sich beide Seiten des verletzenden Muskels wieder

einander an.

3.4.3 Narbenbildung und Fibrosierung

Parallel zu den bereits beschriebenen Ablaufen, vollzieht sich die Bildung eines strukturge-
benden Bindegewebes, im Uberschuss in Form der Bildung einer funktionell einschrankenden
Narbe. Die durch das Trauma entstandene Lucke im Muskel wird sofort durch die erdffneten
Geféalle mit einem Hamatom ausgefiillt. Das Hamatom wird innerhalb des ersten Tages von
Entzindungszellen wie z.B. Phagozyten erreicht, die mit dem Ab- und Umbau der Blutan-
sammlung beginnen [13, 14]. Um Zugbelastungen im Muskel entgegentreten zu kénnen, bil-
det sich aus blutentstammendem Fibrin und Fibronectin ein friihes Granulationsgewebe [34,
35, 36]. Ein Teil des Fibronectins wird von eingewanderten Fibroblasten produziert [34]. Das
produzierte Fibronectin gehdrt zusammen mit Tenascin-C zu den ersten gebildeten Proteinen
[37]. Zusammen verbinden sie sich zu Superfibronectin. Da Fibronectin und Tenascin-T Uber
ein mehrfaches ihres Ruhezustandes hinaus dehnbar sind, erlangt bereits die friihe extrazellu-
lare Matrix der Bindegewebsnarbe eine hohe Dehnbarkeit und ReiR3festigkeit [2, 38, 39]. Be-
reits ab dem dritten Tag ist Kollagen Typ Ill im Granulationsgewebe nachweisbar, nach etwa
einer Woche ist hier eine Abnahme messbar. Nur wenige Tage auf Kollagen Typ 111 folgend ist
Kollagen Typ | nachweisbar, das tber mehrere Wochen produziert wird [34, 35, 36, 40]. Im
Verlauf verdichtet sich das initial grof’e Granulationsgewebe zu einer kleinen Menge von
Bindegewebe, das dann hauptsachlich aus Kollagen Typ | besteht. Weiterhin steigt die Reil3-
festigkeit gegenliber Zug mit der Bildung von Kollagen Typ | mit der Zunahmen von intermo-
lekularen Querverbindungen innerhalb des Kollagens wahrend der Ausreifung der Narbe [2,
10, 34, 40, 41, 42]. Diese histologischen Verdnderungen sind dafiir verantwortlich, dass ab
Tag 10 nach Trauma die Bindegewebsnarbe nicht mehr das schwachste Glied im verletzten
Muskel darstellt [42].
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Obwohl leichte Muskeltraumata ohne messbare Funktionseinschrankungen abheilen, wird
eine vollstandige Regeneration nicht immer erreicht. In einer Studie von Garrett et al. konnten
vollstandig rupturierte M. extensor digitorum longus von Hasen noch 50 %, angerissene Mus-
keln 60 % ihrer urspriinglichen Kontraktionskraft wiedererlangen [43]. Zudem gibt es berech-
tigte Annahmen, dass eine UberschieRende Fibrosierung die Regeneration negativ beeinflus-
sen kann. Kasemkijwattana et al. konnten zeigen, dass in ihrem Versuchsmodell an der Maus
35 Tage nach dem Trauma immer noch regenerierende Muskelfasern vorhanden waren, die
aber aufgrund der sie umgebenden Fibrose nicht weiter in das Narbengebiet einwachsen
konnten [26]. Da das Ausmal der Fibrosierung mafgeblich von der GroRie des initialen Ha-
matoms abhangt, ist die Gefahr einer UberschieBenden Reaktion und daraus folgender in-
kompletter Muskelregeneration mit Funktionseinschrankung bei schweren Verletzungen,

kompletten Muskelabrissen oder Rerupturen élterer Traumata besonders hoch [2].

3.5 Therapieoptionen bzw. Moglichkeiten zur Verbesserung

der Regeneration

Um eine Heilung der Muskelverletzung mit einem mdoglichst geringen Funktionsverlust zu

erreichen, kann man den Phasen entsprechend von zwei verschiedenen Ansétzen ausgehen.

Einerseits ist es notwendig, die Hdmatombildung, und damit den Einstrom von Entziindungs-
zellen, die eine Entzindungsreaktion und die Fibrosierung initiieren, zu minimieren. Zudem
gibt es Anzeichen dafiir, dass neutrophile Granulozyten durch die Produktion von freien

Sauerstoffradikalen einen zusétzlichen, sekundaren Muskelschaden verursachen kénnen [17].

Andererseits kann versucht werden, durch extrinsische Interventionen die Regeneration und
Bildung neuer Muskelfasern zu fordern. AulRerdem ist es wichtig, die Therapie dem zeitlichen

Verlauf der biologischen Vorgange innerhalb des Muskels anzupassen.
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3.5.1 Sofortige Therapie

Unmittelbar nach einem traumatischen Ereignis ist es priméar notwendig, auf die Blutung in-
nerhalb des Traumagebietes Einfluss zu nehmen. Auf diesem Ziel basiert der aktuelle, weit
verbreitete Therapiestandard, das RICE-Prinzip.

,,R“ steht fiir Rest. Mehrere Studien konnten zeigen, dass ein kurzer Zeitraum der Immobilisa-
tion des Muskels vorteilhaft fir dessen Regeneration ist. Erstens erlaubt dieser den Muskel-
enden, sich fester im Narbengewebe zu verankern, was die Gefahr einer Reruptur minimiert.
Aulerdem wird verhindert, dass sich die Enden des traumatisierten Muskels zuriickziehen
kdnnen, und sich die Liicke zwischen ihnen vergroRert. Damit wird wiederum die Grél3e des
sich dort entwickelnden Hamatoms verringert, und tberschiefende Narbenbildung unterbun-
den [12, 41, 44].

.1 steht fiir Ice, was mit der Kiihlung des Muskels gleichzusetzen ist. Studien belegen, dass
eine Herabsetzung der Gewebstemperatur den Sauerstoffbedarf der Zellen und den zellularen
Metabolismus reduziert. Die Freisetzung hydrolytischer Enzyme (Proteasen) und Entziin-
dungsmediatoren wie Prostaglandin 2 wird verringert, die ihrerseits Heilungsprozesse hem-
men [45]. Ebenso vermindert wird die Ausschiittung vasodilatativer Mediatoren, wodurch
eine Absenkung des hydrostatischen Gewebsdrucks einer Odembildung entgegen wirkt [12,
46, 47].

,C“ wie ,,Compression* weist darauf hin, welche Bedeutung eine Kompression des traumati-
sierten Muskels hat. Inwiefern diese jedoch sinnvoll ist, bleibt zu diskutieren, da die Literatur
in diesem Fall keine eindeutigen Daten bezliglich einer Verbesserung der Muskelregeneration
liefert. Obwohl der intramuskulére Bluteinfluss in das verletzte Gebiet verringert wird [48],
konnte eine schwedische Studie aus dem Jahr 1997 aufzeigen, dass sofortige Kompression
innerhalb von 5 Minuten nach Trauma zu keiner signifikanten \erkirzung der Zeit zur subjek-
tiven Erholung von der Verletzung gefihrt hat [49]. Trotzdem wird die initiale Kompression
uber einen mehrstiindigen Zeitraum nach aktuellen Guidelines empfohlen.

,,E betrifft den letzten Teil des RICE-Prinzips, die Elevation. Durch die Elevation oder An-
hebung des verletzten Korperteils soll ahnlich wie bei der Kompression, der Blutfluss in das
verletzte Areal vermindert werden. Die Idee basiert auf grundlegenden Prinzipien der Physio-
logie und Traumatologie. Die Erhdhung eines verletzten Korperteils tiber das Niveau des Her-
zens vermindert dort den hydrostatischen Druck und somit auch die Ansammlung von Flis-
sigkeit [12].
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3.5.2 Spatere Therapie
3.5.2.1 Momentan empfohlene Therapie

Obwonhl die initiale Immobilisation des Muskels einige unerwiinschte Nebeneffekte wie bspw.
eine muskul&ren Atrophie mit sich bringt [10], ist sie notwendig damit das Granulationsgewe-
be eine ausreichende Stdrke entwickeln kann, um hiermit den durch Muskelkontraktionen
entstehenden Zugbelastungen zu widerstehen. Somit wird friihzeitigen Rerupturen in den ers-

ten Tagen der Regeneration entgegengewirkt.

Im Anschluss hieran wird aus vielfaltigen Grunden ein friihzeitiger Beginn der Mobilisation
des Muskels angeraten. Jarvinen konnte zeigen, dass das Granulationsgewebe penetrierende
Muskelfasern sich in einem frih mobilisierten Muskel im histologischen Bild entlang den
unverletzten Muskelfasern orientiert entwickeln. In einem immobilisiertem Muskel hingegen
wachsen die entsprechenden Fasern konfus und nicht zielgerichtet [10]. Eine friihe Mobilisa-
tion fordert die Einsprossung von Kapillaren in den verletzten Bereich. Angioneogenese ist
fur die Versorgung des Traumaareals und damit fir die Regeneration von essentieller Bedeu-
tung. Es konnte gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit der Gewebsregeneration histolo-
gisch direkt mit der Geféasseinsprossung korreliert [50]. Eine weitere Studie zeigte auBerdem,
dass ein mobilisierter, verletzter Muskel friher als ein fir die gleiche Zeit immobilisierter
Muskel die volle Zugbelastung eines gesunden Muskels ertragen kann [51].

Dieser Studienlage entsprechend empfehlen aktuelle Reviews eine Ruhigstellung des Muskels
innerhalb der ersten 2-3 Tage, und vorsichtige Bewegungen innerhalb schmerzfreier Grenzen

in der ersten Woche nach einer Muskelverletzung [1, 2, 12, 45, 52].

Abhéngig von Art und Lokalisation der Muskelverletzung kénnen nach ungeféhr 3 Tagen wei-
tere Behandlungen mit aktiverer Patientenbeteiligung sinnvoll sein [53]. Dies entspricht ei-
nem Rehabilitationsprogramm, das nach aktuellen Empfehlungen aus folgenden Teilen be-
steht:

Begonnen wird das Programm mit isometrischen Ubungen am regenerierenden Muskel inner-
halb der personlichen Schmerzgrenzen des Patienten. Das bedeutet, dass sich wahrend der
ausgefiihrten Ubung nicht die Lange des Muskels selbst, sondern nur die Spannung in diesem
verandert. Ist dabei ein gewisser Fortschritt erreicht worden, sollte mit isotonischen Ubungen
fortgefahren werden. Hierbei wird der Muskel zwar kontrahiert, jedoch wird die Muskelspan-
nung konstant gehalten. Sobald sowohl isometrische als auch isotonische Ubungen schmerz-

frei ausgefihrt werden kénnen, kann mit einem isokinetischen, dynamischen Training begon-
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nen werden. Bei all diesen Therapien ist es forderlich, im Voraus den Muskel durch geeignete

Ubungen zu erwéarmen und zu dehnen [2].

3.5.2.2 Weitere mégliche Behandlungsansétze

3.5.2.2.1 Medikamentose Therapie / NSAID

Momentan werden viele therapeutische Medikamente in der Behandlung von Muskelverlet-
zungen genutzt. Zu diesen Medikamenten existieren, trotz ihres regelmaRigen Gebrauches im
Klinischen Alltag, nur wenige Studien, die einen sicheren Nutzen aufzeigen kénnen. Zu den
genutzten Medikamentenklassen gehéren: Analgetika, nicht-steriodale, anti-inflammatorische
Medikamente (NSAIDs) und Kortikosteroide.

3.5.2.2.1.1 Analgetika

Im Tierversuch konnte keine Verbesserung der Regeneration oder Verminderung der Fibrosie-
rung durch Analgetikagabe beobachtet werden. Es liegen unterschiedliche Meinungen und
Ergebnisse Uber die Injektion von Lokalanasthetika (bspw. Procain) direkt ins verletzte Areal

vor, obwohl Lokalan&sthetika generell als myotoxisch angesehen werden [45, 54].

3.5.2.2.1.2 NSAIDs

Die NSAIDs gehoren zu den bei Muskel- und Weichteilgewebsverletzungen am meisten ge-
nutzten Medikamenten. Ihr Wirkmechanismus besteht darin, das Enzym Cyclooxygenase zu
inhibieren. Dadurch wird die Produktion der inflammatorisch wirksamen Prostaglandine aus
Arachidonséure blockiert. Einerseits ist es moglich, dass eine Abschwéchung der inflammato-
rischen Antwort auf das Trauma durch verminderte Schmerzen und eine geringere Schwellung
mit einem Benefit fir die Muskelregeneration einhergeht [55, 56]. Andererseits kann diese
inflammatorische Reaktion auch notwendig fir die erfolgreiche Heilung eines Muskels sein.

Experimentell sind die unterschiedlichen Effekte der NSAIDs bereits relativ gut betrachtet
worden. Es konnte gezeigt werden, dass die Gabe von NSAIDs in der friihen Phase der Hei-
lung zu einer geringeren Entzundungsreaktion flhrt, ohne negative Auswirkungen auf den
Heilungsprozess, die Belastungsfahigkeit auf Zug oder die Kontraktionsféahigkeiten des Mus-
kels zu haben [12, 57]. Hier sind fur die Muskelheilung und diese Arbeit die Einfliisse von

NSAIDs auf die Vorlauferzellen des Muskels von besonderem Interesse, diesbeziiglich exis-
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tiert momentan nur eine Studie. Thorsson et al. konnten zeigen, dass die Proliferation von
Satellitenzellen bei einer Behandlung mit NSAIDs unbeeinflusst bleibt und dass es keine sig-
nifikanten Verdnderungen in der Bildung von Muskelfasern oder Kapillaren gibt [58]. Die
aktuelle Studienlage bleibt aber den sicheren Nachweis der Vorteile von NSAIDs schuldig. In
einer Studie von Rahusen et al. wurde die Behandlung von zwei Tiergruppen bei Kontusions-
trauma mit einem NSAID (Rofecoxib) oder einem Analgetikum ohne antiinflammatorische
Eigenschaften (Acetaminophen) verglichen. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in
den untersuchten Parametern festgestellt werden, weder fiir entziindliche noch fiir regenerati-
ve Verdnderungen. Dies spricht fiir eine erneute Kkritische Evaluation des klinischen Nutzen
von NSAIDs [59]. Im Hinblick auf die Behandlung von Muskelverletzungen bei Menschen
finden sich wenige kontrollierte Studien. Einzig eine Studie konnte nachweisen, dass die orale
Aufnahme von Diclofenac die Schadigung von Muskelgewebe bei exzessiver physikalischer

Beanspruchung signifikant verringern kann [60].

Nach aktueller Studienlage gibt es wenig experimentell oder klinisch gesicherten Belege da-
fur, dass eine Therapie mit NSAIDs von Nutzen in der Behandlung von Muskeltraumata ist.
Jedoch konnte gleichermafen belegt werden, dass bei den momentan therapeutisch genutzten
Mengen und Applikationswegen kein Schaden flr den Patienten entsteht. Zudem kann der

analgetische Effekt der NSAIDs als Vorteil angesehen werden.

3.5.2.2.1.3 Steroide

Obwohl Steroide fruher h&ufiger in der Behandlung von Muskelverletzungen eingesetzt wor-
den sind, konnen sie nach aktuellem Wissen als obsolet angesehen werden. Versuche haben
gezeigt, dass Kortikosteroide die Regeneration in ihren friihen Phasen unterstitzen kénnen,
auf langere Dauer aber irreversiblen Schaden im Muskelgewebe hervorrufen. Diese gehen mit
einem verzogerten Abbau des nekrotischen Gewebes und des Hamatoms, mit einer verénder-
ten Faserstruktur und schlussendlich mit einer verminderten biomechanischen Belastungsfa-
higkeit und Kontraktionskraft einher [12, 45, 61].

3.5.2.2.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind kleine Peptide, die an Rezeptoren der zelluldren Plasmamembran
binden und Uber verschiedene Signalwege das Wachstum und die Entwicklung von Zellen
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beeinflussen. Von verschiedenen Geweben sezerniert, konnten mitogene und aktivierende
Effekte der Wachstumsfaktoren sowohl auf Satellitenzellen, als auch auf Myoblasten nachge-
wiesen werden. Durch Wachstumsfaktoren werden Zellen des muskuloskeletalen Systems zur
Sezernierung von Proteinen, zur Proliferation und darauffolgend zur Differenzierung angeregt
[23, 52, 62, 63, 64]. Sie spielen somit eine bedeutende Rolle fur die Muskelregeneration. Am
ausfihrlichsten untersucht worden sind zum jetzigen Zeitpunkt IGF-1 und IGF-11, welche fir
die embryonale und auch postnatale Entwicklung von essentieller Bedeutung sind [65]. Es
wurde jedoch auch der positive Einfluss verschiedener anderen Faktoren wie NGF, b-FGF

und G-CSF auf Myogenese und Muskelregeneration nachgewiesen [66].

Wenn der therapeutische Nutzen der Wachstumsfaktoren diskutiert wird muss bedacht wer-
den, dass der stimulatorische Effekt der Wachstumsfaktoren nicht auf die Muskelzellen be-
schréankt ist, sondern diese auch auf Fibroblasten wirken. TGF-RB wird bspw. als der groRte
Stimulator der Narbenbildung betrachtet [67]. Somit beschleunigen Wachstumsfaktoren neben
der Regeneration des verletzten Muskels auch den kompetitiv ablaufenden Vorgang der Fibro-
sierung. Erste Studien haben hier vielversprechende Mdglichkeiten aufzeigen kdnnen, Wach-
stumsfaktoren mit einem antifibrotischen Wirkstoff zu kombinieren, um so die Regeneration
zu verbessern, und gleichzeitig der Narbenbildung entgegenzutreten. Sato et al. konnten in
dieser Hinsicht bspw. sehr gute Ergebnisse mit der Kombination des Faktors IGF-I und Deco-

rin, einem in der Literatur als antifibrotisch wirksam bekannten Proteins, erzielen [68].

