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1 Abkirzungsverzeichnis

BMMSC
Csv
DAPI
DMEM
ECM
FAPs
HE
IGF
IHC
MALDI-IMS
Mio.
MIS
MSC
NSAR
OoP
PBS
PLX
PRP
RICE
RNA
ROI
SaC
SE
TGF-B
Treg

WGA

Bone marrow-derived mesenchymal stromal cells
computergestitztes Segmentationsverfahren
4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dulbeccos modifiziertes Eagle Medium
Extracellular matrix

Fibro-adipogenic progenitor cells
Hamatoxylin-Eosin

Insulin-like growth factor

Immunhistochemie

Matrix-assisted laser desorption/ ionization imaging mass spectrometry
Millionen

Minimally invasive surgery

Mesenchymal stromal cells - mesenchymale Stromazellen
Nicht-steroidale Antirheumatika

Operation

Phosphate-buffered saline

Placenta-expanded adherent stromal cell product
Plattchenreiches Plasma

Akronym fir rest, ice, compression, elevation
Ribonucleic acid

Region of interest

Satellite cells

Standard error

Transforming growth factor beta

Regulatorische T-Zellen

Wheat Germ Agglutinin



2 Zusammenfassung

Deutsche Version

Einleitung: Wiederholte und schwerwiegende Schadigungen der Skelettmuskulatur resultieren in einer
unvollstandigen Heilung, wobei die kontraktilen Einheiten durch Fett- und Narbengewebe ersetzt werden.
Aktuelle Therapieansatze zielen auf die Selbstheilungskapazitat verletzter Skelettmuskulatur ab. Insbeson-
dere zellbasierte Therapien mit mesenchymalen Stromazellen (MSC) zeigten einen positiven funktionellen
Einfluss in Form einer gesteigerten Muskelkraft. Welche Effekte auf histologischer Ebene durch MSC her-
vorgerufen werden, ist weitestgehend ungeklart, da kaum standardisierte Verfahren fur die Analyse zur
Verfugung stehen. Mit dem Ziel, den Effekt der MSC anhand von zwei wichtigen histologischen Parametern
— der totalen Muskelzelldichte sowie der Dichte der Zellen mit binnenstandigen Kernen (Regeneratzell-
dichte) — naher untersuchen zu kénnen, wurde daher fir die hier vorgelegte Arbeit ein halbautomatisches,

computergestitztes Segmentationsverfahren (CSV) entwickelt.

Methodik: Das zur Erfassung der beiden histologischen Parameter entwickelte CSV wurde zunachst an-
hand von funf histomorphologischen Kriterien mit der manuellen Erfassung verglichen. Im experimentellen
Teil erfolgte bei 36 weiblichen Sprague-Dawley Ratten ein standardisiertes Quetschtrauma im linken Mus-
culus soleus. Unmittelbar nach Traumatisierung des Muskels wurde der Interventionsgruppe (n = 18) ein
Alginatgel mit 1 Mio. autologen MSC transplantiert, wahrend der Kontrollgruppe (n = 18) nur das Alginatgel
transplantiert wurde. Nach 7, 28 sowie 56 Tagen (jeweils n = 6) erfolgte die Enthahme der Mm. solei fur
die histologische Analyse. Zur Erfassung der totalen Muskelzell- und Regeneratzelldichte wurde das zuvor

getestete CSV angewendet.

Ergebnisse: Zwischen manuellem und computergestlitztem Verfahren zeigte sich kein signifikanter Un-
terschied bei der Erfassung der histologischen Parameter. Mittels CSV konnte ein deutlicher Anstieg der
totalen Muskelzelldichte im posttraumatischen Verlauf beobachtet werden. Sowohl in linken, verletzten als
auch rechten, unverletzten Mm. solei der MSC-Gruppe wurde ein signifikanter Anstieg der totalen Muskel-
zelldichte nach 28 und 56 Tagen im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt. In der Kontroll- und MSC-
Gruppe zeigte sich bis zu acht Wochen nach dem Trauma eine deutliche Erhéhung der Regeneratzelldichte
in verletzten gegeniber unverletzten Muskeln. Wahrend der Regeneratzellanteil der Muskeln aus der Kon-
trollgruppe an Tag 56 wieder stark abgefallen war, zeigte sich in der MSC-Gruppe ein gradueller Anstieg

des Regeneratzellanteils.