3.5.2.2.3 Gentherapie

Das Prinzip des Gentransfers wird in unterschiedlichen klinischen Fachbereichen erforscht. Es
beschreibt den Austausch genetischen Materials aulRerhalb der sexuellen Fortpflanzungswege.
Eine Region der Spender-DNA, welche bspw. flir ein Protein kodiert, das auf einen biologi-
schen Prozess, hier die Muskelheilung, einen wiinschenswerten Effekt austbt, muss in die
Empféanger-DNA integriert werden. Verschiedene Mdoglichkeiten dies zu bewerkstelligen wer-
den momentan untersucht, beispielweise auf chemische Wege, mit Hilfe eines viralen Vektors
oder durch direkte Injektion der DNA in die Zelle [69, 70]. Takahashi et al. ist es bspw. ge-
lungen, Muskelzellen durch Gentransfer zu einer gesteigerten Ausschittung des Wachstums-
faktors IGF-1 zu bewegen. IGF-1 ist bekannt fur seine anabole Wirkung auf die Muskulatur.
Im tierexperimentellen Traumamodell von Takahashi et al. konnte in der Versuchsgruppe im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein grofRerer Durchmesser der Muskelfasern und eine erhéhte
lokale IGF-I Konzentration nachgewiesen werden [71]. Aktivierte Muskelzellen in einem sich
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regenerierenden Muskel produzieren eine Vielzahl an Wachstumsfaktoren, Hormonen und
Zytokinen, welche einen grofRen Einfluss auf die Muskelheilung haben. Diese ergeben alle
vielversprechende Ansatzpunkte fiir eine genetisch basierte Therapie. Jedoch ist die For-
schung in diesem Punkte noch in ihrem Anfangsstadium, weitere Studien und Versuche mus-

sen zeigen, ob die genetische Therapie in der Zukunft das halten kann, was sie verspricht.

3.5.2.2.4 Therapeutischer Ultraschall

Dieses Verfahren ist im Kklinischen Alltag zur Behandlung von Muskelverletzungen weitver-
breitet. Verschiedene Studien konnten zwar eine signifikant erhohte Satellitenzellproliferation
und eine erhéhte Anzahl von Zellkernen der Myozyten nach einer Ultraschallbehandlung in
verschiedenen Versuchsmodellen nachweisen. Keine der Studien konnte jedoch eine signifi-
kante Veranderung in den von ihnen festgelegten Biomarkern und Messkriterien feststellen.
Aufgrund mangelnder wissenschaftlicher Beweise fir den Nutzen von Ultraschallbehandlung
wird die Einschatzung des therapeutischen Nutzens dieser Behandlung weiter von der person-

lichen Meinung und der Erfahrung des behandelnden Arztes abhéngen [72, 73, 74].

3.5.2.2.5 Hyperbare Sauerstofftherapie

Hyperbare Sauerstofftherapie (HBOT) bedeutet die therapeutische Verabreichung von 100%
Sauerstoff bei Umgebungsdriicken, die den Atmosphéarendruck um das Zwei- bis Dreifache
ubersteigen. Die HBOT wird innerhalb vielfaltiger Indikationen, etwa bei Verbrennungen, bei
problematischen Wundverldufen, CO-Intoxikationen, bei der Dekompensationskrankheit oder
Osteomyelitis verwendet [75]. Die theoretische Basis fiir die Annahme, dass HBOT einen
positiven Effekt auf die Muskelregeneration haben kann, beruht wie in Abschnitt 3.4.2.1 er-
wahnt, darauf, dass die Regeneration des verletzten Muskels in einer offensichtlichen Abhén-
gigkeit von einer adaquaten Vaskularisierung bzw. einer adaquaten Versorgung mit Sauerstoff
steht [50]. In einer experimentellen Studie konnte ein signifikanter Anstieg der Maximalkraft
und der sich neubildenden Muskelfasern in einem myotoxisch traumatisierten Muskel nach
HBOT nachgewiesen werden. Eine zweite tierexperimentelle Studie zeigte weiterhin, dass die
HBOT in einer frihen Phase der Regeneration eine positive Auswirkung auf die Muskelhei-
lung in einem dehnungstraumatischen Modell hat [76, 77]. Es sind momentan jedoch noch

keine klinischen Daten verfugbar, aufgrund derer eine HBOT sicher empfohlen werden kann.
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3.5.2.2.6 Weitere therapeutische Ansatze mittels humanogener Subs-

tanzen

Die in einem traumatisierten Muskel ablaufenden konkurrierenden Vorgénge der Regeneration
und Fibrosierung bilden ein hochkomplexes System. Unzéhlige Signalkaskaden laufen simul-
tan ab, Uberschneiden sich, und beeinflussen sich standig als Reaktion und Gegenreaktion.
Hier erdffnen sich selbstverstandlich noch unzédhlige Moglichkeiten, in Ablaufe auf humora-
ler, zelluldrer oder Zytokinebene regulierend einzugreifen. So konnten Rotter et al. 2008 zei-
gen, dass Erythropoetin, ein Zytokin mit antiinflammatorischen und antiapoptotischen Eigen-
schaften, im Tierexperiment sowohl die Fibrosierung als auch die Regeneration eines
traumatisierten Muskels positiv beeinflussen kann [78]. Derselbe wiinschenswerte Effekt auf
Fibrosierung und Regeneration konnte bspw. auch fir Gamma-Interferon nachgewiesen wer-
den [79]. In der Klasse der Hormone konnte in einer Studie mit Relaxin eine verminderte
Narbenbildung und daraus resultierend eine verbesserte funktionelle Erholung eines traumati-
sierten Muskels bewirkt werden [80]. Wie bereits erwahnt ergeben sich hieraus noch lohnende
Wege fir die Forschung. Die ndchsten Jahre mussen zeigen, welche Therapien sich durchset-

zen.

3.5.2.3 Operativer Behandlungsansatz

Die operative Versorgung eines Muskeltraumas ist selten indiziert. Die meisten Muskelverlet-
zungen konnen konservativ behandelt werden, da der Muskel ber eine gute intrinsische Re-
generationsfahigkeit verfugt, die meist zu einer effizienten Wiederherstellung fiihrt [12]. Es
gibt jedoch Situationen, die einen kompromittierenden Einfluss auf die funktionelle Erholung
haben, und denen oft mit chirurgischen Mitteln begegnet werden kann.

Bei bestehenden Schmerzen (mehr als 4-6 Monate) und einem Bewegungsdefizit bei der Ex-
tension eines Muskels besteht der Verdacht auf Adhasionen des Muskels mit dem umliegen-
den Gewebe. Dies kann besonders bei einer tberschieBenden Entziindungsreaktion der Fall

sein, eine interventionelle Adhésiolyse sollte in Betracht gezogen werden [2].

Ein weiterer Umstand, der zu chronischen Kontraktionseinschrankungen eines Muskels nach
Trauma fuhren kann, ist eine Obstruktion durch die Bildung einer exzessiven Bindegewebs-
narbe. Auf den Pathomechanismus dieser Reaktion wurde in vorangehenden Abschnitten be-
reits ausfuhrlich eingegangen, eine Hauptursache dafir ist jedoch oft in einer UberméaRig star-
ken Hamatombildung zu sehen [40]. Diese findet hdufig dann statt, wenn sich zwischen den
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beidseitigen Muskelenden innerhalb der Verletzung eine aufiergewdhnlich grof3e Liicke bilden
konnte. In diesem Fall ist es moglich, die beiden Muskelstimpfe durch eine Naht naher anei-
nander zu bringen, und damit die GroRe der Einblutung zu minimieren. Diese Art der chirur-
gischen Intervention ist nur bei schweren Fallen indiziert, wies hier allerdings Vorteile gege-
nlber einer konservativen Behandlung auf [81, 82]. Indikationen fiir eine chirurgische
Intervention ergeben sich dementsprechend bei einem kompletten Abriss (Grad 3) eines Mus-
kels ohne oder mit nur wenigen Agonisten oder bei Teilanrissen (Grad 2), bei denen mehr als
die Halfte des Muskelbauches eingerissen ist [12]. Es muss bei der Wiederherstellung darauf
geachtet werden, dass mit den Néhten nicht das Muskelgewebe direkt, sondern die Muskel-
faszien miteinander verbunden werden. Eine Naht innerhalb des Muskelgewebes findet auf-
grund der vorherrschenden Faserstruktur keinen Wiederhalt, sondern fugt dem Gewebe noch
zusatzlichen Schaden zu. Aufgrund der starken Faszie nahe des Muskel-Sehnen Ubergangs
verspricht hier eine chirurgische Reparatur bessere Ergebnisse als eine Rekonstruktion in der
Mitte des Muskelbauchs [2]. Bei einem zeitlich weiter zurtickliegenden Trauma mit bereits
fortgeschrittener intramuskulérer Himatombildung kann eine griindliche Ausrdumung zusatz-

lich Vorteile fiir die Heilung bringen.

Ein weiterer Grund fur eine chirurgische Anndherung der Muskelstimpfe ist, dass das distale
Muskelende bei einem verhaltnismaRig grofien Abstand permanent denerviert und als Konse-
quenz atrophieren kann [11]. Die Chance der Reinnervation und damit eine \Vermeidung einer
permanenten Muskelatrophie wird durch die chirurgische Intervention verbessert [2, 82].

3.5.3 Stammzelltherapie
3.5.3.1 Stammezellen und mesenchymalen Stammzellen

Der menschliche Organismus ist der Verbund einer groRen Anzahl Zellen, welche 1665 ers-
tmals von Robert Hooke beschrieben wurden [83]. Jede dieser Zellen ist in ihrer Funktion
hochspezialisiert und besitzt individuelle Fahigkeiten, Funktionen und Verantwortlichkeiten.
Die Zellen missen (iber die Lebensdauer des Individuums hinaus die Funktion des fir sie
spezifischen Gewebes gewahrleisten, und in diesem durch Krankheit oder traumatische
Ereignisse bedingte Schaden reparieren kdnnen. Hookes Aussage konnte in den 1850er Jahren
von Rudolf Virchow dahingehend erweitert werden, dass jede Zelle durch Teilung aus einer
vorbestehenden Zelle entsteht [83]. Diese Entwicklung des Organismus aus bereits bestehen-
den Zellen lauft nach einem komplexen Schema ab, in dessen Verlauf die Zellen ihre Diffe-

renzierungsmaoglichkeiten in dem MalRe einbifen, in dem sie sich in einem zunehmend spe-
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zialisiert werdenden Zellverbund auf eine Gewebeart festlegen und sich entsprechend ausdif-

ferenzieren.

Die Entwicklung beginnt mit der Fusion der weiblichen Eizelle mit dem mé&nnlichen Sper-
mium. Die aus der Fusion entstandene Zygote ist noch totipotent, d. h. ihr Differenzierungspo-
tential ist noch vollstandig vorhanden. Durch Proliferation entsteht darauf die Morula, daraus
dann der Blastocyst, bestehend aus Trophoblast und einer innen liegenden Zellmasse. Aus
dem Trophoblasten bildet sich im weiteren Verlauf der embryonale Teil der Plazenta, Teile der
innen liegenden Zellen differenzieren Uber den Epiblast zu Endoderm, Ektoderm und Meso-
derm. Ab diesem Zeitpunkt sind die Zellen soweit in ihrer zukinftigen Entwicklung festge-
legt, dass sie als pluripotent bezeichnet werden. Hier l&sst es sich vereinfacht sagen, dass das
Entoderm spéter einen groRen Teil der inneren Organe wie bspw. den Gastrointestinaltrakt
und die Lunge bildet, das Ektoderm sich zu Haut mit Anhangsgebilden (Haare, Négel, etc.),
sowie zum zentralen und peripheren Nervensystem entwickelt. Aus dem Mesoderm entwi-
ckeln sich neben dem Urogenitaltrakt die Zellreihen, aus denen in Zukunft Bindegewebe,
Muskeln und Knochen entstehen. In weiteren Runden der Proliferation und Differenzierung
zu ihrem Endzustand hin verlieren Vorlauferzellen weitere Differenzierungsmoglichkeiten
und werden je nach Reife als multipotente, tripotente, bipotente oder unipotente Vorlauferzel-

len oder Stammzellen bezeichnet [84].

Jede Zelle des Korpers hat eine genetisch determinierte fur sie spezifische Lebenszeit und
stirbt zu einem vorhersagbaren Zeitpunkt. Erleidet ein Individuum eine Krankheit, gehen ei-
nige Zellen des Organismus bereits vor deren determinierter Zeit im \erlaufe dieser Erkran-
kung zugrunde. Geschieht dies und eine Zelle stirbt, tritt umgehend eine neue Zelle an ihre
Stelle, um die weitere Funktion des Gewebes zu gewahrleisten. Aufgrund dieses Umsatzes
benotigt der Organismus standig einen Pool an Zellen in Reserve [30]. Obwohl ein Grofiteil
der Zellen alle Stadien der Entwicklung bis hin zu einer endgdltig differenzierten Zelle durch-
lauft, verlassen ein paar Zellen diese Kontinuitat und verharren in ihrem momentanen Ent-
wicklungsstand um multipotente Reservezellen zu werden. Diese Reservezellen kommen in
fast jedem Gewebe vor und wurden bspw. im Muskel 1961 erstmals von Mauro et al. als Sa-
tellitenzellen beschrieben [85]. Sie konnten inzwischen unter anderem auch in der Haut, im
Blut, in den Wanden des Gastrointestinaltraktes und der Leber nachgewiesen werden [86].
Um Differenzierung und Proliferation regulieren zu kdnnen, befindet sich jede ruhende

Stammzelle in ihrer speziellen Nische. Innerhalb dieses definierten Umfeldes bleiben die
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Stammzellen mitotisch untétig, und beginnen erst nach Verlassen dieser Nische mit asymmet-

rischen Teilungen [87].

Eine weitere Art der Vorlauferzellen, die hauptsachlich in Bindegeweben zu finden ist, jedoch
unter anderem auch aus Nabelschnurblut, der Leber, der Plazenta, der Zahnpulpa und dem
Knochenmark isoliert werden konnte, wird Mesenchymale Stammzelle (MSC) genannt [88].
Diese Zellreihe ist multipotent, und ist durch das Potential zu Adipogenese, Chondrogenese,
Fibrogenese, Osteogenese und Myogenese definiert [89]. Desweiteren zeichnen MSCs sich
durch ihre Neigung aus, in-vitro an Plastikoberflachen wie z.B. in Kulturflaschen zu adharie-
ren. Als Definitionskriterium eines Zelltyps in der Literatur angegeben ist das Schema ihrer
Oberflachenmarker. Dies ist stark von den Einflissen aus der Umgebung der Zelle abhéngig.
In-vivo beeinflussen direkte Zellkontakte, Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone etc. das
Muster ihrer Zellmarker, in-vitro ist dieses bspw. von der Zusammensetzung des Kulturme-
diums, der Homogenitét der Zellmasse, der Zeit der Zellen in Kultur und der Haufigkeit des
Medienwechsels abhdngig. Somit kann man davon ausgehen, dass die meisten Arbeitsgruppen
mit geringfugig unterschiedlichen Zellen arbeiten [90]. Um diesem Problem zu begegnen, hat
die ,, International Society for Cellular Therapy (ISCT)*“ Minimalkriterien fiir die Definition
von MSCs vorgeschlagen [91]. Drei Hauptkriterien wurden von der ISCT eingefiihrt, um

MSCs zu definieren:

e Die Zellen missen unter normalen Kulturbedingungen an Plastikoberflachen adharie-
ren.

e Bei einer Flow-Cytometrie Messung mussen mehr als 95% der Zellen flr folgende
Oberflachenmarker positiv sein: CD73, CD90, CD105, und mehr als 98% der Zellen
negativ sein fir: CD45, CD34, entweder CD11b oder CD14, entweder CD19 oder
CD79a und HLA Klasse 2 Oberflachenmarker.

e MSCs mussen in der Lage sein, zu Osteoblasten, Chondroblasten und Adipozyten zu

differenzieren, wenn sie in dem daflr notwendigen Medium kultiviert werden.

Kirzlich wurde zusétzlich von CD271 und CD140b als spezifische Marker der dem Kno-
chenmark entstammenden MSCs berichtet [88, 92].
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3.5.3.2 Aktueller Einsatz von MSCs in Forschung und Klinik

3.5.3.2.1 Gewinnung von MSCs

Fur den Einsatz in der Forschung und der Klinischen Therapie bieten sich MSCs aus verschie-
denen Griinden an. Sie bieten aufgrund ihres Vorkommens in fast samtlichen Geweben des
Korpers und den relativ einfachen und sicheren Mdoglichkeiten der Gewinnung und der Isolie-
rung eine ethisch akzeptable Quelle fir Stammzellen. Sie kénnen von einem gelibten Arzt in
einem kurzen Verfahren unter Lokalanésthesie aus dem Beckenkamm (Crista iliaca) gewon-
nen werden, in Nagetieren ist eine Entnahme aus der Tibia oder anderen langen Réhrenkno-
chen leicht durchfuhrbar [31, 93]. Ausgehend von den Daten von Spitkovsky et al, in denen
eine Haufigkeit von 1 MSC pro 10000 kernhaltigen Zellen im Knochenmark, zwischen 2,25 -
22 Millionen kernhaltigen Zellen / ml Knochenmark (abhéngig von Individuum und Biopsie-
glite) und einer durchschnittlichen Gewinnung von 40 ml Aspirat pro Marksbhiopsie genannt
wird, ist eine suffiziente Anzahl an Zellen mit einer einzigen Biopsie erreichbar [94, 95, 96].
Caplan et al. konnte zeigen, dass die Frequenz des Vorkommens von Stammzellen im Gewebe
mit dem Alter abnimmt, mit 1 MSC pro 500 000 Zellen bei 50 jahrigen Probanden [30]. Bei
einer unter optimalen Bedingungen mdoglichen 50-fachen Verdopplung der Zellpopulation in-
vitro mit Hilfe eines geeignetes Expansionprotokolls ist immer noch eine ausreichende Zell-
gewinnung gewahrleistet [95, 97]. Bei einer Erfolgsrate der MSC-Isolation von 100 % durch
eine korrekt durchgefuhrte Knochenmarkbiopsie und guten Alternativen in Nabelschnurblut
mit einer Erfolgsrate von 63 % oder der Gewinnung aus dem Fettgewebe besitzt man hervor-
ragende Verfahren zur MSC Gewinnung [98].