Schlussfolgerungen: Das CSV stellt eine geeignete Methode zur Erfassung der totalen Muskelzell- und
Regeneratzelldichte dar. MSC erhthen die totale Muskelzelldichte in verletzten Muskeln, was eine mogli-
che Erklarung fur die Kraftsteigerung darstellen kann. Die gleichzeitige Erh6hung der Zelldichte in unver-
letzten Muskeln deutet zudem auf einen systemischen Effekt der MSC hin. Unter MSC-Einfluss lasst sich

eine anhaltende Regeneration beobachten.



English version

Introduction: Severe muscle injury can result in an incomplete healing whereby the contractile fibers are
replaced by fat and scar tissue. Current therapeutic approaches aim to support the regenerative capacity
of skeletal muscle through the delivery of regenerative cells. In particular, cell-based therapies with mes-
enchymal stromal cells (MSC) already showed improved muscle function. However, the effects of MSC on
the histological level are still unclear, as there are hardly any standardized methods available for analysis.
The aim of this work is to investigate the influence of MSC-based therapy on two histological parameters
— the total muscle cell density, and the differentiation of cells with centrally located nuclei (regenerated

cells) — with a semi-automated algorithm (CSV) which was developed for the presented work.

Methods: The CSV developed to record the two histological parameters was first compared to manual
assessment using five histomorphological criteria. In the experimental part, 36 female Sprague-Dawley rats
underwent a standardized crush injury in the left soleus muscle. Immediately after traumatization of the
muscle, the intervention group (n = 18) was transplanted with an alginate gel with 1x 10° autologous MSC,
while the control group (n = 18) received only the alginate gel. After 7, 28, and 56 days (n = 6, respectively),
the muscles were harvested for histological analysis. The previously tested CSV was then used to deter-

mine the total muscle cell density and the density of regenerated cells.

Results: The results indicated no significant difference between the manual detection and computer-as-
sisted procedure of histological parameters. Using the CSV, a significant increase in total muscle cell den-
sity after trauma was observed. In both left, injured and right, uninjured muscles of the MSC-treated group,
a significant increase in total muscle cell density was observed at 28 and 56 days, compared to the control
group. Regenerated cell density of injured muscles in both groups increased significantly up to eight weeks
after trauma compared to uninjured muscles. In the control group, a strong increase in the percentage of
regenerated cells was observed on day 28. The MSC-treated muscles, however, showed a gradual in-

crease in regenerated cell fraction along the entire recovery course.

Conclusion: The CSV is a suitable method for recording the total muscle cell density and regenerate cell
density. MSC increase the total muscle cell density in injured muscles, possibly explaining the increase in
muscle strength. The simultaneous increase in cell density in uninjured muscles indicates a systemic effect

of the MSC. Under MSC influence, a prolonged regeneration can be observed.



3 Einleitung

3.1 Das chirurgische Dilemma

Eine 73-jahrige Frau leidet an einer Arthrose des rechten Huftgelenks. Daher muss sie mit einer Huften-
doprothese versorgt werden. Ein Eingriff, wie er tausendfach jahrlich an deutschen Kliniken durchgefihrt
wird [1]. Eigentlich nicht weiter bemerkenswert, wére da nicht das Problem der Zugangsmorbiditat, welches
jeden Chirurgen vor ein Dilemma stellt: Um einen Schaden zu beseitigen, wird zunéchst ein Schaden ver-

ursacht.

Im oben dargestellten Fall bedeutet das konkret die Traumatisierung der Skelettmuskulatur, die das Hift-
gelenk umgibt. Diese sogenannten iatrogenen Traumata bleiben oft nicht ohne Folgen fir den Patienten.
Trotz grof3ter medizinischer Anstrengungen kdnnen sie nicht ganz verhindert werden. Die Skelettmuskula-
tur besitzt zwar ein natirliches Regenerationspotenzial, die vollstandige Heilung ist jedoch durch das Aus-
maf des Traumas begrenzt. Ubersteigt dieses die Selbstheilungskapazitit des Muskels, kommt es zu blei-
benden Schéden. Bei der Behandlung von Muskelverletzungen wird daher versucht, dieses intrinsische
Regenerationspotenzial des Muskels zu férdern. Die bisherigen konservativen Behandlungsmethoden zie-
len jedoch zu einseitig auf die Unterstiitzung der Selbstheilung ab. In jingster Zeit wurden daher innovative
zellbasierte Therapiekonzepte entwickelt, die auf multimodale Weise Einfluss auf die Muskelregeneration

nehmen sollen [2].

3.1.1 latrogene Traumata

Zugangsbedingte Schaden durch Operationen sind kaum zu vermeiden. Wie im oberen Abschnitt ange-
deutet, missen fur eine ausreichende Exploration des Operationsgebietes Verletzungen an verschiedenen
Geweben in Kauf genommen werden. Neben der Inzision der Haut erfordert der operative Zugang zum
jeweiligen OP-Gebiet auch die Durchtrennung von Gefal3en, Bindegewebe und Muskeln. Eine Traumati-
sierung betrifft die Skelettmuskulatur vor allem dann, wenn Operationen an Gelenken oder anderen ana-
tomisch tiefliegenden Strukturen durchgefiihrt werden. Neben der eingangs erwahnten Huftendoprothetik
sei etwa ein elektiver Eingriff an der Wirbelséaule als weiteres Beispiel angefiihrt. Bei diesen Operationen
muss die Muskulatur zur Seite gedrickt, retrahiert oder sogar durchtrennt werden. Letzteres ist z. B. der
Fall beim sogenannten transglutealen Zugang zum Huftgelenk, bei dem es durch die notwendige iatrogene
Inzision u. a. zur Schadigung des Musculus glutaeus medius kommt [3]. Zu den postoperativen Komplika-
tionen gehdren eine Schwache der Hiftabduktion mit Einschrankungen des Gangbildes und Schmerzen
[4]. Die Glutealinsuffizienz mit dem fur sie typischen Trendelenburg-Hinken kann zudem verstarkt werden,

wenn der Nervus glutaeus superior versehentlich verletzt wird [3].

Funktionelle Einschrankungen dieser Art zeigen sich auch nach Wirbelsdulenoperationen wie z. B. der
lumbalen Lendenwirbelfusion. Das morphologisches Korrelat in Form einer fettigen Atrophie und Degene-
ration im betroffenen Muskelareal konnte dabei von Hartwig et al. auch 12 Monate nach OP nachgewiesen

werden [5].



3.1.2 Minimalinvasive Chirurgie

Wahrend bis Ende des letzten Jahrhunderts vornehmlich auf die Verbesserung prothetischer Materialien
und die Entwicklung von abriebarmen Gleitpaarungen hingearbeitet wurde, riickte zuletzt auch die Zu-
gangsmorbiditat ins Zentrum des Interesses der Orthopadie [3]. Um zugangsbedingte Schaden am gesun-
den Gewebe so gering wie mdglich zu halten, wurde daher die Entwicklung der minimalinvasiven Chirurgie
stark vorangetrieben. Diese ist mittlerweile in allen chirurgischen Fachdisziplinen als Alternative zu vielen
konventionellen OP-Verfahren fest etabliert, weil sie zu weniger Schmerzen und zu einer schnelleren Ge-
nesung fiihren soll.

Wahrend in der Offentlichkeit der kleinere Schnitt hinsichtlich der Asthetik in den Vordergrund geriickt wird,
besteht der wesentliche Vorteil des minimalinvasiven Zugangs in der Schonung der Weichteile wie Musku-
latur und Muskelansatze. In der Studie von Kulkarni et al. konnte gezeigt werden, dass die Anwendung
einer minimalinvasiven Technik zur Versteifung von Wirbelsdulensegmenten im Gegensatz zur offenen
Durchfiihrung mit geringerem Blutverlust, verkirztem Krankenhausaufenthalt und vor allem mit einem we-
niger ausgepragten Gewebstrauma einherging [6]. Weitere Vorteile sind weniger postoperative Schmerzen

und die Moglichkeit zur friheren Mobilisation [7].