3.5.3.2.1 Isolation und Kultur von MSCs

Ein standardisiertes Protokoll fur die Isolation und Expansion von MSCs ist bis jetzt noch
nicht existent. Bei der Arbeit mit MSCs nutzen viele Labore eigene Protokolle. Dementspre-
chend decken sich die Beobachtungen eines Labors oft nicht mit denen eines anderen. Aktuel-
le Studien haben gezeigt, dass unterschiedliche Zellisolationsprotokolle einen groen Einfluss
auf die Aktivitat der dem Knochenmark entstammenden Vorlauferzellen haben und die Ergeb-
nisse von Studien beeinflussen kdnnen [99]. Von Friedenstein et al. zuerst beschrieben, basiert
die Isolation von MSCs aus dem Knochenmark traditionell auf einer Trennung der mononuk-
learen Zellen des Knochenmarks anhand eines einfachen Dichtegradienten, in dem MSCs der
Fraktion mit einer geringen Dichte angehdren. Weiterhin besitzt die mesenchymale Subfrakti-
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on eine selektive Fahigkeit zu Adhasion an Plastikoberflachen und ist somit auch auf diese

Weise leicht von den nichthaftenden hdmatopoetischen Zellen zu trennen [100].

Um eine Akzeptanz der Stammzelltransplantation bei Arzten und Patienten zu erreichen, setzt
die fir die Gewinnung von fir klinische Nutzung ausreichenden Quantitaten an MSCs not-
wendige in-vitro Expansion strikte Regulationen beziglich der Sicherheit voraus. Verschiede-

ne Gesichtspunkte bezuglich der Sicherheit werden in der Diskussion erldutert.

3.5.3.2.2 MSCs im Tiermodell und in klinischen Versuchen

Das Verhalten von MSCs wurde bereits in verschiedenen praklinischen Versuchsreihen in
grolRen und kleinen Tieren untersucht. Diese Studien konnten zeigen, das MSCs neben der
Fahigkeit zur Differenzierung zu Abkémmlingen der mesodermalen Zellreihe auch in der La-
ge sind, Zellen anderer Zellreihen zu bilden. Studien konnten die Differenzierung zu Kardio-
myozyten, Hepatozyten, Pankreaszellen und Epidermis-ahnlichen Zellen nachweisen. Disku-
tiert wird jedoch, ob MSCs in-vivo wirklich in diese Zellreihen differenzieren, oder eher mit

bereits differenzierten Zellen fusionieren [96].

Vassilopoulos et al. konnten in einem Mausmodel bei einem Gendefekt der Leberzellen durch
Knochenmarktransplantation eine normale Leberfunktion wiederherstellen. Die funktionellen
Hepatozyten exprimierten als Zeichen fiir Zellfusionen sowohl Gene des Spenders wie auch
des Empféangers [101]. In-vivo konnten Sato et al. die unmittelbare Differenzierung ohne Fu-
sionsereignisse von humanen MSCs zu Hepatocyten transplantiert in eine mit Allyalkohol

behandelte Rattenleber aufzeigen [102].

Mehrere préaklinische Tierversuche konnten die Effekte der Nutzung von MSCs in der Be-
handlung von Knochen- und Knorpeldefekten demonstrieren. GroRe Knochendefekte konnten
von Quarto et al. durch die Injektion von ex-vivo kultivierten autologen MSCs behandelt wer-
den [103]. Zusatzlich scheint die Implantation von autologen Knochenmarkszellen in nekroti-
sche Lasionen des Femurkopfs bei der Behandlung von Osteonekrose von Vorteil zu sein
[104]. Allogene MSCs wurden genutzt, um skeletale Defekte in Kindern mit Osteogenesis
imperfecta (Ol) zu reparieren. Ol wird von einem Defekt des Genes verursacht, welches fir
Kollagen Typ 1 kodiert. In funf von sechs Fallen wurde ein Anwachsen von MSCs an einer
oder mehreren Lokationen beobachtet, und eine Verbesserung der Knochendichte sowie der
Wachstumsgeschwindigkeit innerhalb eines sechsmonatigen Follow-Ups berichtet [105]. Ein
weiterer interessanter aktueller Ansatz flr die Zelltherapie der Ol wurde durch in-utero Trans-
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plantation von allogenen, fetalen MSCs in einen weibliche Fétus mit multiplen intrauterinen
Frakturen in der 32. Schwangerschaftswoche durchgefihrt. Im Alter von neun Monaten konn-
te bei dem Patienten ein Einwachsen der Spenderzellen sowie eine gesteigerte Knochenmine-

ralisation festgestellt werden [106].

Aufgrund ihrer immunomodulatorischen Wirkung sind MSCs interessant in der Behandlung
der Graft-versus-Host (GvHD) Reaktion, einer lebensbedrohlichen Erkrankung nach Trans-
plantation von allogenen, hdmatopoetischen Stammzellen. Mehrere Studien konnten vielver-
sprechende Ergebnisse aufzeigen. Eindricklich ist bspw. eine 2008 in Lancet verdffentlichte
Studie. In dieser Phase Il Studie wurden 55 an steroid-resistenter, schwerer, akuter GVHD
erkrankte Patienten mit MSCs behandelt. 30 Patienten zeigten eine komplette Heilung, 9 Pa-
tienten eine Besserung der Symptome. Bei keinem der Patienten wurden unerwiinschte Nebe-
neffekte wahrend oder direkt nach der Infusion beobachtet [107]. Verschiedene Einsatzgebiete
ergeben sich hier in der Nutzung von MSCs, etwa bei Organtransplantationen oder der Be-
handlung von Autoimmunerkrankungen. Es wird momentan bspw. die Behandlung von Mor-
bus Crohn mittels humaner MSCs untersucht [108].

Die Fahigkeiten von MSCs wurden in zahlreichen weiteren klinischen Bereichen unter Be-
weis gestellt. Der Nachweis wurde erbracht, dass die Regeneration des Dinndarmepithels
nach einer strahleninduzierten Schadigung durch die Transplantation von humanen MSCs in
immuntolerante NOD/SCID Mduse unterstiitzt werden kann [109]. In die linke Nierenarterie
injizierte MSCs konnten in einem Versuchsaufbau von Kunter et al. mit Ratten und Mdausen
zwei Tage und vier Tage nach induziertem, akutem Nierenversagen eine verringerte Mesan-
giolyse und einen Anstieg der glomerularen Zellproliferation bewirken [110]. In der Neurolo-
gie werden regenerativen Eigenschaften bei unterschiedlichen Diagnosen, etwa neurodegene-
rativen Erkrankungen, bei Parkinson und ischdmischen Gehirnschadigungen im Tiermodel
untersucht. Positive Einflusse konnten aufgezeigt werden [111]. Die Sicherheit und Effizienz
einer autologen intraventsen MSC Transfusion wurde von Bang et al. bei funf Patienten nach
einem ischamischen Schlaganfall evaluiert. Das klinische Outcome der MSC-Gruppe hatte
sich wahrend eines zwoélfmonatigem Follow-Ups im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant
verbessert, es wurden keine zellabhdngigen, unerwinschten Nebenwirkungen festgestellt
[112].
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3.5.3.2.3 Wirkung von MSCs auf Myozyten bzw. Traumata in Muskel-
gewebe

Die Mdglichkeit einer Unterstutzung von Muskelregeneration durch MSCs und anderen Vor-
lauferzellen des muskuldren Gewebes ist von grofem Interesse und wurde bereits von ver-
schiedenen Arbeitsgruppen exploriert. Die potentielle Nutzung von Vorlauferzellen zu Be-
handlung von Muskeldystrophien, insbesondere vom Typ Duchenne, hat zu frihen
grundlegenden Untersuchungen der Effekte von Zelltransplantation auf Muskeln gefihrt.
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne ist eine x-chromosomale, rezessiv vererbte Erkran-
kung, die durch mangelnde Expression des Proteins Dystrophin am Sarkolemm des Muskels
hervorgerufen wird. Mehrere groRe Studien konnten bereits die Durchfiihrbarkeit von Zell-
transplantationen bei Muskeldystrophie nachweisen, weiterfuhrende Studien konnten zeigen,
das skeletale Myoblasten fahig waren, nach Transplantation in einen Muskel mit Mangel an
Dystrophin, mit Muskelfasern zu fusionieren, und dort erneut Dystrophin zu bilden [113,
114].

Schon 1997 konnte von Irintchev et al. ein positiver Einfluss auf die Muskelregeneration
durch Transplantation von Myoblasten nachgewiesen werden. Es konnte die tetanische Kont-
raktionskraft nach einem schweren Cryotrauma durch die Implantation von 10° Myoblasten
im Vergleich zur Kontrollgruppe mehr als verdoppelt werden [115]. Ahnlich gute Ergebnisse
konnten DeRosimo et al. nach Injektion von Myoblasten in einen orthotop transplantierten
Musculus extensor digitorum longus in Mausen erzielen. Die absoluten fast-twitch (FT) und
tetanischen Kréfte der regenerierenden Muskeln konnten um 65% bzw. 74% verbessert wer-
den [116].

Der grote Teil der aktuellen Studien zum Verhalten von MSCs im Muskel kommt aus dem
kardiovaskuldaren Umfeld. Tierversuche der MSC-Transplantation bei Herzinfarktmodellen
und ischdmischer Kardiomyopathie konnten hier weitreichende Wirkungen erzeugen. Dazu
gehoren die Verminderung der kardialen Infarkt- und Narbengrofle, die Verbesserung der
ventrikularen Funktion und eine Steigerung der Geféaldichte und myokardialen Perfusion
[117, 118, 119, 120].

Weiterhin konnten Matziolis et al. zeigen, dass die Transplantation aus dem Knochenmark
gewonnener Vorlauferzellen durch Injektion in einen stumpf traumatisierten Muskel zu einer
Verbesserung der Regeneration fuhrt. Nach drei Wochen konnten mit MSCs behandelte Mus-
keln einen um 14 % groReren Anteil der im kontralateralen gesunden Muskel gemessenen

Kraft bei tetanischer Kontraktion und um 13 % mehr Kraft bei FT-Kontraktion im Vergleich
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zur unbehandelten Kontrollgruppe erreichen [121]. Eine vorausgegangene Studie unserer
Gruppe hat die Beziehung zwischen der Menge der transplantierten Zellen und den daraus
resultierenden Muskelkraften nach Regeneration exploriert. Es wurden Sprague-Dawley Rat-
ten nach stumpfem Muskeltrauma lokal zwischen 0,1 x 10° und 10 x 10° autologe MSCs inji-
ziert. Es konnte neben der Wirksamkeit der Stammzelltransplantation ein logarithmisches
Verhaltnis von Dosis zu Muskelregeneration festgestellt werden, sowohl fir tetanische, als
auch fiir FT-Kontraktionen, mit der deutlichsten Kraftsteigerung bei einer Dosis von 10 x 10°
Zellen [31].

3.6 Hypothesen und Zielsetzung der Dissertation

Die Orthopédie und Traumatologie stellen interessante Anwendungsgebiete fur Transplantati-
onsverfahren von mesenchymalen Stammzellen dar. Hier bedingen operative Interventionen
Muskeltraumata verschiedenen Ausmalies. Chirurgische Eingriffe konnen hierbei durch eine
eingeschrankte Regeneration des dabei verletzten Muskelgewebes eine verminderte postope-
rative Funktion der zugehorigen Extremitat verursachen. Als gutes Beispiel dient der kinstli-
che Huftersatz. Im Jahr 2007 wurden allein in den USA 402060 Patienten mit Endoprothesen
des Hiuftgelenks versorgt, wobei mehr als die Halfte dieser Patienten 65 Jahre oder &lter waren
[122]. Bei einem aktuell bereits sehr groRen Patientenkollektiv ist davon auszugehen, dass das
\Volumen der notwendigen Eingriffe weiterhin ansteigt, und die Indikation zur Operation bei
immer junger werdenden Patienten gestellt werden wird. Ein Anhalten der momentanen Ent-
wicklung wirde dazu fiihren, dass im Jahr 2030 die jungen Patienten unter 65 Jahren mehr als
52 % der Patienten ausmachen wirden [123]. Besonders bei einem jungen und aktiven Patien-
tenkollektiv ist eine Optimierung des Regenerationsverlaufs unbedingt erstrebenswert, die
Unterstutzung der Regeneration durch eine Stammzelltransplantation bietet dazu eine vielver-

sprechende Mdglichkeit.

Zum jetzigen Zeitpunkt existieren nur wenige kontrollierte, klinische Studien mit MSCs an
Patienten. Um das gesamte therapeutische Potential von MSCs untersuchen zu kénnen, muss
von derzeitigen und zukunftigen Studien gefordert werden, sorgfaltig Kernpunkte bezliglich
der Transplantation von MSCs zu bestimmen und diese zu klaren. Zu den zu klarenden Punk-
ten gehoren der Vergleich der Vor- und Nachteile verschiedener Stammzellpopulationen, die
Evaluation der optimalen Zelldosis, der geeigneten Art der Transplantation, der geeigneten
Patientenkohorten bzw. der Indikationen fur die Transplantation und ein Nachweis der Si-
cherheit von Zelltransplantation Uber einen langeren Zeitraum. Aufgrund der moglichen zu-
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kiinftigen Bedeutung dieses Therapieverfahrens, sind diese Fragen momentan sicherlich Ge-
genstand der Betrachtung vieler Arbeitsgruppen weltweit. So wurde in einer ersten Studie an
Patienten mit erhdhtem Risiko flr ein akutes Nierenversagen nach einem herzchirurgischen
Eingriff ein Anstieg unerwinschter Nebenwirkungen durch die Transplantation beobachtet
[124]. Nachdem die Frage der geeigneten Dosis wie in 3.5.3.2.3 erwahnt bereits durch Arbei-
ten unserer Gruppe bearbeitet wurde, und andere Aspekte wie die bestmdgliche Art der Trans-
plantation von dieser aktuell verfolgt werden, hat sich diese Dissertation mit einem weiteren
wichtigen Punkt fir die Nutzung dieser Therapieoption beschéftigt. Von essentieller Bedeu-
tung ist die Abwagung eines optimalen Zeitpunkts fiir die Transplantation der Zellen. Nach
momentanem Wissensstand kénnen hierzu noch keine Empfehlungen ausgesprochen werden.
Im Bereich der Kardiologie, in der wie bereits erwahnt die meisten Studien zum Thema MSC-
Transplantation durchgefiihrt wurden, reichen die gewahlten Zeitpunkte der Transplantation

von direkt auf einen Infarkt folgend bis zu drei Wochen verzdgert [117, 125].

Der in den Vorarbeiten unserer Gruppe gewahlte Transplantationszeitpunkt eine Woche nach
Trauma beruhte auf der Annahme, dass transplantierte MSCs in der initialen Entzindungspha-
se bei einer hohen Prasenz von Makrophagen mdglicherweise als Fremdzellen wahrgenom-
men und entfernt werden [12]. Verschiedene aktuelle Studien stellen jedoch zunehmend im-
munomodulatorische, parakrine und trophische Eigenschaften als ursachlich fir positive
Effekte der MSCs auf die Muskelregeneration dar [126, 127]. In diesem Zusammenhang ge-
sehen ware es sinnvoll, sich diesen Effekt zeitnah zum Trauma wahrend der inflammatori-
schen Phase der Muskelregeneration zunutze zu machen. Eine dem Trauma sofort folgende

Transplantation der Zellen konnte dies erreichen.

Die Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses verschiedener Transplanta-
tionszeitpunkte von autologen, mesenchymalen Stammzellen in einen verletzten Muskel auf
die funktionelle Muskelregeneration. Hierzu wird der Effekt einer lokalen Transplantation von
mesenchymalen Stammzellen in direkter Folge auf ein schweres Muskeltrauma mit dem Ef-

fekt einer verzogerten Transplantation mesenchymaler Stammzellen verglichen.
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Um hierzu eine Aussage treffen zu kdnnen, setzt sich diese Arbeit folgende aufeinander auf-

bauende Ziele:

1.

Der Nachweis der adipogenen und osteogenen Differenzierungsfahigkeit der mit dem
in dieser Arbeit genutzten Biopsieverfahren gewonnenen mesenchymalen Stammzel-
len, um den Nachweis einer Multipotenz der Zellen zu erbringen und um Kriterien der
ISCT gerecht zu werden.

Der Nachweis von einem Einfluss eines Traumas auf die Muskelkraft.

Der Nachweis von einem Einfluss der Transplantation von mesenchymalen Stammzel-
len auf die funktionelle Regeneration.

Die Betrachtung des Einflusses unterschiedlicher Transplantationszeitpunkte auf die
funktionelle Regeneration.

Die Beobachtung des Einflusses der Transplantation von mesenchymalen Stammzel-

len auf biomechanische Fahigkeiten der Muskulatur.

Daraus ergebend werden folgende Hypothesen gestellt:

Die primére Hypothese lautet:

Eine direkt auf das Muskeltrauma folgende Transplantation von mesenchymalen Stammzellen

ist einer verzogerten Transplantation in Bezug auf die Muskelregeneration unterlegen.

Die erste Sekundarhypothese lautet:

Eine Transplantation von mesenchymalen Stammzellen eine Woche nach einem Muskeltrauma

bewirkt im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine Steigerung der Kontraktionskraft.

Die zweite Sekundarhypothese lautet:

Eine Transplantation von mesenchymalen Stammzellen unmittelbar auf ein Muskeltrauma

folgend bewirkt im Vergleich zu einer Kontrollgruppe eine Steigerung der Kontraktionskraft.
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4 Material und Methoden

4.1 1In vivo
4.1.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden weibliche Albino Sprague-Dawley Ratten (Charles River, Sulzbach,
Deutschland) verwendet. Die Versuchsreihen unterlagen den Richtlinien fiir die Durchfiihrung
von Tierversuchen nach 82, sowie 88 des Tierschutzgesetzes und wurden vom Landesamt von
Berlin fir Gesundheit und Soziales genehmigt (Antragsnummer G 290-09). Das Alter der
Tiere betrug zu Beginn der Versuche 5 Wochen mit einem Gewicht der Tiere von 140 — 160 g.
Die Tiere wurden in Gruppen zu funf bei einer konstanten Temperatur von 25 °C gehalten,
mit freiem Zugang zu Wasser und Futterpellets. Gehalten wurden die Tiere in der Tierexper-
minentellen Einrichtung der Charité, Berlin, Campus Virchow-Klinikum, Forum 4, Augusten-
burgerplatz 1, 13353 Berlin.