Der Effekt minimalinvasiver Techniken auf die Schonung der Weichteile wurde auch im Zusammenhang
mit der Implantation von Huftendoprothesen vielfach diskutiert. Miller et al. gelang in einer randomisierten
Studie der Nachweis, dass der minimalinvasive anterolaterale Zugang einem modifizierten transglutealen
Zugang in Hinsicht auf das funktionelle Resultat und auf morphologische Veranderungen des M. gluteus
medius Uberlegen war [8]. Letzteres zeigte sich in der signifikant verringerten Darstellung von fettiger Atro-
phie des Muskels sowohl nach drei als auch nach 12 Monaten in einer Magnetresonanztomographie-Ana-
lyse. Auch Bohm et al. konnten im Vergleich zum konventionellen Zugang eine signifikant schnellere Rick-
kehr zu einem normalen Gangbild auf die Anwendung der minimalinvasiven anterolateralen Yale-Technik
zuruckfuhren [9]. Ihre Ergebnisse unterstrichen einen Zusammenhang zwischen einer geringeren Verlet-
zung der Muskulatur durch die gunstigere Schnittfihrung des minimalinvasiven Zugangs (MIS) und einer
dadurch schnelleren Rehabilitation.

Wie ausgepréagt der Schaden an der Muskulatur nach einem operativen Eingriff ist, kann nicht nur in Form
der oben beschriebenen Lasionen nachgewiesen, sondern auch indirekt nachvollzogen werden. So weist
beispielsweise der Anstieg der biochemischen Marker Myoglobin und Creatin-Kinase auf eine Schadigung
der Skelettmuskulatur hin [10]. Die Bestimmung dieser Marker ist daher neben funktionellen und bildge-
benden Parametern eine weitere Grof3e, die zur Evaluation eines Muskelschadens nach Durchfiihrung
einer Huftendoprothetik herangezogen werden kann [10]. Dabei scheint es in Hinsicht auf die Erhéhung
der Marker auf die jeweilige Technik anzukommen, wobei die minimalinvasiven Techniken im Vergleich zu

den konventionellen Zugadngen mit einer geringeren Erhéhung einhergehen [8, 10, 11].

Die Evaluation des Muskelschadens kann neben der Untersuchung indirekter Marker oder bildgebender
Verfahren auch in Form der direkten Begutachtung des Gewebes erfolgen. In einer Kadaverstudie vergli-
chen van Oldenrijk et al. den postoperativen Weichteil- und Nervenschaden verschiedener MIS mit dem

konventionellen transglutealen Zugang bei Hiftoperationen. Dabei erwies sich jedoch keine der



ausgefiihrten minimalinvasiven Schnitttechniken als signifikant besser im Vergleich zum konventionellen

transglutealen Zugang in Hinsicht auf den prozentualen Anteil beschadigter Muskelzellen [12].

Der klinische Nutzen minimalinvasiver Techniken wird zudem durch intra- und postoperative Komplikatio-
nen relativiert. Es wird befiirchtet, dass es aufgrund der beschrankten Einsehbarkeit des OP-Gebiets zu
einer erhdhten Fehlpositionierung der Implantate kommt [13]. Manche Techniken zeigten sich auf3erdem
anfélliger fur Nervenschadigungen, wie beispielsweise das versehentliche Durchschneiden des N. cuta-
neus femoris lateralis beim MIS anterior approach und beim MIS 2-Incision approach [12]. Das Risiko fir
eine Nervendurchtrennung kann durch die stumpfe Préaparation des OP-Gebiets minimiert werden. Aller-
dings kdnnen Nerven, die die Oberschenkelmuskulatur versorgen, allein schon durch den erhéhten Druck
der Retraktoren auf die Wundrander in Mitleidenschaft gezogen werden. Bei Anwendung der posterioren
und anterolateralen Minischnitttechnik wurde ein doppelt so hoher Druck zwischen Wundrandern und Ret-

raktoren im Vergleich zur konventionellen Anndherung gemessen [14].