4.1.2 Versuchstiergruppen und Versuchsverlauf

Fur den Versuchsaufbau wurden 27 Tiere benétigt, die in drei Gruppen (n = 9 Tiere) aufgeteilt
wurden. Zum Bewertung der verschiedenen Transplantationszeitpunkte wurden eine direkt
auf das Trauma folgende mit einer um eine Woche versetzten Transplantation verglichen. Bei-
de Gruppen erhielten jeweils 2 x 10° MSCs in den verletzten Muskel injiziert, zum Zeitpunkt
der Transplantation der Vergleichsgruppe wurden ihnen 20 pl physiologische Kochsalzldsung
verabreicht. Dazu kam eine Kontrollgruppe, die jeweils zu beiden Zeitpunkten eine physiolo-

gische Kochsalzlsung injiziert bekam.
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Tag 0 Tag 14 Tag 21 Tag 42
Gruppe 1 Biopsie Trauma/ Trans- | Injektion NaCl | Muskelkraftmessung
(n=9) plantation
2 x 10° MSCs
Gruppe 2 Biopsie Trauma / Injek- | Transplantation | Muskelkraftmessung
(n=9) tion NaCL 2 x 10° MSCs
Kontrolle Biopsie Trauma / Injek- | Injektion NaCl | Muskelkraftmessung
(n=9) tion NaCL

Tabelle 1: Verteilung der Ratten auf die Versuchsgruppen mit Angabe des Versuchsprotokoll

im zeitlichen Verlauf.

4.1.3 Biopsie

An allen 27 Tieren wurde zur Stammzellgewinnung an Tag null an beiden Tibiae eine Kno-
chenmarksbiopsie durchgefiihrt. Die Anasthesie erfolgte mittels Isofluran (Flow 2 %) und
N,0/O; als Inhalationsnarkose. Zur Schmerztherapie erhielten die Tiere vor Beginn der Opera-
tion und 24 Stunden nach dem Eingriff eine subkutane Analgesie mit 5 mg/kg KG Rimadyl
(Pfizer Pharma GmbH, Karlsruhe, Deutschland). Anschliefend wurden die Tiere auf den
Ricken gelagert, und beide Beine ventral mit einer Schermaschine (Favorita 11, Aesculap,
Tuttlingen, Deutschland) geschoren. Der gesamte Operationsbereich wurde mit der antisepti-

schen Losung Cutasept F (Bode Chemie, Hamburg, Deutschland) desinfiziert.

Nachdem das Ligamentum patellae und die Tuberositas tibiae lokalsiert waren, efolgte eine
ca. 7 mm lange Inzision medial des Lig. patellae. Vorsichtig konnte nun das Lig. patellae dar-
gestellt, und das mediale Periost der Tibia abgeschabt werden. Zur darauffolgenden Bohrung
wurde der Handbohrer mit dem Durchmesser 2 mm (Krick, Knittlingen, Deutschland) auf

Hohe der Tuberositas tibiae unter moderatem Druck aufgesetzt und die Korticalis perforiert.

Eine Spritze mit einer Kaniile (Durchmesser 18g) wurde in den Markraum der Tibia vorge-
schoben und das Knochenmark aspiriert. Die Kanule wurde mit dem gréf3tmaoglichen in den
Markraum passenden Querschnitt gewahlt, um die Aspirations- und Scherkrafte an den Kno-

chenmarkszellen gering zu halten.
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Die Zellen wurden unter Wahrung der Sterilitat in einen vorbereiteten 50 ml Falcon-Tube
(Centrifuge And Test Tube 50 ml Produkt Nummer: 3502070, Becton, Dickinson and Compa-
ny, Franklin Lakes, NJ, USA) Uberflhrt. Dieser war mit 10ml Kulturmedium (DMEM + 10%
FCS + 1% Penicillin/Streptomycin (P / S), Sigma, Hamburg, Deutschland) gefillt. Besonders
wurde darauf geachtet, dass aufgrund mehrmaligen Aspirierens des Mediums in die Spritze
das Knochenmark vollstdndig aus der Spritze entfernt werden konnte und somit keine Zellen
verloren gingen. Im Anschluss darauf wurde die Knochenmarksaspiration ein zweites Mal

durchgefihrt, um sicherzustellen, einen groBtmaéglichen Teil des Knochenmarks zu gewinnen.

Nach Spllung mit NaCL-L6sung wurde die Haut mit einer fortlaufenden Naht spannungsfrei

verschlossen (Vicryl 3-0, Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland).
Die erldauterte Prozedur wurde am zweiten Bein der Versuchstiere wiederholt.

Zudem wurden die Tiere zur spateren Zuordnung mittels eines wasserfesten Markers am

Schwanz in durchlaufenden Nummern markiert.

Unmittelbar nach der Biopsie wurden die Zellen bis zur Aussaat gekiihlt bei einer Temperatur
von 4-6 °C gelagert, um den zelleigenen Metabolismus auf ein Minimum zu senken. Die Aus-
saat der Zellen in die Kultur fand unter einer sterilen Bench (Holten Laminair, Allerod, Dé-
nemark) statt. Die Kulturflaschen der Grésse 175cm? (SoLo Flasks, Nunc, Roskilde, Dane-
mark) wurden mit weiteren 20 ml Medium gefillt, die Gesamtmenge Medium in den

Flaschen betrug 30 ml.

Zur weiteren Zlchtung der Zellen wurden diese in einem CO2-Inkubator (CB 150, Binder,
Tuttlingen, Deutschland) bei 37 °C und 5% CO?2 gelagert.

4.1.4 Traumatisierung

14 Tage nach der Knochemarksbiopsie wurde an den Versuchstieren ein stumpfes Trauma
gesetzt. Nach einem in unserer Arbeitsgruppe etablierten Modell wurde als Zielmuskel des
Traumas der Musculus soleus gewdhlt. Anasthesie und Analgesie erfolgten wie unter 4.1.3

beschrieben.

Das Versuchstier wurde auf dem Bauch gelagert, und das linke Bein grof3zligig geschoren und
desinfiziert. Ein Hautschnitt wurde tber die L&nge von 1,5 cm gesetzt, lokalisiert lateral der
Achillessehne am lateralen Rand des Bauches des M. gastrocnemicus. Im nédchsten Schritt
wurde der Hautmuskel durchtrennt. Der daraufhin sichtbar werdende M. gastrocnemicus wur-

de freiprapariert und danach vorsichtig der darunterliegende M. soleus von lateral in seiner
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ganzen Lange dargestellt. Besondere Sorgfalt wurde darauf gelegt, das GefalR-Nerven-Biindel

nicht zu verletzen, welches dem M. soleus etwa in seiner Mitte zulauft.

Insgesamt wurden von medial auf den M. gastrocnemicus finf stumpfe Traumata gesetzt.
Hierzu wurde eine Arterienklemme (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland) genutzt, deren Enden
mit dem Stlick Polyethylenschlauch geschiitzt waren, um scharfe Verletzungen der Faszie zu

vermeiden.

Das erste Quetschungstrauma wurde knapp tber der Achillessehne gesetzt. Um eine Standar-
disierung zu erreichen, geschah die Quetschung mittig der beiden Klemmbacken, die Klemme
wurde dafir fiir jeweils 20 Sekunden auf der 3. Raste geschlossen. Die Klemme erzielt in die-
ser Stellung eine Kraft von 112 £ 5 N (Zwick, Materialtestungsmaschine, Ulm, Deutschland).
Das zweite Quetschungstrauma wurde kranial zum ersten Quetschungstrauma gesetzt, ebenso
das dritte Trauma. Kranial des Gefal3-Nervenbiindels wurden die weiteren zwei Quetschungen
gesetzt. Im Anschluss wurde zuerst der Hautmuskel mit einer fortlaufenden Naht (Vicryl 3-0,
Johnson & Johnson Medical GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen, daraufhin eben-

so die Haut des Versuchstieres.

4.1.5 Zelltransplantation
Die Zellen wurden wie unter 4.2.2 beschrieben vorbereitet.
Die Anasthesie und Analgesie erfolgte wie unter 4.1.3 beschrieben.

Das Versuchstier wurde auf dem Bauch gelagert und das linke Bein geschoren. Nach der De-
sinfektion wurde ein Hautschnitt 3 mm tber dem Calcaneus Uber ca. 1 cm nach proximal auf
dem M. gastrocnemicus gesetzt. Der darunterliegende Hautmuskel wurde durchtrennt, der M.
gastrocnemicus und M. soleus aufgesucht und dargestellt. Die Nadel (Norm-Ject, HSW, Tutt-
lingen, Deutschland) mit einem Durchmesser von 25 G wurde nahe dem Beginn der Achilles-
sehne im Verlauf des Muskels eingeflihrt. Nach sicherer Lage der Nadelspitze im M. soleus
wurde die Zellsuspension vorsichtig ohne die Lage der Nadel zu verédndern appliziert. Nach-
dem keine Zellsuspension mehr im Nadelkonus sichtbar war, wurden noch fiinf Minuten ab-
gewartet, damit das Gewebe dem Volumendruck nachgeben konnte. Nach dem Entfernen der

Nadel wurden der Hautmuskel und die Haut wie unter 4.1.3 beschrieben verschlossen.
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4.1.6 Kraftmessung

Die Anésthesie der Versuchstiere erfolgte mittels gewichtsadaptierter, intraperitonealer Injek-
tion von Ketamin (50mg/ml) und Medetomidin (1mg/ml) (Streuli Pharma AG, Uznach,
Schweiz) gemélR dem Mischungsverhéltnis Ketamin : Medetomidin von 4 : 1 nach der initia-
len Isoflurannarkose. Nach erfolgter Anasthesie wurde der M. soleus unter Erhalt der umge-
benden Strukturen freiprépariert. Besonders auf das Trennen samtlicher Adhérenzen auf der
traumatisierten Seite des Tieres wurde sehr grolRer Wert gelegt, um eine moglichst ungestorte
Kontraktion des Muskels wéhrend der Messung zu ermdglichen. Die Achillessehne wurde
mdoglichst nah an ihrem Ansatz am Tuber calcanei abgetrennt. Von ihr wurde auch der zusatz-
lich ansetzende M. gastrocnemicus entfernt. Sie wurde mittels einem Faden Vicryl 3-0 mit
dem Kraftmesser verbunden. Weiter proximal am untersuchten Bein wurde der N. ischiadicus

freigelegt, tber den spater die Kontraktion des M. soleus ausgeldst wurde.

Nach Abschluss dieser Vorbereitung wurde das Versuchstier zur Kraftmessung in die daftr
entwickelte Messanlage gelegt. Fixiert wurde die Ratte in Hohe des Knies, und der zuvor an-
gebrachte Faden an der Achillessehne mit dem Kraftabnehmer verbunden. Am N. ischiadicus
wurde eine Elektrode als Impulsgeber angesetzt. Gemessen wurden schnellablaufende (FT)
Kontraktionen und andauernde (tetanische) Maximalkontraktionen. Zur standardisierten Mes-
sung wurde ein automatisiert ablaufendes Stimulationsprogramm (Visual Basic, Version 8,
Microsoft, Redmond, Washington, USA) benutzt. Es war nicht durch den Untersuchenden zu

beeinflussen.
Folgendes Protokoll wurde durch dieses Programm ausgefuhrt:

Die Vorspannung des Muskels wurde auf 0.15 N festgestellt, dieser Wert wurde in Vorexperi-
menten festgestellt und stellt die optimale Vorspannung fir die gréRtmdgliche resultierende

Kontraktionskraft dar.

Sechs Stimulationen mit einer Stromstéarke von 9 mA / 75 Hz tber 0,01 Sekunden folgten in

5 Sekunden Intervallen im FT-Modus.

Die maximale Muskelkraft wurde in tetanischen Kontraktionen durch sechsmalige Stimulati-
on des N. ischiadicus mit 9 mA / 75 Hz Uber 3 Sekunden mit Pausenintervallen von flnf Se-

kunden aufgezeichnet.

Erst wurde das rechte, nicht-traumatisierte Bein gemessen, danach die linke, traumatisierte
Extremitat. Am Ende der Untersuchungen wurden die Tiere durch intrakardiale Injektion von

Kalium euthanisiert.
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Abbildung 1: Schematische Zeichnung der Muskelkraft-Messanlage wahrend einer Messung
des rechten M. soleus. Im Hintergrund: Der Impulsgeber (1) und das Gerat zur Kraftauf-
zeichnung (2), vorne der Abnehmer fir die Kraftentwicklung (3), der praparierte M. soleus

(4), die Fixierung der zu messenden Extremitat auf Hohe des Knies (5) und der freiliegende N.
ischiadicus (6).
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4.2 1In vitro
4.2.1 Zellkultur
Die Zellen wurden wie in 4.1.3 beschrieben gewonnen und in die Kultur Gberfihrt.

Das Medium wurde in Zwei-Tages-Intervallen erneuert. Die Isolierung der Stammzellen von
sonstigen Zelltypen gelang dadurch, dass MSCs als einzige Zellen am Boden der Kulturfla-
schen adhérieren und somit mit den Medienwechseln alle nicht adhdrierenden Zellen bzw.
nicht Stammzellen ausgewaschen werden. Nach einer 60 % Konfluenz der Zellschicht wur-
den die MSCs in 300 cm? Kulturflaschen iiberfiihrt. Dazu wurden die Zellen mit PBS (PAA,
Pasching, Osterreich) gewaschen und mit 0,25 % Trypsin (Sigma, Hamburg, Deutschland)
vom Boden der Kulturflasche abgeldst. Dieselbe Prozedur wurde zwei weitere Male bei einer
60 % Konfluenz durchgefihrt, so dass sich die MSCs zum Zeitpunkt ihrer Transplantation in
ihrer dritten Passage befanden. Die Zellen wurden jeweils auf zwei 300 cm? Kulturflaschen
uberfuhrt. Zu jedem Zeitpunkt wurde die genaue Kennzeichnung des Tieres vermerkt, um die

Zellen spéater dem entsprechenden Versuchstier zuordnen zu kdnnen.

Die fir mesenchymale Stammzellen charakteristischen Oberflachenmarker wurden mittels
FACS-Analyse bestitigt. Oberflachenmarker, die bestimmt wurden sind: CD44", CD73",
CD90" und CD45". Folgende Antikorper wurden zur Sicherung des Musters benutzt: Maus (a-
rat CD44) (Serotec, Kidlington, UK), Maus (a-rat CD45) und Maus (a-rat CD90) (Acris An-
tibodies, Herford, Deutschland), Maus (a-rat CD73) und Ratte (a-mouse IgG) (Becton, Di-
ckinson and Company, Franklin Lakes, NJ, USA).

4.2.2 Zellvorbereitung fur die Transplantation

Zur Ernte der MSCs wurden die Zellen zweimalig mit PBS und mit 0,25 % Trypsin abgelost.
Daraufhin wurden die Zellen in 50 ml Falcon-Tubes tberfiihrt und diese 10 Minuten bei 1000
Umdrehungen / Minute zentrifugiert. (Rotofix 32, Hettich, Tuttlingen, Deutschland). Nach der
Zentrifugation wurden die Zellen mittels eines Zellzahlers (Casy DT, Innovatis, Reutlingen,
Deutschland) gezahlt, die gewiinschte Zellzahl von 2 x 10°%in 20 pl 0,9 % Kochsalzlésung

resuspendiert und bis zur Transplantation kiihl gelagert.
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4.2.3 Differenzierungsassays
4.2.3.1 Vorbereitung der Zellen
Zuerst wurden Zellen aus der Kultur wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben geerntet und gezahlt.

Fiir die osteogene und adipogene Differenzierung wurden 2,4 x 10* Zellen in 400 pl Differen-
zierungsmedium aufgenommen. Diese Anzahl wurde jeweils auf die Locher einer 24-Loch-
(Well-) Platte (Falcon, Heidelberg, Deutschland) ausgeséat. Die Zellen wurden in einem CO2-
Inkubator (CB 150, Binder, Tuttlingen, Deutschland ) bei 37 °C und 5% CO2 gelagert. Zwei-
mal wochentlich erfolgte der Wechsel des Mediums durch ein frisch angesetztes Differenzie-

rungsmedium.

Adipogenes Medium Osteogenes Medium

1 pl Wasserlosliches Dexamethason 10 pl Wasserlosliches Dexamethason;
Verdiinnung 1:1000 mit Aqua dest.

6 ul Insulin 4 ul Ascorbinsaurephosphat
1 pl IBMX (3-1sobutyl-1-methyl- 35 ul B-Glycerophosphat
Xanthin)

1,4 ul Indomethacin 951 ul DMEM + 1% P/ S
100 pl FCS

890,6 pul DMEM + 1% P/ S

Tabelle 2: Zusammensetzung der verschiedenen Medien zur Zelldifferenzierung.

4.2.3.2 Auswertung der Differenzierungsassays

Innerhalb der osteogenen Differenzierungsreihe wurde die Auswertung mittels einer Alazarin
Red S Féarbung nach 21 Tagen durchgefiihrt. Nachdem das Medium abgenommen worden
war, die Zellen in den Wells mit 500 pl PBS gewaschen worden waren, konnten sie mit 500 pl
4%iger Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fixiert werden. Das PFA wurde nach zehnmindtiger

Inkubation bei Raumtemperatur (RT) abgenommen und die Zellen erneut mit 500 pl PBS
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gewaschen. Die Farbung erfolgte durch Uberschichten der Wells mit 400 pl Alizarin Red S
(Fluka 05600, Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) und der Inkubation der Zellen fir
zehn Minuten bei Raumtemperatur. Alazarin Red S bildet einen Komplex mit Kalzium, wo-
durch die Bildung von Kalziumphosphat durch Osteoblasten gemessen werden kann. Nach
dem Waschen der Zellen mit destilliertem Wasser wurden 200 ul Cetylpyridiniumchlorid zu-
gegeben, um das kalziumgebundende Alazarin Red S in eine Losung zu Uberfiihren. Die Wells
wurden fir ca. 10 — 20 Minuten auf einem Schittler (Polymax 2040, Heidolph, Schwabach,
Deutschland) bei RT inkubiert, bis der gesamte Farbstoff gelost war. Von den Uberstanden
konnte danach die Absorption des abgebenen Farbstoffes in einem Photometer (Spectramax

340PC, Molecular Devices, Sunnyvale, USA) bei 562 nm gemessen werden.

Die Auswertung der adipogenen Differenzierungsreihe erfolgte nach 21 Tagen. Nachdem das
Medium abgenommen worden war, die Zellen in den Wells mit 500 pl PBS gewaschen wor-
den waren, konnten sie mit 500 ul 4%iger Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fixiert werden.
Das PFA wurde nach zehn mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) abgenommen und
die Zellen erneut mit 500 ul PBS gewaschen. Die Wells wurden mit Isopropanol gewaschen
und trocknen gelassen. Danach konnte eine Farbung mittels 200 pl einer Oil-Red-L3dsung
durchgefuhrt werden. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten bei RT farbt sich die Oil-
Red-Losung bei einer Reaktion mit Fetten rot und lasst sich mit Isopropanol aus den Zellen
I6sen. Dieses l&sst sich in einem Photometer bei 500 nm messen und gibt somit Hinweise auf
die adipogene Differenzierung der MSCs.

Sowohl die osteogenen als auch die adipogenen Messungen wurden zur Auswertung auf die
Zellzahl normalisiert, die mittels einem MTS-Assay erfasst wurde. Die Messung erfolgte mit

dem Mikroplate Reader bei 490 nm.

4.3 Statistik

Die Standardabweichung und der arithmetische Durchschnitt wurden fir jede Messung be-
stimmt. Wurden die Versuchstiere intraindividuell betrachtet, wurde der nichtparametrische
Wilcoxon-Test fur abhéngige Proben angewandt, um die statistische Signifikanz zu ermitteln.
Um die Transplantationsgruppen und die Kontrollgruppe zu vergleichen, wurde der nichtpa-

rametrische Mann-Whitney-U Test fur unabh&ngige Proben benutzt.

Als Signifikanzlevel wurde 0,05 festgesetzt.
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5 Ergebnisse

5.1 Zellcharakterisierung und Differenzierungsassays

Die MSCs wurden geméR den Kriterien der ISCT auf ihre Fahigkeit adipogen und osteogen
zu differenzieren getestet. Der Nachweis der F&higkeit zur adipogenen Differenzierung gelang
nach Inkubation in einem entsprechendem Kulturmedium mittels einer Oil Red Farbung. Die
osteogene Differenzierungsfahigkeit der genutzten MSCs konnte mittels einer Alizarin R Féar-
bung der Zellen bestatigt werden. Fir beide Differenzierungsreihen konnte durch Messungen
der Extinktion mit Hilfe des Photometers ein signifikanter Unterschied (p<0,05) der Auspra-
gung der entsprechenden Farbung im Vergleich von Zellen aus Differenzierungs- bzw. Kul-
turmedium aufgezeigt werden. Zudem wurde als Kennzeichen von MSCs die typische Ober-

flachenadhérenz beobachtet.

Abbildung 2: a) & b) Mesenchymale Stammzellen in Kultur, 3. Passage; zeigen mit Zellaus-
laufern deutliche Oberflachenadhérenz.; ¢) & d) Osteogene Differenzierungsreihe in Alazarin
Red Farbung, ¢) Probe in Kulturmedium, d) Probe in Differenzierungsmedium; VergréRerung

x 10
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Abbildung 3: Adipogene Differenzierung der Zellen als Vergleich der Extinktion normiert auf
die gemessene Zellzahl in Differenzierungsmedium vs. normales Kulturmedium; Oil Red Fér-

bung an Tag 21; Signifikante Unterschiede sind mit einem * markiert.
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Abbildung 4: Osteogene Differenzierung der Zellen als Vergleich der Extinktion normiert auf
die gemessene Zellzahl in Differenzierungsmedium vs. normales Kulturmedium; Alazarin Red

Farbung an Tag 21; Signifikante Unterschiede sind mit einem * markiert.
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5.2 Einfluss des Trauma auf die Muskelkraft

Die nicht-traumatisierten Muskeln des rechten Beines der Versuchstiere (Gruppen 1, 2 und
Kontrollgruppe) konnten eine mittlere Kontraktionskraft von 0,98 + 0,26 N bei tetanischen
Kontraktionen und 0,52 + 0,14 N fur FT-Kontraktionen erreichen. Fur die traumatisierte Seite
aller Versuchstiere wurde ein Mittelwert von 0,37 £ 0,16 N bei tetanischen und 0,29 + 0,14 N
fur FT-Kontraktionen gemessen. Der Muskel konnte im Mittel bei tetanischer Kontraktion 62
Prozent weniger als seine urspriingliche Kraft vor der Traumatisierung aufbringen, die Werte
lagen hier fur die FT-Kontraktionen bei 43,5 Prozent weniger als des rechten Muskels. So-
wohl fir FT- als auch flr tetanische Kontraktionen lag eine signifikante Differenz (p<0,005)
im Vergleich von traumatisierten mit nichttraumatisierten Muskeln vor. Dies zeigt, dass nach
dem Trauma des Muskels sowohl bei tetanischen als auch FT-Kontraktionen keine vollstandi-

ge funktionelle Regeneration des Muskels stattfindet.
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Einfluss des Traumas auf Muskelkraft
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Abbildung 5:Prozentualer Anteil der maximalen Kraftentwicklung der traumatisierten Musku-
latur verglichen mit der gesunden Muskulatur des zugehdrigen Beines der Versuchstiere. Ge-
zeigt werden Fast-Twitch (FT) und Tetanische (Te) Kontraktionen. Signifikante Unterschiede

zu den entsprechenden gesunden Muskeln sind mit einem * markiert.
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5.3 Einfluss von MSCs auf die Muskelregeneration

Die maximalen Kontraktionskrafte der Kontrollgruppe betrugen fiir den traumatisierten M.
soleus bei tetanischen Kontraktionen im Mittel 0,27 + 0,15 N, bei FT-Kontraktionen 0,21 +
0,11 N. Nach der Normalisierung des geschadigten auf den gesunden Muskel ergab sich ein
Kraftverlust von 72 = 12 Prozent fir tetanische und ein Kraftverlust von 61 £ 16,5 Prozent fir
FT-Kontraktionen.

Die Mm. solei der transplantierten Versuchstiere (Gruppen 1 & 2) konnten nach Regeneration
im Mittel 0,41 £ 0,15 N bei tetanischen und 0,32 + 0,14 N bei FT-Kontraktionen aufbringen.
Der Kraftverlust nach Normalisierung auf den gesunden Muskel ergab bei tetanischer Kont-
raktion 57,5 £ 12,5 Prozent und bei FT-Kontraktionen 35 * 21 Prozent.

Durch die lokale Injektion von 2 x 10° MSCs nach dem Trauma konnte beim M. soleus im
Vergleich zur Kontrollgruppe ein Zuwachs der tetanischen Kraft um 51,5 % beobachtet wer-
den, ebenso bewirkte die Transplantation bei FT-Kontraktionen einen Zuwachs der Kontrakti-

onskraft von 66,5 % verglichen zu nicht-transplantierten Versuchstieren.

Sowohl die tetanischen als auch die FT-Kontraktionskréfte nach der Transplantation von

MSCs waren im Vergleich zu den nicht transplantierten Tieren signifikant (p<0,05) groRer.
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Einfluss von MSCs auf die Muskelregeneration
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Abbildung 6: Maximale Kontraktionskraft des traumatisierten Muskels normalisiert auf den
gesunden Muskel des Tieres; Vergleich des Mittelwertes aller MSC-transplantierten Tiere mit
der Kontrollgruppe im FT und tetanischem (Te) Stimulationsmodus. Signifikante Unterschiede

zur Kontrollgruppe sind mit einem * markiert.
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5.4 Einfluss unterschiedlicher Transplantationszeitpunkte auf

die Muskelregeneration

Die Untersuchung der tetanischen Kontraktionskréfte ergab eine Regeneration von 42 + 13 %
Prozent der urspriinglichen Kontraktionskrafte in Gruppe 1 und von 43 £ 12,5 % Prozent der
Kraft bei einer um eine Woche verzdgerten Transplantation der MSCs. Im Vergleich der
Gruppen 1 (sofortige Transplantation) und 2 (Transplantation nach 7 Tagen) konnte hier bei
einem p-Wert von 0,73 kein signifikanter Unterschied der Kontraktionskrafte festgestellt wer-
den. Auch die Untersuchung der Muskelregeneration der Versuchstiere bei FT Stimulationen
der Mm. solei mit Werten von 67 % + 24 % der urspriinglichen Muskelkraft in der ersten Ver-
suchsgruppe und von 61,5 % * 18 % des Ausgangswertes der Gruppe 2 ergab im Vergleich
bei einem p-Wert von 0,93 keinen signifikanten Unterschied bei verschiedenen Transplantati-

onszeitpunkten.

Der Vergleich der verschiedenen Transplantationszeitpunkte zur Kontrollgruppe ergab einen
signifikant geringeren Kraftverlust (p<0,05) sowohl bei FT- als auch bei tetanischen Kontrak-
tionen flr die Gruppe 2. Flr die sofortige Transplantation (Gruppe 1) konnte eine signifikante
Verbesserung (p<0,05) der Kontraktionskraft bei FT-Kontraktionen gezeigt werden, bei teta-

nischen Kontraktionen zeigte sich die Tendenz einer verbesserten Kontraktion.
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Abbildung 7: Maximale Kontraktionskraft des traumatisierten Muskels normalisiert auf den
gesunden Muskel des Tieres; Vergleich des Mittelwertes der Gruppe 1 (sofortige Transplanta-
tion) und der Gruppe 2 (Transplantation nach 7 Tagen) mit der Kontrollgruppe im FT und
tetanischem (Te) Stimulationsmodus. Dem Vergleich verschiedener Transplantationszeitpunkte
entsprechende Saulen sind gemaR fehlender Signifikanz der Unterschiede in der Muskelrege-
neration mit nicht-signifikant (n.s.). markiert. Signifikante Unterschiede (p<0,05) einzelner
Versuchsgruppen zur Kontrollgruppe bestanden bei FT-Stimulationen fur Gruppe 1 und
Gruppe 2, bei tetanischer Stimulation fir Gruppe 2 und mit einer entsprechenden Tendenz flr

Gruppe 1.
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5.5 Weiterer Einfluss der Transplantation von MSCs auf die

biomechanischen Fahigkeiten der Muskulatur

Der Mittelwert der Twitch / Tetanus Ratio der linken Beine und damit nach einem Muskel-
trauma lag bei den Tieren der Gruppe 1 (sofortige Transplantation) und der Gruppe 2 (Trans-
plantation nach 7 Tagen) bei 0,81 + 0,23, bei den Tieren der Kontrollgruppe ergab sich ein
Wert von 0,80 * 0,12 flr deren linke Seite. Die Berechnungen der Twitch / Tetanus Ratio des
rechten, im Versuch unverletzt gebliebenen Beins der ersten und zweiten Gruppe ergaben ei-
nen Mittelwert von 0,53 = 0,1, fir die Kontrollgruppe kann hier ein Wert von 0,58 + 0,15 an-

gegeben werden.

Bei der Auswertung der Werte der Twitch / Tetanus Ratios wurden zuerst die transplantierten
Tiere der Gruppe 1 & 2 im Vergleich mit den Tieren der Kontrollgruppe betrachtet. Hier
konnte weder fur die linken, traumatisierten Beine bei einem p-Wert von 0,85 noch fir die
rechte, nicht traumatisierte Seite bei einem p-Wert von 0,57 ein signifikanter Unterschied

festgestellt werden.

Die weitere Auswertung erfolgte mittels dem Vergleichs der Ratio der traumatisierten versus
der Ratio der nicht-traumatisierten Beine, unabhdngig von der Zugehorigkeit zu den unter-
schiedlichen Transplantationsgruppen. Hier war bei einem p<0,005 ein signifikanter Unter-
schied feststellbar. Der Anstieg der Twitch / Tetanus Ratio der traumatisierten im Vergleich zu
den unverletzten Beinen deutet auf eine Verschiebung des Verhéltnisses der Fasertypen inner-

halb des Muskels zu Gunsten des schnellen Fasertypus hin.

50



Einfluss der Transplantation von MSCs auf die
biomechanischen Fihigkeiten der Muskulatur
1,2
%k
1 T k
g 0,8 -
g 0,6 B MSC-transplantiert
: = Kontrolle
E 04
0,2 -
0 .
Trauma Unverletzt

Abbildung 8: Die Daten stellen den Vergleich des linken, traumatisierten Bein vs. dem rech-
ten, unverletztem Bein dar. Jede Saulengruppe zeigt jeweils die transplantierten und die nicht-
transplantierten Tiere. Signifikante Unterschiede zur Ratio des gesunden Beines sind mit ei-

nem * markiert.
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6 Diskussion

Mit der vorliegenden Arbeit konnten die zu Beginn genannten Ziele erreicht werden. Die ge-
stellte primare Hypothese wurde wiederlegt. Sowohl die erste Sekundarhypothese als auch die

zweite Sekundarhypothese wurden bestétigt.

Die Multipotenz der durch eine tibiale Biopsie gewonnenen Stammzellen konnte durch Diffe-

renzierungsassays nachgewiesen und Kriterien des ISCT gerecht werden.

Durch die Art und Weise des im Experiment gesetzten Traumas wurde ein signifikanter Ver-
lust der Kontraktionskrafte nach der Regeneration beobachtet.

Die Beobachtung von einem signifikanten Unterschied der funktionellen Regeneration bei
\ergleich der MSC-transplantierten Gruppen (Gruppe 1 & 2) mit den Tieren der Kontroll-
gruppe spricht flr einen prinzipiellen positiven Effekt der MSC-Transplantation auf die Mus-

kelregeneration.

Wurden die verschiedenen Transplantationszeitpunkte miteinander verglichen, konnten der
primaren Hypothese widersprechend keine signifikanten Unterschiede zwischen der frihen
und spaten Transplantation beschrieben werden. Dies war weder der Fall bei tetanischen noch
bei der FT-Kontraktionen. Interessanterweise war die spate Transplantation von Stammzellen
bei beiden Formen der Kontraktion der Placebotherapie iberlegen. Auch das sofortige Trans-
plantationsverfahren war im FT-Stimulationsmodus der Placebotherapie tberlegen und zeigte
bei tetanischen Stimulationen die Tendenz zu Verbesserung der Regeneration. Dies bestatigt
somit die erste Sekundarhypothese und weiterhin die zweite Sekundérhypothese. Daraus

erdffnet sich die Grundlage fur weitere Diskussionen und Betrachtungen.

Ausgewertet wurde auch der Einfluss des Traumas und der Transplantation auf die Twitch-
Tetanus Ratio der Muskulatur. Konnte in diesem Fall keine \Verschiebung der Ratio durch eine
Transplantation an sich festgestellt werden, stieg diese bei \Vergleich der traumatisierten mit
den nicht-traumatisierten Muskeln zugunsten des schnellen Fasertypus innerhalb der Musku-
latur, es kann somit ein Einfluss des Traumas selber auf die Zusammensetzung des Fasermus-

ters vermutet werden.
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6.1 Ergebnisse der Zellcharakterisierung und der Differenzie-

rungsassays

Um den Nachweis erbringen zu konnen, mit den als mesenchymalen Stammzellen bekannten
Zelltyp gearbeitet zu haben, wurden die genutzten Zellen entsprechend den ISCT-Kriterien
untersucht. In spezifischen Assays konnten deren adipogenes und osteogenes Differenzie-
rungspotential nachgewiesen werden. Die Zellen wiesen weiterhin die Fahigkeit zur Oberfla-

chenadhérenz auf und exprimierten die geforderten Oberflachenmarker.

Unsere Daten entsprechen denen von Kunter et al., die in unseren entsprechenden Versuchs-
reihen die adipogene und osteogene Differenzierung von Stammzellen nachweisen konnten.
In diesem Fall wurden den Versuchsratten nach der Tétung Tibia und Femur vollstandig ent-
fernt. Das Knochenmark wurde ausgewaschen, und die so gewonnenen Zellen zeigten neben
der Oberflachenadhérenz mit der Fahigkeit zur Osteogenese und Adipogenese die Schlussel-
eigenschaften von MSCs [110]. Diese und unsere Beobachtungen decken sich auch mit Ver-
suchen von aus dem Knochenmark gewonnenen MSCs am Tiermodell der Maus und am hu-
manen Modell [95, 128].
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6.2 Einfluss des Traumas auf die Muskelkraft

Um eine fundierte Aussage Uber die funktionelle Regeneration der Muskulatur bzw. einen
Einfluss auf diese treffen zu kdnnen, muss ein nicht durch die dem Muskel gegebenen intrin-
sischen Ressourcen zu heilendes Trauma vorausgesetzt werden. Der Verlust von 62 % der
urspringlichen Kontraktionskraft des Muskels bei tetanischen Kontraktionen und von 43,5 %
bei FT-Kontraktionen nach Trauma zeigt deutlich, dass die Muskulatur nicht in der Lage ist,
eine vollstandige funktionelle Regeneration mittels ihrer intrinsisch vorhandenen Ressourcen

durchzufihren.

Obwonhl die Literatur im diese Beobachtungen als wahrscheinlich vorausgesagt hat, sind bei
einer kritischen Beobachtung folgende Punkte zu beachten. Der mogliche Anteil der einem
Trauma folgenden Regeneration ist in weitem Mal von der Schwere des vorausgehenden
Traumas abhangig. Aufgrund der Schwere der Verletzung und der trotzdem erhaltenden Kon-
tinuitat des Muskels in dem hier angewandten Traumamodell einer stumpfen Quetschung ist
das Trauma nach der in der Einleitung beschriebenen Einteilung als ein Muskeltrauma zwei-
ten Grades zu bezeichnen. Ein groRer Teil der Studien zu dieser Thematik bedienen sich der
intramuskuléren Injektion von myotoxischen Substanzen wie bspw. Cardiotoxinen oder von
Lokalanésthetika, um eine Muskelverletzung zu provozieren [128, 129]. Obwohl auf diese Art
ein nachweisbares Muskeltrauma induziert werden kann, scheint dies durch die Applikations-
weise in seinem Ausmaf nur begrenzt zu sein, und ist auch in der Lokalisation nicht immer
befriedigend zu reproduzieren. Es ist anzunehmen, das auf diese Weise haufig kein Gber den
ersten Grad hinausgehendes Trauma zu erreichen ist. Preferabel ist ein den vollstdndigen
Muskel betreffendes Trauma. So wurde bei einem offenen Verfahren von Garett et al. eine
Erholung auf 50 % der urspriinglichen Kraft nach der Regeneration eines vollstandig ruptu-
rierten Muskels und somit eines Verletzungstypus dritten Grades beschrieben. Bei Vergleich
mit den Kontraktionskraften eines nur teilweise rupturierten und somit eher als Referenz an-
zusehenden Trauma konnte diese Gruppe nur einen 40 prozentigen Kraftverlust nachweisen
[43]. Die durch die standardisierte, stumpfe Quetschung im vorliegenden Traumamodell er-
reichten Werte &hneln denen von Garrett et al. Auch vorhergehende Messungen im eigenen
Projekt konnten einen Verlust der Muskelkraft um bis zu 65 % bei FT-Kontraktionen durch

das angewandte Verfahren nachweisen [130].