In histologischen Untersuchungen lassen sich wie in der Magnetresonanztomographie fettige Muskelatro-
phien und -degenerationen durch die Anwendung verschiedener Praparations- und Farbemethoden cha-
rakterisieren. Die Studie von Gille et al. erbrachte den Nachweis, dass die Dauer der Dehnung negative
Auswirkungen auf die Gewebestruktur hat. Demnach lag eine positive Korrelation zwischen der Zeit, die
der Muskel vom Wundspreizer gedehnt wurde, und dem Ausmalf histologisch nachweisbarer Lasionen in
der Dehnungsregion vor [15]. Diese konnten unmittelbar nach OP in Form von Odemen und hyperkontra-
hierten, abgerundeten Muskelzellen in der konventionellen Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbung)
nachgewiesen werden [15]. Tabata entdeckte diese morphologischen Veranderungen auch in der Skelett-

muskulatur des Halses, nachdem diese intravital gequetscht worden war (Abb. 1) [16].

Abbildung 1: Hyperkontrahierte Skelettmuskelzellen nach Kompression.
Tabata entdeckte hyperkontrahierte Muskelzellen (opaque fibers; gelbe Pfeile) in
der Skelettmuskulatur des Halses, nachdem diese intravital gequetscht worden
war; links HE-Farbung, rechts modifizierte Gomori-Trichrom-Farbung, 200-fache
VergroRerung; modifiziert aus Tabata [16], abgebildet mit Erlaubnis von Elsevier.
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Von Kawaguchi liegen detaillierte Beschreibungen vor, mit welchen histologischen Veranderungen nach
operativen Eingriffen an der Skelettmuskulatur zu rechnen ist. Bereits 1994 fiihrte er histologische Unter-
suchungen nach Eingriffen an der lumbalen Wirbelsdule durch. Sowohl im Tierexperiment an Ratten, als
auch unter klinischen Bedingungen bei Patienten konnte eine gesteigerte Formation von Narbengewebe
und Muskelzellatrophie der Rickenmuskulatur im Vergleich zu den Kontrollgruppen nachgewiesen wer-
den [17, 18].

Neben den oben beschriebenen intraoperativen Problemen, kénnen Minischnitttechniken auch das Risiko
fur postoperative Komplikationen wie etwa Wundinfektionen erhéhen [13]. In einer Studie von Woolson
et al. wurde der Einfluss einer max. 10 cm langen Inzision wahrend einer Hiftprothesenimplantation auf
die Dauer des Krankhausaufenthalts untersucht. Sie fanden weder einen Hinweis auf einen geringeren
Blutverlust noch auf einen geringeren Gewebeschaden im Vergleich zur Standardinzision. Jedoch lief3en
sich in der Gruppe, die den Minischnitt erhalten hatte, signifikant haufiger postoperative Infektionen nach-
weisen, die mit Antibiotikagabe therapiert werden mussten und damit schlussendlich zu einem langeren
Aufenthalt gefiihrt hatten [13].

Einige Meta-Analysen betonen nach wie vor, die entscheidenden Vorteile der minimalinvasiven Chirurgie
lagen in einem kirzeren Krankenhausaufenthalt und einem verbesserten funktionellen Ergebnis [19, 20].
Zu diesem Urteil kommen auch die Autoren einer Gesamtiibersicht zur Relevanz minimalinvasiver Zu-
gangswege in der Hiftendoprothetik. In ihrer Zusammenschau préazisieren Schmolders et al. jedoch, dass
sich diese oben genannten verbesserten funktionellen Ergebnisse meist nur auf einen kurzen Beobach-
tungszeitraum von einem Jahr beziehen [21]. Uber diesen Zeitraum hinaus konnten sie keine Uberlegen-
heit der minimalinvasiven Zugangswege gegeniber dem Standardzugang feststellen, weil Studien der Evi-
denzgrade | und Il zu Mittel- und Langzeitergebnissen schlichtweg nicht existent sind. Weiterhin mangelte
es den Studien an erganzenden bildmorphologischen Untersuchungen zu den tatsachlich entstehenden
Muskelschaden bei Minischnitten. Kennon et al. bemerkten dazu: ,A smaller skin incision is desirable for
cosmetic reasons and decreased healing times, but what goes on beneath the skin is far more im-
portant” [22].