Einen wichtigen weiteren Punkt zur Gewinnung valider Daten ist die Auswahl eines geeigne-
ten Messzeitpunktes fur den Fortschritt der Muskelregeneration. Die Arbeitsgruppe von Stra-

tos et al. konnte mit demselben Protokoll der Traumasetzung und der Kraftmessung einen
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unserem ahnlichen Kraftverlust nachweisen. In diesem Fall wurde die Kraft jeweils zu ver-
schiedenen Zeitpunkten, 4, 7 und 14 Tage auf das Trauma folgend gemessen. Unbehandelte
Tiere erreichten an Tag vier 26 % (FT) und 20 % (Tetanisch), weiterhin 53 % (FT) und 37 %
(Tetanisch) zwei Wochen nach dem Zufligen der Verletzung [64]. Dies spricht flr einen dy-
namischen Verlauf der Muskelregeneration und der Kraftentwicklung. Aufgrund dieser Daten
scheint unser Messzeitpunkt von 14 Tagen posttraumatisch gut gewéhlt, um die Regeneration
an einem Zeitpunkt zu beurteilen, der bereits genug vorangeschritten ist, um Uber einen gro-
Ren Anteil des Regenerationsverlaufes eine Aussage treffen zu kdnnen. Auch zeigen die Er-
gebnisse der vorher erwahnten Arbeit, dass sich in der Kraftentwicklung ein Plateau einzustel-
len scheint, so dass im Zeitraum nach der funktionellen Analyse keine Entwicklungen der
erreichten Muskelkraft mehr zu erwarten sind, die in Bezug auf unsere getroffenen Aussagen
relevant sein konnten. Dies deckt sich mit friheren histologischen Untersuchungen, die den
Beginn der Regenerationsphase um den 7. Tag posttraumatisch sehen, mit einem Hohepunkt
um ungefahr zwei Wochen posttraumatisch. Als géanzlich abgeschlossen betrachtet wird die
Regenerationsphase in der Literatur im Allgemeinen um circa drei bis vier Wochen nach dem

Trauma [1].

Wahrend des Strebens nach bestmdglichen und gultigen Ergebnissen wurden verschiedene
Uberlegungen zu moglichen Schwachpunkten in den angewandten Verfahren zur Traumain-
duktion und Muskelkraftmessung angestellt. Ein uns bekanntes Risiko der Traumasetzung
mittels einer standardisierten Klemme an einem offenen, frei préparierten Muskel, in unserem
Fall des M, soleus, ist, im Vergleich zur Traumasetzung bspw. mittels der intramuskularen
Injektion myotoxischer Substanzen, die Gefahr ein relativ groRes Areal des den Muskel um-
gebenden Weichteilmantels zu verletzen. Die hierdurch moglicherweise entstehenden Trau-
mata konnen Uber den Prozess der Inflammation zu Adh&sionen des umliegenden Gewebes
mit der Muskulatur fihren. Diese kdnnen einerseits im Verlauf des Regenerationsprozess
durch Bewegungseinschrankungen die flr die Regeneration empfohlene, friihzeitige Mobili-
sation der Muskulatur behindern. So fordert diese, wie in der Einleitung erwahnt, die Ein-
sprossung von Kapillaren in das Traumaareal [50]. Andererseits konnen Adhésionen wahrend
dem finalen Messverfahren die Muskulatur in ihrer Kontraktionsfahigkeit beeintrdchtigen.
Dieses Problem l&sst sich jedoch durch eine griindliche Préparation des Muskels vor der
Kraftmessung umgehen. In unserem Fall ist eine zusatzliche Gefahr eine Schadigung des Ge-
fak-Nerven-Bundels des Mu. soleus. Zustandig sowohl fur samtliche nutritive und oxidative
Versorgung, als auch fiir die nervale Stimulation, ohne welche ein Muskel zwangslaufig atro-

phiert, kann dieses wéhrend der Traumasetzung von der Klemme erfasst werden. Tiere, bei
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denen eine Verletzung des GefaR-Nerven-Blindels vorlag, konnten sicher identifiziert werden.
Entsprechende Tiere sind nicht in die Auswertung eingegangen. Ist wéhrend der Traumaset-
zung eine vollstdndige Erfassung des Muskels gew(nscht, wird dieses Risiko nicht zu umge-
hen sein. Eine mdgliche Alternative zur Setzung eines geschlossenen, stumpfen Muskeltrau-
mas, konnte zum Beispiel von Gierer et al. aufgezeigt werden, dessen Aufpralltrauma mittels
einem pneumatisch betriebenen Apparats verursacht wurde [131]. Interessant ist weiterhin,
welche Auswirkungen die Einschrankung der Nutzung des traumatisierten linken Beines auf
die Muskelkraft des rechten, gesunden Beines des Versuchstiers hat. Geht man davon aus,
dass das rechte Bein Uber den dem Trauma folgenden Zeitraum stérker als Ublich belastet
wird, da das linke in Schonhaltung gehalten wird oder nicht ausreichend bewegungsféhig ist,
ware dieses zum Zeitpunkt der Messung tber seine urspriingliche Kontraktionskraft trainiert.
Bei einer Normalisierung des traumatisierten auf das Ubertrainierte, gesunde Bein verschiebt
sich die Ratio hinzu zu einer falsch niedrigen Abbildung der prozentuellen Regeneration des
Muskeltraumas. Nach meinen Kenntnissen ist zu diesem Punkt keine existente Literatur vor-
handen. Jedoch wurden im Vorfeld der vorliegenden Arbeit in unserer Versuchsgruppe ent-
sprechende Bodenkontaktmessungen mit Kraftaufnehmern durchgefuhrt. Diese zeigten, dass

die Versuchstiere auch das traumatisierte Bein schnell wieder voll belasten.

Die in diesem Versuchsabschnitt gewonnenen Erkenntnisse bilden die Grundlage einer klini-
schen Relevanz der darauf folgenden Versuche. Die Unféhigkeit der Skelettmuskulatur nach
einem ein bestimmtes Ausmal} iberschreitenden Traumas eine vollstdndige funktionelle Re-
generation zu erreichen, wird bei einem Vergleich der gesunden mit der traumatisierten Mus-
kulatur innerhalb eines Versuchstiers ersichtlich. Gleiche Beobachtungen machten Studien
verschiedener Arbeitsgruppen [43, 121, 132]. Zeigen sich Wege auf, die funktionelle Regene-
ration zu unterstiitzen, erdffnen sich in der Traumatologie und Orthopédie zahlreiche poten-

tielle Anwendungsgebiete.
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6.3 Einfluss von MSCs auf die Muskelregeneration

Aufgrund der sich tberschneidenden Diskussionsansatze und Thematik wesentlicher Punkte
dieses Abschnitts in 3.5.3.2.3 und der Diskussion der Hypothesen im darauffolgenden Ab-
schnitt 6.4, erwéhnt dieser Absatz nur sonst nicht erwahnte Daten, um Doppelnennungen zu

vermeiden und zu Gunsten eines sinnvollen und durchgangigen Aufbaus der Dissertation.

Der in dieser Arbeit gewahlte Ansatz zur Einflussnahme auf die Muskelregeneration ist die
Transplantation autologer, mesenchymaler Stammzellen. Um wie in den zuvor gestellten Hy-
pothesen, eine Aussage zur Bedeutung des Zeitpunkts der Stammzelltransplantation auf ihren
Effekt auf den verletzten Muskel machen zu kénnen, muss primér deren positiver Effekt an
sich nachgewiesen sein. Die Zusammenfassung aller transplantierten Tiere im Vergleich zu
Tieren der Kontrollgruppe nach der funktionellen Kraftmessung ermdglicht es, eine grundle-
gende Aussage Uber die Wirkung autologer MSCs zu treffen. Transplantierte Ratten konnten
bei tetanischen Kontraktionen eine um 51,5% verbesserte Kontraktionskraft, bei FT-
Kontraktionen eine um 66,5 % héhere Kraft als nicht-transplantierte Tiere erreichen, was ei-

nen signifikanten Effekt (p<0,05) der Transplantation aufzeigt.

Unsere Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen anderer Studien. Aufgrund von Erfol-
gen der Behandlung von Muskeldystrophie-Patienten mit Myoblasten gibt es eine Grundlage
flr die Moglichkeit von Zelltransplantation [113, 114]. Trotz der Nutzung von bereits hoher
differenzierten Zellen in diesen Studien, ist das myogene Differenzierungspotenzial von
MSCs erwiesen [93, 133]. Weiterhin liefert die Literatur deutliche Hinweise, dass dem Kno-
chenmark entstammende MSCs (ber den Weg der myoblastéren Differenzierung Einfluss auf
Regenerationsprozesse in der Muskulatur nehmen und bei Mangel der muskeleigenen Satelli-
tenzellen deren Platz einnehmen [134]. Es ist davon auszugehen, dass Immunreaktionen ge-
genuber den transplantierten Zellen zum Teil fur schlechte Ergebnisse verantwortlich gewesen
sein konnten, wenn in den Studien allogene Zellen genutzt wurden. In einer Studie konnten
nach Myoblastentransplantation bei Duchenne-erkrankten Jungen ohne Immunsupression im
Serum Antikorper gegen die Spenderzellen nachgewiesen werden [135]. Um Host vs. Graft
Reaktionen zu umgehen, wurden in unseren Versuchen ausschliellich autologe Zellen zu
Transplantationszwecken genutzt. Erste Hinweise auf das Potenzial der aus dem Knochen-
mark gewonnenen Stammzellen zeigt eine Studie von Ferrari et al. auf. Sie konnten histolo-
gisch Fusionsereignisse von Muskelfasern nach Injektion markierter Knochenmarkszellen in
einen geschadigten Muskel nachweisen. Auch bei Injektion nach Aufteilung der Knochen-

markszellen in eine in-vitro an Oberflachen adharierende und nicht adharierende Fraktion
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konnten bei einem Teil der Versuchstiere dieselben Beobachtungen gemacht werden. Markier-
te Zellen fanden sich vornehmend in Tieren, welche mit zuvor adhdrenten Zellen behandelt
wurden. Da die Oberflachenadharenz als ein spezifisches Definitionsmerkmal von MSCs an-
geflihrt wird, kdénnen sie in diesem Fall als Effektor angesehen werden. Zu kritisieren an die-
ser Arbeit ist, dass zwar histologisch Fusionsereignisse nachgewiesen wurden, sich hieraus
jedoch keine Aussagen tber deren Nutzen fir die Regeneration an sich, insbesondere Gber die
Funktion des Muskels nach dem Trauma treffen lassen [136]. Diesen Ansatz verfolgte die
Gruppe von Natsu et al. Nach scharfer Entfernung eines transversalen Keils aus der Mitte des
Muskelbauchs fullten Natsu et al. den Defekt mit in Fibrinkleber eingebetteten, allogenen
MSCs. Vergleichsgruppen erhielten einen Fibrinkeil oder der Defekt wurde leer verschlossen.
Die Zellen waren mit Green-Fluorescent-Protein (GFP) markiert, so dass zu verschiedenen
Zeitpunkten die Muskeln funktionell und histologisch untersucht werden konnten. Obwohl
die Arbeitsgruppe die urspringliche Muskelkraft durch die Transplantation von MSCs inner-
halb von vier Wochen wiederherstellen und einen signifikanten Unterschied zu den Ver-
gleichsgruppen feststellen konnte, miissen verschiedene Gesichtspunkte kritisch betrachtet
werden. Zum Zeitpunkt der letzten Messungen, 12 Wochen auf die Transplantation folgend,
war der Vorsprung der Stammzellgruppe von den anderen Versuchsgruppen wieder eingeholt,
so dass der Transplantation nur noch im \ergleich der MSC mit der unbehandelten Gruppe bei
FT-Kontraktionen ein signifikanter Vorteil zugeschrieben werden konnte. Ursachen dafur sind
vermutlich in der Art des Traumas zu sehen. Bei Entfernung eines relativ kleinen Teils des
Muskelgewebes bleibt der Grof3teil der Muskulatur proximal und distal der Schnittflache un-
verletzt und somit funktionsfahig. Weiterhin konnten die Ergebnisse der immunohistologi-
schen Féarbung keinen Beweis daflr liefern, das transplantierte MSCs zu Muskelfasern diffe-
renzierten, oder mit Muskelfasern fusionierten. Die Kombination eines mdglicherweise
insuffizienten Traumas mit der Verwendung einer allogenen Zellpopulation ermdglicht Kritik
an verwendetem Versuchsaufbau und somit an der Validitat der Ergebnisse. Von Natsu et al.
wurden ihre Ergebnisse so gewertet, dass der Beitrag der MSCs nicht auf dem Weg der Zell-
differenzierung oder der Fusion verlduft, sondern durch andere Mechanismen bewirkt wird.
Den nédchsten Abschnitt vorwegnehmend ist hier ein weiterer Kritikpunkt anzumerken. Um
immunologische Reaktionen gegen das Allograft zu vermeiden, erhielten alle Tiere eine intra-
peritoneale Injektion von Tacrolimus, einem Immunsuppressivums [137]. Dies konnte neben
der Wirkung auf die transplantierten Zellen einen Einfluss auf die inflammatorische Phase der
Muskelregeneration gehabt haben. In dieser Phase ist aus zahlreichen Studien eine Mdglich-
keit der Einflussnahme auf die Regeneration bekannt [1, 68]. In der Einleitung erwahnt wur-
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de, dass in einer vorangehenden Studie unserer Projektgruppe die Transplantation von
Stammzellen in ein muskuldres Quetschtrauma zu einer signifikanten Verbesserung der funk-
tionellen Regeneration fuhrte [121]. Eine weitere vorausgegangene Studie unserer Gruppe
konnte durch ihre Versuche eine Aussage zu einer geeigneten Dosis der transplantierten Zel-
len und den daraus resultierenden Muskelkraften nach Regeneration machen. In dieser Ver-

suchsreihe ergab sich die deutlichste Kraftsteigerung bei einer Dosis von 10 x 10° Zellen [31].

Kritikpunkte der eigenen Arbeit bezuglich des Traumamodells und der funktionellen Arbeit
wurden im vorangehenden Abschnitt besprochen. Eine Sorge ist der Verbleib der Zellen am
Ort der Verletzung nach der Transplantation. Entweder kénnen die implantierten Zellen bei
erhohter zelluldrer Aktivitat von Teilen des Immunsystems abgeraumt werden, oder aufgrund
der eigenen Motilitat das Traumaareal verlassen. Verschiedene Studien veranlassen zu der
\Vermutung, dass pluripotente Stammzellen eine geringere Rate an AbstoRungsreaktionen als
bereits differenzierte Zellen zeigen. Der Nachweis der Mdglichkeit einer Implantation von
Stammzellen ohne zusétzliche Immunsuppression konnte erbracht werden, in dieser Hinsicht
sind Stammzellen den anderen zur Diskussion stehenden Zellreihen wie Myoblasten oder Sa-
tellitenzellen Uberlegen [138, 139]. Die Ursache hierfur konnte in den Stammzellen zuge-
schriebenen, immunomodulatorischen Eigenschaften zu suchen sein, auf die im nachsten Ab-
satz eingegangen wird [126]. Um der vermuteten Migration der MSCs entgegenzutreten,
haben Natsu et al. in ihrer Versuchsreihe die Zellen in einen festen Fibrinblock eingebettet.
Eine vorangehende Studie unserer Projektgruppe konnte jedoch zeigen, dass dies nicht not-
wendig ist. Aufgrund einer Markierung der MSCs mittels Eisenoxidnanopartikel konnte der
\erbleib von transplantierten Zellen innerhalb des Muskels iber den Zeitraum von 6 Wochen
beobachtet werden. Die mit einem hochaufldsenden MRT gewonnen Bilder zeigten deutlich
den transplantierten Zellpool ab 24 Stunden auf die Transplantation folgend, der zwar zuneh-
mend an GroRe verlor, jedoch Uber 6 Wochen sicher vom umgebenden Gewebe abzugrenzen
war. Eine Migration der Zellen konnte nicht beobachtet werden [130]. Dies ist vermutlich auf
Verénderungen der Gewebeeigenschaften des traumatisierten Muskels zurtickzufuihren. Wah-
rend die Verteilung von Zellen in einem gesunden Muskel noch weitgehend ungestort moglich
ist, scheint diese durch die im Trauma entstehenden, bindegewebigen Septen behindert zu

sein.

Nachdem die Wirksamkeit der Transplantation autologer, mesenchymaler Stammzellen erwie-

sen wurde, lohnt es sich, Uberlegungen zur klinischen Nutzung dieser Therapie anzustellen.
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Die in der Einleitung erwéhnten Fragen der optimalen Anzahl von transplantierten Zellen, der
Applikationsart und den Indikationen sind momentan in der Erforschung. Sie werden und
konnen durch standardisierte Human- und Tierstudien zu einem spateren Zeitpunkt sicherlich
suffizient beantwortet werden. Ein wesentlicher Punkt neben der Wirksamkeit der Transplan-
tation ist jedoch auch deren Sicherheit und Risiken fiir den Patienten. Um eine optimale Ex-
pansion der MSCs in der Kultur zu gewahrleisten, wird der Zusatz von FCS (Fetal Calf Se-
rum) im Kulturmedium benétigt. FCS kann aufgrund der potentiellen Ubertragung von
viralen Erregern oder pathogenen EiweiRen (z.B. BSE) gefahrlich sein. Es besteht die Gefahr,
dass die Zellen Bestandteile des Serums in sich aufnehmen, und dadurch unerwiinschte im-
munologische Reaktionen hervorrufen [140, 141]. Aktuell wird an Alternativen mit humanem
Serum oder aus Nabelschnurblut gewonnenem Serum geforscht. Ein anderes diskutiertes Be-
denken gegeniiber Stammzelltherapie ist die potentielle Tumorentwicklung nach Einsatz der
Zelltherapie. Es gibt Hinweise darauf, dass MSCs eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung
und im Tumorwachstum spielen. Entweder kdnnen Spenderzellen als direkte Ursprungszellen
einer Neoplasie dienen, wie ein Fallbericht von Arait et al. zeigt [142]. Oder sie kdnnen mog-
licherweise Uber ihre immunosuppressiven Effekte die Kanzerogenese fordern kdénnen, wo-
rauf es auch bereits Hinweise gibt [143]. Nach Stammzelltransplantation treten am haufigsten
nichtmelandse Tumore der Haut und Plattenepithelkarzinome der Mundhdéhle auf [142]. Po-
tentielle Risiken und Nebenwirkungen dieser Therapie mussen in weiteren klinischen Studien
betrachtet werden. Trotzdem bleibt die Nutzung von MSCs fur verschiedene therapeutische

\erfahren von groRem Interesse.
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6.4 Einfluss unterschiedlicher Transplantationszeitpunkte auf

die Muskelregeneration

Die primdare Hypothese der vorliegenden Arbeit besagt, dass eine direkt auf ein Muskeltrauma
folgende Transplantation von autologen MSCs einer verzogerten Transplantation in Bezug auf
die Muskelregeneration unterlegen ist. Daraus ergibt sich die Alternativhypothese, dass die
direkte Transplantation im Vergleich mit einer verzégerten Transplantation gleichwertig oder
ihr sogar Uberlegen ist. Der Vergleich der Versuchsgruppe 1 (sofortige Transplantation) und
der Gruppe 2 (Transplantation eine Woche nach Trauma) ergab weder flr tetanische Kontrak-
tion (p=0,73) noch fir FT-Kontraktionen (p=0,93) einen signifikanten Unterschied.

Es wurden weiterhin beide Gruppen mit der Kontrollgruppe verglichen. Hier wurde ein signi-
fikanter, erwinschter Effekt (p<0,05) sowohl fir tetanische als auch FT-Kontraktion fir die
verzogerte Gruppe beobachtet. Die sofortige Transplantationsgruppe konnte den gesetzten
Signifikanzlevel bei FT-Kontraktionen erreichen, bei tetanischer Stimulation war die Tendenz
zu einer Verbesserung zu beobachten. Aus diesen Ergebnissen lasst sich erschlielen, dass die
Transplantation von MSCs unabhéangig des Abstands zum Auftreten der Verletzung eine posi-

tive Wirkung auf die funktionelle Muskelregeneration besitzt.

Als urséchlich fir den Effekt der MSCs auf die Muskelregeneration werden verschiedene
Wirkungsweisen untersucht. Diskutiert wird eine Unterstiitzung des Regenerationsvorganges,
hauptsachlich wahrend der Reparatur- und Regenerationsphase, wodurch eine verstérkte Bil-
dung von funktionellem Muskelgewebe erreicht wird. Obwohl friihere Studien einzelne Fusi-
onsereignisse von transplantierten Zellen mit Myozyten beobachten konnten, zeigten diese
sich meist nicht in geniigendem Male, um allein fiir den enormen Kraftzuwachs verantwort-
lich sein. Dies wird im vorangehenden Abschnitt besprochen. Weiterhin kénnen MSCs eine
uberschieflende und schadliche Entziindungsreaktion in einer friihen Phase regulatorisch be-
einflussen. Hierdurch wird gesundes Muskelgewebe geschiitzt und eine zu starke Narbenbil-
dung kann vermindert werden. Dies lasst die Vermutung zu, dass die Wirkung der Transplan-
tation von Stammzellen auf verschiedenen Mechanismen basiert, die zu unterschiedlichen
Zeitpunkten im Regenerationsverlauf ansetzen konnen. Addieren sich die einzelnen Effekte

der MSCs, kommt es zu einem messbaren Funktions- oder Kraftgewinn.

Folgende Faktoren bieten Erklarungsmdglichkeiten fur die Effekte der Stammzellen auf den
Heilungsverlauf zu unterschiedlichen Zeitpunkten posttraumatisch. Im friihen Verlauf des
Traumas sind immunomodulatorischen Fahigkeiten der MSCs wahrscheinlich von grol3er

Bedeutung. In den ersten Tagen nach dem Trauma Uberwiegt eine inflammatorische Reaktion.
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Das zelluldre Bild wird von mononukledren Zellen dominiert. Zuerst lassen sich im verletzten
Areal neutrophile Lymphozyten nachweisen [14]. Es gibt Anzeichen dafiir, dass diese in eini-
gen Féllen Gber eine exzessive Bildung von freien Sauerstoffradikalen noch zusatzlich gesun-
des Muskelgewebe schadigen kénnen [17]. Raffaghello et al. konnten in einer Studie zeigen,
dass MSCs die Bildung freier Radikale durch neutrophile Zellen verhindern konnten, ohne
Einfluss auf deren phagozytotische Aktivitat zu nehmen [144]. Als néchstes lassen sich ver-
mehrt Makrophagen im Muskel nachweisen. Makrophagen sezernieren inflammatorische Zy-
tokine und rdumen tote Zellen mittels Phagozytose ab. Auch auf diese Zellen zeigen MSCs
eine positive Wirkung. Maggini et al. konnten nachweisen, dass MSCs die Sekretion der in-
flammatorischen Zytokine (TNF-a, IL-6) reduzieren, gleichzeitig aber deren Fahigkeit apop-
totische Zellen zu entfernen vermehrt wird [145]. Eine Reduktion der Ausschittung von TGF-
R durch eine Transplantation von MSCs in eine entziindete Niere wurde von Rampino et al.
belegt [146]. In einem verletzten Muskel wird TGF-R sowohl von neutrophilen Leukozyten
als auch von Makrophagen produziert. Uber TGF-B ist bekannt, dass es die myogene Zellpro-
liferation sowie die Zelldifferenzierung hemmt [1]. Weiterhin besitzt es eine ausschlaggeben-
de Rolle bei der Initiation der fibrotischen Kaskaden innerhalb des Traumas. Diese Eigen-
schaft sowie die Fahigkeit, die Differenzierung von Myoblasten zu Myofibroblasten zu
induzieren, lassen der Hemmung von TGF-3 Relevanz in der Vermeidung UberschieBender
Fibrosierungsreaktionen zukommen [67]. Die Eigenschaft der MSCs durch parakrine Aktio-
nen Einfluss auf den Heilungsverlauf zu nehmen, wird in der Literatur als ,,trophische Aktivi-
tat” bezeichnet. Untersuchungen von Kulturmedien, in denen humane MSCs kultiviert wur-
den, konnten die Sekretion einer Vielzahl bioaktiver Molekille von MSCs bereits nach 24
Stunden in Kultur nachweisen [30]. Hier sei als Beispiel Granulocyte-colony stimulating fac-
tor (G-CSF) erwéhnt. G-CSF gehort zu den Faktoren, die Caplan et al. im Kulturmedium der
MSCs nach einem Tag identifizieren konnte. Stratos et al. stellten Untersuchungen zu den
Effekten von G-CSF auf Muskelregeneration und Muskelkraft an. Sowohl Traumasetzung als
auch das Verfahren zur Messung der Muskelkraft entsprachen dem von uns verwendeten Pro-
tokoll. Im Gegensatz zu einer Injektion von MSCs erhielten die Versuchstiere taglich eine
Injektion mit G-CSF, mit der ersten Einheit sofort auf das Trauma folgend lber 14 Tage. Die
Ergebnisse wurden an Tag 4, 7 und 14 posttraumatisch histologisch und funktionell ausgewer-
tet. Funktionell konnten an Tag 4 auf das Trauma noch keine signifikanten Unterschiede zu
einer NaCl-behandelten Kontrollgruppe festgestellt werden. Dies ist interessanterweise auch
der Zeitraum, den die Literatur meist der Degeneration und Inflammation in einem Muskel-
trauma zuschreibt [22]. Ab Tag dem 7. sowie am 14. Tag posttraumatisch zeigten sich jedoch
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signifikante Unterschiede der Muskelkraft im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies ergénzt sich
gut mit Beobachtungen, welche G-CSF proliferationsfordernde Eigenschaften zuschreiben,
und denen, die den Beginn und Gipfel der Bildung und Reparatur von Muskelgewebe in eben
diesem Zeitraum eine Woche auf eine Verletzung folgend sehen [22, 30]. Dies wird von histo-
logischen Untersuchungen untersttzt, welche besonders am 4. Tag posttraumatisch eine er-
hohte Proliferation von Satellitenzellen bei Tieren der G-CSF Gruppe beobachtet. Diese Proli-
feration ist wahrscheinlich notwendig, um einen genugend grof3en Zellpool fir die Erholung
des Muskelgewebes tiber die nichsten Tage zu gewdahrleisten. Ahnliche Aussagen lassen sich
uber viele der verschiedenen Wachstumsfaktoren sagen. Die Sekretion von insulin-like
Growth-Factor (IGF) durch MSCs wurde von Cheng et al. beschrieben [147]. Es ist bekannt,
dass ein Anheben des IGF-Spiegels innerhalb der Muskulatur zu einem Anstieg der Muskel-
masse flhrt. Diese hypertrophen Effekte lassen sich einerseits auf Aktivierung von Satelliten-
zellen zur Proliferation und zu einer gesteigerten Proteinsynthese innerhalb der Muskelfasern
zuruckfuhren [22]. Dies fiihrt zur Annahme, dass auch IGF in einem Traumamodell zu einer
Verbesserung der Regeneration fuhren kann. Dieser Nachweis konnte von Schertzer et al.
durch die Behandlung von myotoxisch-induzierter Traumata mittels IGF erbracht werden
[63]. Mehrere weitere Studien scheinen auf eine besondere Relevanz der Wirkung von IGF-11
auf die Differenzierung von Myoblasten hinzuweisen [148, 149, 150]. Auch fiir den hepatozy-
tdren Wachstumsfaktor (HGF) konnte ein positiver Effekt auf die Muskelregeneration, sowie
die Sekretion durch MSCs nachgewiesen werden [1, 151]. Eine vollstandige Aufzahlung aller
flr die Muskelregeneration relevanten Wachstumsfaktoren wird an dieser Stelle der Disserta-
tion nicht moglich sein. Einerseits wiirde dies den Rahmen der Arbeit Uberschreiten, anderer-
seits ist in diesem Bereich die Forschung noch nicht an ihren Grenzen angelangt. Es l&sst sich
abschlieBend jedoch mit Sicherheit sagen, dass Wachstumsfaktoren die Muskelregeneration
positiv beeinflussen [62, 66]. Wie der vorangehende Text zeigt, ist sicher auch anzunehmen,
dass viele von diesen von MSCs sezerniert werden konnen. Wachstumsfaktoren sind sehr
wahrscheinlich fur einen grof3en Teil der parakrinen bzw. trophischen Effekte und somit auch
fur die Verbesserung der funktionellen Regeneration durch die Stammzelltranplantation ver-
antwortlich. Unterstiitzt wird die Vermutung von Versuchen, in denen selbst die alleinige In-
jektion von durch MSCs konditioniertem Medium ohne Zellen die Regeneration eines verletz-
ten Herzmuskels verbessern konnte [152]. Die Formation einer Bindegewebsnarbe
(Fibrosierung) beginnt in der zweiten bis dritten Woche posttraumatisch. Im Laufe der Zeit
nimmt die Menge des Bindegewebes zu. Es wird davon ausgegangen, dass keine vollstandige
Regeneration des Muskels moglich ist, solange eine Narbe gebildet wird [1]. Auf der Basis
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des in der Einleitung beschriebenen Ablaufs der Muskelheilung basieren viele der momentan
untersuchten Verfahren zur Verbesserung der Muskelregeneration darauf, eine Fibrosierung zu
unterbinden. Bereits erwéhnt wurden die Wirkungen von TGF-R auf das Muskeltrauma.
Huard et al. konnten immunohistochemisch deutlich erhohte Werte von TGF-R in verletzter
Muskulatur messen [1]. Dies zugrunde gelegen wurde die Annahme untersucht, dass durch
die Neutralisation von TGF-3 eine Verhinderung der Fibrosierung und so eine verbesserte
Regeneration eines Traumas mdglich ist. Um dies zu betrachten, behandelten Fukushima et al.
traumatisierte \ersuchstiere mit Decorin und stellten sowohl histologische und funktionelle
Untersuchungen an. Decorin ist ein humanes Proteoglykan, welches TGF-R deaktivieren kann
und bereits in verschiedenen Geweben wie Lunge, Leber und Nieren antifibrotische Effekte
aufweisen konnte. Es wurde histologisch eine signifikant geringere Bildung von fibrotischem
Gewebe der Decorin-behandelten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. In den
funktionellen Untersuchungen zeigte sich sogar, dass durch die Injektion von Decorin die
Muskelkraft fast vollstandig wiederhergestellt werden konnte, wobei eine signifikante Diffe-
renz zu der Entwicklung der Muskelkraft der Kontrollgruppe bestand [153]. Dies unterstiitzen
\ersuche von Sato et al., der die Injektion von IGF zur Forderung der Regeneration mit der
Gabe von Decorin zur Verhinderung einer Fibrosierung kombinierte. Auch hier konnte eine
deutliche Verminderung der Narbenbildung beschrieben werden [68]. Die vorher in diesem
Abschnitt erwéhnte Beobachtung, dass Stammzellen die Ausschittung von TGF- deutlich
senken konnen, bildet die Grundlage fur die vielversprechende Annahme, dass die Transplan-
tation von MSCs einen wiinschenswerten Einfluss auf Fibrosierungsreaktionen nehmen kann.
Die Literatur liefert einige weitere Beispiele fir die antifibrotischen Eigenschaften von MSCs.
Haufig konnte in kardiologischen Versuchsreihen eine verminderte Bindegewebsbildung bei
Schédigungen des Herzmuskels beobachtet werden, wenn sie mit MSCs behandelt wurden
[154, 155]. Eine verminderte Fibrosierung nach Stammzelltransplantation zeigten auch andere
Gewebe wie bspw. eine Bleomycin-geschadigte Lunge oder einer chronisch-entziindeten Nie-
re [156, 157]. Ursachen hierfiir sehen die Autoren in der nachweislich verminderten Ausscht-
tung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNF-a, IL-1 und IL-6 im Umfeld von mesen-
chymalen Stammzellen [156, 158, 159]. Als abschlieRender Punkt sollte auf den Einfluss von
MSCs eingegangen werden, die diese auf die Angioneogenese in einem verletzten Gewebe
nehmen. Es konnte gezeigt werden, dass die Geschwindigkeit der Gewebsregeneration histo-
logisch direkt mit der Gefasseinsprossung korreliert [50]. Estrada et al. konnten ein reichlich
in MSCs und deren Kulturmedium nachweisbares Protein definieren, welches in vitro die Bil-
dung von Endothelzellen stimulieren kann und in vivo zu deutlichen Neovaskularisation in
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einem Versuchsmodell an Mausen fuhrte [160]. Auch hier kommen viele Ergebnisse aus Ver-
suchen der Behandlung von Herzinfarktmodellen mittels MSCs. Implantierte MSCs konnten
einerseits histologisch die kardiale Struktur durch vermehrte Angioneogenese verbessern.
Weiterhin wurde auch die Funktion gemessen an der kardialen Ejektionsfraktion durch den
kombinierten Effekt von Myogenese und vermehrter Angioneogenese verbessert [161, 162].
Dies ergédnzend konnten Wu et al. nachweisen, dass mit MSCs behandelte Versuchstiere in
einem oberflachlichen Wundmodell deutlich friiher und ausgepragter Geféaleinsprossungen in
das verletzte Areal aufzeigten [163]. Betrachtet man die Relevanz der GeféaReinsprossung fir
die erfolgreiche Muskelregeneration und die in anderen Bereichen aufzeigbaren Erfolge der
Verwendung von MSCs zur Forderung der Angioneogenese, so lasst sich hier ein weiterer
hoffnungsvoller Punkt fir Forschung und Verwendung von Stammzellen in der Therapie von

Muskelverletzungen finden.

Diese Beobachtungen stimmen nicht mit klassischen Meinungen Uberein, dass die Schlissel-
funktion von MSCs darin besteht, Ersatzteile flir mesenchymales Gewebe zu liefern. Vielmehr
scheinen die Mechanismen, die in allen angefiihrten Fallen malRgeblich waren, von &hnlicher
Natur zu sein. MSCs sezernieren bioaktive Faktoren, welche Narbenbildung unterdriicken, die
Apoptose inhibieren und das AusmaR der Verletzung limitieren, die Entziindungsreaktionen
regulieren, die Angioneogenese férdern und die Mitose von muskelansassigen Stammzellen
oder deren Vorlaufern stimulieren. Betrachtet man dazu den Ablauf der Muskelregeneration in
seinen typischen Phasen, scheint es vollends stimmig, dass MSCs dank ihrer vielzahligen Fa-
higkeiten diesen Prozess zu unterschiedlichen Zeitpunkten Erfolg versprechend beeinflussen

kdnnen.

Die Datenlage fiir den optimalen Zeitpunkt einer Stammzelltransplantation ist relativ diinn.
Wieder einmal kommt in diesem Zusammenhang der Grofteil der auffindbaren Studien aus
dem Bereich der Kardiologie. Existente Studien an einem Traumamodell der Skelettmuskula-
tur sind bis dato nicht publiziert. Die wenigen bekannten Studien zum Thema der MSC-
Transplantation an einem Trauma der Skelettmuskulatur zeigen jedoch unseren Beobachtun-
gen entsprechende Ergebnisse. Sowohl Natsu et al. als auch Ferrari et al. fuhrten den Ver-
suchstieren die Zellen sofort auf das Trauma folgend zu und konnten eine signifikante \erbes-
serung der Regeneration erreichen [136, 137]. Ergebnisse von &hnlicher Qualitdt konnte
mehrere Versuchsreihen unserer Arbeitsgruppe erzielen, wo wir eine Woche nach der Trauma-
setzung die Transplantation durchfiihrten [31, 121, 130]. Einen direkten Vergleich verschiede-
ner Transplantationszeitpunkte im kardiologischen Bereich fiihrten Jiang et al. durch. Sie un-
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ternahmen die Transplantationen zwei Stunden, eine Woche und zwei Wochen postinfarkt.
Verglichen wurden die kardiale Funktion, die Gefassdichte und die Zahl der apoptotischen
Kardiomyozyten im Infarktareal. Auch sie kamen zu dem Ergebnis, dass sich die kardiale
Regeneration zu allen Zeitpunkten verbessern lasst, wobei die besten Effekte durch eine
Transplantation eine Woche posttraumatisch erzielt wurden [164]. Hu et al. kamen auf dassel-
be Ergebnis, dass im Vergleich einer 1 Stunde, 1 Woche und 2 Wochen auf einen Myokardin-
farkt folgenden Transplantation der grofite Benefit von der um eine Woche versetzten Trans-
plantation zu erwarten ist [165]. Interessanterweise gelang es Krugliakov et al. sogar, mit
einer Transplantation zwei Tage vor dem experimentellen Infarkt, einen positiven Effekt fir

den Heilungsverlauf zu erwirken [166].