Die mangelhafte Beweisfiihrung steht damit im Widerspruch zu dem allgemein erkléarten Ziel der Muskel-
und Weichteilschonung [23]. Manche Fachleute gehen sogar soweit, den Erfolg der OP nicht vom Zugangs-
weg, sondern ganzlich von der Erfahrung des Operateurs abhangig zu machen — getreu dem Motto, mini-
malinvasiv ist gut, aber mach das, was du am besten kannst [3]. Zusammenfassend lasst sich feststellen,
dass die Einfihrung der Minischnitttechnik im Bereich der Orthopadie und Unfallchirurgie bisher nur unge-

nigend zu einer Entscharfung der Problematik iatrogener Traumata beigetragen hat.

3.1.3 Auflésung des chirurgischen Dilemmas?

Aufgrund der steigenden Lebenserwartung ist davon auszugehen, dass die Zahl der Primarimplantationen
von Huftendoprothesen im nachsten Jahrzehnt weiter ansteigen wird [24]. Auch die Frequenz der Revisi-
onseingriffe wird entsprechend zunehmen [24], da aseptische Lockerungen der Prothesen, allgemeine In-
stabilitét oder tiefe Infektionen dem Ziel einer dauerhaften Prothesenverankerung im Hiftbereich entgegen

wirken [25]. Wie von Roth et al. zeigen konnten, wirkten sich wiederholte Prothesenwechsel jedoch negativ
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auf die hiftumgebende Muskulatur aus, da Revisionen eine signifikante fettige Atrophie der Muskulatur

und damit ein eingeschranktes funktionelles Ergebnis hervorriefen [26].

Posttraumatisch beginnen biologische Prozesse, die normalerweise die Rickbildung der pathologischen
Gewebeveranderung bewirken. Die Skelettmuskulatur kann mit ihrem effizienten Reparatursystem sogar
eine vollstandige Heilung ohne bleibende Narben erreichen [27]. Warum jedoch gerade wiederholte chirur-
gische Interventionen bzw. schwere Gewebstraumata einen Verlust kontraktiler Einheiten provozieren, soll

im Folgenden erlautert werden.

3.2 Das intrinsische Regenerationspotenzial des Skelettmuskels

Die Reparaturen lokaler Schaden, die durch den taglichen Verschleil’ an subzellularen Strukturen der Mus-
kelzellen entstehen, laufen nahezu stéandig, unbemerkt und rasch ab [28, 29]. Auch der ziehende Schmerz,
der sogenannte Muskelkater, der einem nach korperlicher Uberanstrengung in die Glieder fahrt, verschwin-
det nach ein paar Tagen wieder, ohne dass dieser einer grof3eren Behandlung beddrfte [30]. Diese Formen
von lokal begrenzten Zellschaden sind reversible Geschehen, die nur transitorisch inflammatorische Pro-

zesse und keine bleibenden histologischen Veranderungen hervorrufen [29].

Anders verhalt es sich bei schweren Muskeltraumata. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Szenarien
kann es bei Kontusions- und Kompressionsverletzungen zum Untergang ganzer Muskelzellen bis hin zu
mehreren Fasersegmenten kommen [31, 32]. Diese Art von Verletzung triggert eine ganze Reihe gut or-
chestrierter Vorgange, die zusammenfassend als Regeneration bezeichnet werden. Der Regenerations-
prozess lasst sich im Wesentlichen in drei Phasen einteilen [29]. Der Untergang der Muskelzellen, auch
als Nekrose bezeichnet, stimuliert eine inflammatorische Antwort [33], die mit der Ausschittung verschie-
dener Botenstoffe und der Invasion von Makrophagen einhergeht [34]. Dieser Abschnitt der Regeneration
wird als degenerative Phase bezeichnet [33]. Fast zeitgleich und in standiger Wechselwirkung mit den
vorangegangenen Ereignissen beginnt die sogenannte regenerative Phase [35]. Diese wird durch die
Phagozytose des Zelldebris eingeleitet [33]. Charakterisiert ist dieser Vorgang vor allem durch die prolife-
rierenden Satellitenzellen (SaC) [36]. Aus diesen muskelspezifischen Stammzellen gehen fusionskompe-
tente Myoblasten hervor [33], die drei bis finf Tage nach Trauma schlieBlich neue Muskelzellen formen
[37, 38]. Damit ist die dritte Phase der Muskelregeneration, das Remodeling, erreicht, wahrend der die
Reorganisation aller muskelbildenden Zellen und Gewebskomponenten im Vordergrund steht [38]. Welche
Bedeutung der einzelnen Phasen innerhalb der Muskelregenration zukommt, soll im Folgenden eingehend