Ein moglicher Kritikpunkt dieser Arbeit, dessen Einfluss auf die gewonnen Ergebnisse besp-
rochen werden kann, besteht in unterschiedlichen, zeitlichen Abstdanden der Muskelkraft-
Messung zur Zelltransplantation abhangig von der Versuchsgruppe. Da die Muskelkraft-
Messung aller Tiere einheitlich 4 Wochen auf das Trauma folgend stattfand, hatten die trans-
plantierten Zellen der ersten Versuchsgruppe eine Woche langer als die der zweiten Versuchs-
gruppe Zeit, auf die Muskelregeneration einzuwirken. Natsu et al. welche zwar nur zu einem
Zeitpunkt transplantierten, aber iber den Zeitraum von 10 Wochen auf die Transplantation die
Fortschritte der Regeneration beobachteten, kamen zu dem Ergebnis, dass sich in lhrem Fall
meist nach vier Wochen die deutlichste Differenz der Versuchsgruppe zur Kontrollgruppe
zeigte. Uber den Verlauf der ganzen zehn Wochen hatten sich die Unterschiede am Ende meist
wieder groBtenteils angeglichen. Im Falle der vorliegenden Arbeit wére es sicher interessant
gewesen, den Unterschied der verschiedenen Transplantationszeitpunkte tber einen langeren
Zeitraum zu betrachten und an mehreren Zeitpunkten funktionelle Ergebnisse zu erheben.
Dies ist auch interessant, wenn man davon ausgeht, dass MSCs zu verschiedenen Zeitpunkten
uber verschiedene Mechanismen wirken. Natsu et al. transplantierten direkt auf das Trauma
folgend. Hier gehen wir davon aus, dass die Transplantation von MSCs einerseits das gesunde
Muskelgewebe gegenuiber weiterer Schadigung schiitzt und weiterhin die MSCs durch ihre
trophischen Effekte die Bildung neuer, funktioneller Muskulatur unterstiitzen. Es ist durchaus
denkbar, dass die regenerierende Muskulatur durch diese Effekte einen Vorsprung in der Hei-
lung bekommt, der nach 4 Wochen zu einer signifikanten Differenz der Muskelkraft der be-
handelten vs. der nichtbehandelten Tiere fuhrt. Weiterhin ist es aber auch maglich, dass eine
nicht behandelte Muskulatur in der Lage ist, diesen ausschlieBlich auf einer geringeren Anzahl
von Muskelfasern basierenden Unterschied, durch einfache Hypertrophie der verbleibenden

Muskulatur auszugleichen. Dieser Mechanismus bietet einen méglichen Erklarungsansatz fiir
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die Beobachtungen von Natsu et al. [137]. Geht man davon aus, dass Fibrosierungsreaktionen
nach ungefahr 1-2 Wochen beginnen, kann man annehmen, dass antifibrotische Eigenschaften
der MSCs zu diesem Zeitpunkt flr einen gewissen Anteil des Benefits der Transplantation
verantwortlich sind. Im Gegensatz zu dem vorher beschriebenen quantitativen Mangel an
Muskelfasern ist die Muskulatur nun nicht mehr in der Lage, die durch eine Uberschiellende
Bindegewebsnarbe entstandene, funktionelle Bewegungseinschrdnkung der Muskulatur durch
muskuldre Hypertrophie auszugleichen. Besonders, wenn Adhdsionen der Muskulatur mit
dem umgebenden Gewebe bestehen, ist nicht davon auszugehen, dass sich im Verlauf weiterer
Wochen Differenzen dieser zu einer gesunden Muskulatur angleichen kénnen. So bleibt als
weitere Frage, welche Effekte eine zweizeitige Transplantation bewirken kdnnte, ob diese sich
gegenseitig addieren, oder gleichwertig mit einer einzeitigen Transplantation sind. Mittels
dieser Versuche lieRRe sich auch eine Aussage dariiber treffen, ob mesenchymale Stammzellen
zu verschiedenen Zeitpunkten Uber unterschiedliche Mechanismen wirken. Ist dies der Fall,
musste mit einer zusétzlich gesteigerten Regeneration bei einer mehrzeitigen Transplantation
gerechnet werden, da sich unterschiedliche Effekte erganzen konnten. Wirken zu jedem Zeit-
punkt jedoch immer die gleichen Eigenschaften der Zellen, wére bei einer mehrzeitige Trans-

plantation keiner Steigerung der Regenerationsfahigkeit zu erwarten.

\Von dem Gesichtspunkt der Anwendung des Verfahrens in der Praxis sind zusatzliche Fakto-
ren zu bedenken. Aus klinischer Sicht ergeben sich Nachteile flr die sofortige Transplantation
hauptsachlich durch den fehlenden zeitlichen Abstand eines operativen Eingriffes zum ge-
wahlten Transplantationszeitpunkt. Die von den Zellen bendétigte Zeitspanne, sich in Kultur zu
einer fur die Transplantation suffizienten Zellzahl zu vermehren ist nicht gegeben. Der Vorteil
einer sofortigen Transplantation der Zellen in den Muskel ist die sich daraus ergebende Mdog-
lichkeit eines einzeitigen Eingriffs, bestehend aus der urséchlichen Operation und der regene-
rationsunterstlitzenden Stammzelltransplantation. Im Gegensatz zum zweizeitigen Verfahren
aus Operation und Transplantation bestehend, ergeben sich fiir den Patienten die Risiken eines
Eingriffs (bspw. Wundinfektionen, Blutungen) nur einmalig. Der Patient wird wesentlich we-
niger belastet, sein Aufenthalt im Krankenhaus wird verkiirzt. Somit kann dieses Verfahren
Geld und Zeit sparen und ist von diesen Gesichtspunkten aus gesehen der verzégerten Trans-

plantation vorzuziehen.
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6.5 Weiterer Einfluss der Transplantation von MSCs auf die

biomechanischen Fahigkeiten der Muskulatur

In der Skelettmuskulatur sind verschiedene Typen von Muskelfasern identifizierbar. Eine ein-
fache Unterteilung unterscheidet bspw. zwischen langsamen, nach dem Aussehen roten Mus-
kelfasern, welche eine grofRe Ausdauerfahigkeit besitzen und schnellen, weillen Muskelfasern,
die bei Belastung frihzeitiger ermiden. Einen Hinweis auf das Zusammensetzungsverhaltnis
der Fasertypen innerhalb eines Muskels gibt die Twitch / Tetanus Ratio. Ein Anstieg des An-
teils an langsamen Muskelfasertypen geht meistens mit einer niedrigeren Twitch / Tetanus
Ratio einher. Desweiteren lassen sich aus der Twitch / Tetanus Ratio Aussagen Uber die Re-
servekapazitdten eines Muskels schlieRen. Durch haufige Stimulationen des Muskels bei der
tetanischen Kontraktion konnen sich einzelne Aktionspotentiale summieren, und sémtliche
Fasern der Muskulatur werden aktiviert. Dies gelingt bei einer einzelnen Twitch-Stimulation
nicht. Eine niedrige Twitch / Tetanus Ratio bedeutet eine groRe Reservekapazitéat der Kraft des
Muskels [3].

Durch die Transplantation von mesenchymalen Stammzellen konnte kein signifikanter Ein-
fluss auf die Twitch / Tetanus Ratio der verletzten Muskeln im Vergleich zu den untransplan-
tierten Tieren genommen werden. Es konnte allerdings beobachtet werden, dass das Trauma
an sich einen signifikanten Anstieg (p < 0,005) in der Twitch / Tetanus Ratio im \ergleich zu

gesunder Muskulatur verursachte, unabhéngig von einer Transplantation von MSCs.

Die beobachteten Unterschiede zwischen den Twitch / Tetanus Ratios der traumatisierten und
gesunden Muskeln kénnen auf verschiedenen den verletzten Muskel beeinflussenden Mecha-
nismen begriindet sein. Es wird angenommen, dass motorische Einheiten mit dickeren Mus-
kelfasern eine hohere Twitch / Tetanus Ratio als solche mit diinneren Fasern aufweisen [3]. Im
Falle des Muskeltraumas, in dem sich die Ratio wéhrend der Regeneration nach oben ver-
schiebt ist es moglich, dass der sich regenerierende Muskel nicht in der Lage ist, alle gescha-
digten Muskelfasern zu ersetzen, sondern den Kraftverlust durch die Hypertrophie der noch
erhaltenen Fasern ausgleicht. Weiterhin wird angenommen, dass eine Muskulatur mit einem
hohen Anteil an schnellen Muskelfasern eine héhere Ratio aufzeigt als ein Muskel mit einem
hohen Anteil an langsamen Fasern. Diesbeziglich herrscht bei einem groRen Teil der Daten
anderer Autoren Einigkeit [3, 167, 168]. Im Fall dieser Arbeit lasst dies sich so deuten, dass
sich wahrend der Regeneration das Faserverhaltnis innerhalb des Muskels von langsamen Typ
I Muskelfasern, welche im gesunden M. soleus der Ratte einen Anteil von 85 % einnehmen,

zu Gunsten des schnellen Fasertypus Il verschiebt [169]. Dieses physiologische Phanomen
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war nicht durch die Transplantation von MSCs beeinflussbar. Bei Betrachtung der signifikant
und gleichwertig htheren Kontraktionskréfte der Therapiegruppen verglichen mit den nicht-
transplantierten Gruppen, ohne hier jedoch einen Einfluss auf die Twitch / Tetanus Ratio zu
nehmen, kann zu dem Schluss gekommen werden, dass die Transplantation autologer MSCs
den Prozess der physiologischen, funktionellen Regeneration nicht veréndert, sondern nur
fordert. Geht man von einem generellen, regenerationsunterstitzenden Effekt von MSCs aus,
Ist es interessant zu beobachten, das eine der transplantierten Gruppen einen geringeren Un-
terschied als die anderen transplantierten Gruppen der Regeneration verglichen zur Kontroll-
gruppe aufzeigen konnte. Dies war der Fall bei der ersten Gruppe und den tetanischen Kont-
raktionen. Da flr ausdauernde, tetanische Kontraktionen groftenteils die langsamen und
ausdauernden Muskelfasern verantwortlich sind, ist es durchaus nachvollziehbar, dass der
regenerative Einfluss von MSCs auf die tetanische Funktion der Muskulatur nicht in dem
gleichem Masse ausgepragt ist wie auf FT-Kontraktionen. Bei Betrachtung der Reservekapa-
zitat der Muskulatur mit Hilfe der Twitch / Tetanus Ratio wurde eine Verringerung der Reser-
vekapazitat der Muskulatur beobachtet. Wahrend gesunde Mm. solei der Ratten in der Lage
waren, bei repetitiver Stimulation im tetanischen Stimulationsmodus ihre Kontraktionskréafte
annahernd zu verdoppeln, zeigten die verletzten Muskeln lediglich eine Reserve von 25 % der
aus den Kontraktionen im FT-Stimulationsmodus resultierenden Kraften. Erklarungsmoglich-
keiten hierfur konnten bspw. in verringerten Speicherkapazitaten von traumatisierter Musku-
latur fur Ca™ zu suchen sein. Verschiedene Literatur sieht eine vermehrte Ausschittung von
Ca'" bei sukzessiver Stimulation als ursachlich fiir die Forderung der Kraftproduktion eines
Muskels an [170]. Vermutungen, dass eine durch die vermehrte Stimulation entstehende \Vor-
spannung des Muskels fur den Anstieg der Kraft der Muskelkontraktion bei aufeinanderfol-
genden Stimuli verantwortlich ist, konnten durch das standardisierte Messprotokoll, indem
bereits im Voraus der Messungen eine festgelegte Vorspannung des Muskels geschaffen wird,

weitestgehend ausgeschlossen werden.

Die Arbeit von Matziolis et al. kommt nach Messungen der Muskelkraft auf vergleichbare
Ergebnisse. Auch hier zeigte sich ein Anstieg der Twitch / Tetanus Ratio nach einem Muskel-
trauma, auf die eine Transplantation von Stammzellen keinen Einfluss nahm [121]. Gleiches
gilt fir eine weitere bereits verdffentlichte Versuchsreihe unserer Arbeitsgruppe [31]. Eine
Studie von Malicdan et al. untersuchte Versuchstiere mit einer chronischen Myopathie. In
diesem Fall befindet sich die Muskulatur der Versuchstiere aufgrund anhaltender Schadigun-
gen der Muskulatur durch die Erkrankung in einem stdndigen Regenerationsprozess. Unseren

Ergebnissen entsprechend zeigte sich hier mit zunehmendem Alter der Tiere ein messbarer
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Anstieg der Twitch / Tetanus Ratio im M. gastrocnemius, der sicherlich auch teilweise den
vorherbeschrieben intrinsischen Verénderungen der Struktur des Muskelgewebes durch den
Regenerationsprozess zuzuschreiben ist [171].

6.6 Fazit

Es wurde gezeigt, dass sowohl eine sofortige wie auch eine verspétete Transplantation autolo-
ger, mesenchymaler Stammzellen einen eindrucksvollen Vorteil fir die Muskelregeneration
erbringen. Dies erweitert das im Voraus erhoffte therapeutische Fenster einer potentiellen kli-
nischen Nutzung der Stammzelltransplantation mit dem unmittelbar auf ein Trauma folgenden
Zeitpunkt und vereinfacht in unsicheren Féllen die Indikation zu dieser Therapie. Die damit
gewonnene Zeitersparnis und die Vereinfachung der klinischen Ablaufe bzw. der mdgliche
Verzicht auf einen Zweiteingriff im klinischen Setting macht die Transplantation von mesen-
chymalen Stammzellen zur Verbesserung der posttraumatischen Heilung und Regeneration

damit fir fast alle chirurgischen und traumatologischen Disziplinen noch interessanter.

Jedoch waren noch weiterfilhrende Versuche zur Applikationsmethode sinnvoll, um einen
mdoglicherweise schonenderen Zugangsweg fur eine spatere Transplantation zu entwickeln.
Ware dieser gegeben, wird die verspatete Transplantation in entsprechenden Situationen der
sofortigen Transplantation weiterhin Uberlegen bzw. unabdingbar sein. So z.B. im Fall der
Traumatisierung durch Unfélle, wo aufgrund der Unmdglichkeit einer praoperativen Planung
die bendtigte Zeitspanne zur Anzucht einer suffizienten Zahl von MSCs zur Transplantation
nicht gegeben ist. Naheliegend ist an eine systemische Applikation der MSCs ist zu denken.
Ein arterieller, vendser oder intraperitonealer Zugang ware denkbar. Weiterhin besteht die
Madglichkeit, bei fehlendem Zeitfenster fir die Zellkultur oder mangelnder Gute der Spender-

zellen auf jederzeit verfligbare, allogene Zellen zuriickzugreifen.

Selbstverstandlich lassen sich aus den hier vorliegenden Daten auch keine Schlisse (ber eine
mdogliche Potenzierung des positiven Effekts der Stammzelltranplantation an mehreren aufei-
nanderfolgenden Zeitpunkten ziehen. Somit ist mit einer einzeitigen Transplantation von
MSCs deren therapeutisches Potential héchstwahrscheinlich nicht ausgereizt und weitere Stu-
dien sollten sich mit Sicherheit dieser Frage annehmen. Zudem l&sst der Nachweis der Wir-
kung der MSC-Transplantation zu verschiedenen Zeitpunkten weiterfiihrende Versuche zu
deren Wirkmechanismus wiinschen, um samtliche Effekte von MSCs auf den Muskel besser
verstehen und nutzen zu kénnen. Sorgfaltige histologische und immunologische Aufarbeitun-

gen von Muskulatur in entsprechenden Versuchsreihen sind hier zur Klarung der vielfaltigen
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Wirkmechanismen von MSCs nach dem momentanen Forschungsstand weiterhin erforderlich.
Vermutlich sind ein groBer Teil der autokrinen und trophischen Effekte der MSCs auch ohne
deren direkte Applikation reproduzierbar und somit schneller und ohne die risikobehaftete
Zellgewinnung im klinischen Alltag anwendbar.

Die gewonnenen Ergebnisse ergédnzen insgesamt eindriicklich die aktuelle Datenlage beziig-
lich des Potenzials von MSCs zur klinischen Nutzung. Sie liefern erstmalig Daten tber den
Einfluss der Transplantation von MSCs auf die Muskelregeneration nach einem Trauma in

Abhangigkeit zu deren Transplantationszeitpunkt.
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Abkiirzungsverzeichnis

ATP Adenosintriphophat

BSE Bovine spongiforme Enzephalopathie
Ca Kalzium

CD Cluster of Differentiation

(6{0) Kohlenstoffmonoxid

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DNA Desoxyribonukleinséure

FCS Fetal calf serum

FGF Fibroblast growth factor

FT Fast-Twitch

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor
GFP Green fluorescent protein

GvHD Graft-versus-host disease

HBOT Hyperbare Sauerstofftherapie

HGF Hepatocyte growth factor

IBMX 3-Isobutyl-1-methyl-Xanthin

IGF Insulin like growth factor

IL Interleukin

ISCT International Society for Cellular Therapy
M. Musculus

Mm. Musculi

MRT Magnetresonanztomographie

MSC Mesenchymale Stammzelle

MTJ Myotendinous junctions

MTS 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2H-Tetrazolium
N. Nervus
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N0
NaCl
NGF
NOD
NSAID
Ol
P/S
PBS
PFA
RICE
RT
SCID
ST
TGF-B

TNF

Distickstoffmonoxid

Natrium Chlorid

Nerve growth factor

Non-obese diabetic

Nicht-steriodale, anti-inflammatorische Medikamente
Osteogenesis imperfecta

Penicillin / Streptomycin

Phosphate buffered saline
Paraformaldehyd

Rest, ice, compression, elevation
Raumtemperatur

Severe combined immunodeficiency
Slow-Twitch

Transforming growth factor 3

Tumornekrosefaktor
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