erlautert werden.
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Abbildung 2: Phasen der Muskelregeneration. Zeitlicher Ablauf der einzelnen Phasen der Muskelregeneration mit
relativer Prasenz der jeweiligen phasenspezifischen Zelltypen; FAPs* - fibro-adipogene Vorlauferzellen; modifiziert aus
Bentzinger et al. [39], abgebildet mit Erlaubnis von John Wiley and Sons.

3.2.1 Degenerativen Phase — der essentielle Beitrag der Immunzellen zur Regeneration

Ausschlaggebend fir die Nekrose einer Muskelzelle ist die Unterbrechung der Zellmembran [37]. Dadurch
kommt es zum pathologischen Einstrom von extrazellularem Calcium in die Zelle. Es werden calcium-ab-
hangige, verdauende Enzyme aktiviert, die eine Dissoziation der kontraktilen Elemente (Myofibrillen) und
den Abbau anderer zellularer Bestandteile bewirken [37]. Der Zerfall zellularer Strukturen aktiviert die in-
flammatorischen Immunzellen, die sich innerhalb des Muskels befinden [37]. Diese wiederum locken tiber
chemotaktische Signale weitere im Blut zirkulierende Entziindungszellen an [34]. Typisch fir diese erste
Phase der Inflammation ist zundchst das Auftreten von neutrophilen Granulozyten, wie in der Abbildung 2
dargestellt. Sie reichern sich in den ersten ein bis sechs Stunden in hoher Zahl im Traumagebiet an, wo
sie mit der Phagozytose nekrotischer Zellen beginnen [34, 37]. Etwa 48 Stunden spater dominieren dann
Makrophagen das Areal [37]. Diesen ebenfalls phagozytierenden Zellen hatte man lange bloR3 die Rolle der
Scavenger zugestanden, die lediglich mit dem Wegraumen von Zelldebris beauftragt sind. Mittlerweile weil3
man, dass Makrophagen sogar entscheidend die Muskelregeneration fordern [27, 29]. Man unterscheidet
zwei Subpopulationen. Der Typ 1 ist fur die Ausschittung von pro-inflammatorischen Zytokinen, wie Tumor
Nekrose Faktor-alpha (TNF-a) und Interleukin-1 beta (IL-1B), verantwortlich [29]. Diese Faktoren halten
zunachst die Entziindungsreaktion weiter aufrecht. Sie haben aber auch einen proliferationsférdernden
Effekt auf die muskelspezifischen Stammzellen [40], was die Bedeutung der Makrophagen fir die Einlei-
tung der regenerativen Phase verdeutlich. Werden diese Zellen unterdriickt, kommt es zu einer insuffizien-
ten Muskelheilung [41, 42]. Nach etwa vier bis sieben Tagen sorgt schlie3lich der Typ 2, der durch einen
Phanotypenwechsel aus Typ 1 hervorgeht, fir die Beendigung der inflammatorischen Phase [29, 39, 43].
Das geschieht vordergriindig durch die Sekretion anti-inflammatorischer Faktoren wie Interleukin-10 und
Transforming growth factor-beta (TGF-B) [29, 41]. Diese Botenstoffe stimulieren die Differenzierung myo-

gener Zellen [40, 41], was den Ubergang zur regenerativen Phase kennzeichnet.

Eine weitere inflammatorische Zellpopulation sollte im Zusammenhang mit dem oben beschriebenen Phéa-
notypenwechsel nicht unerwéhnt bleiben. Die CD4+ regulatorischen T-Lymphozyten (Treg), die gemein-
sam mit anderen T-Zellen das Traumagebiet infiltrieren, scheinen den Wechsel vom Makrophagen Typ 1
zu Typ 2 zu férdern [44]. Auf diese Weise nehmen Treg indirekt Einfluss auf die Einleitung der regenerati-

ven Phase. Darlber hinaus lasst sich aus verschiedenen Studien auch ein direkter Einfluss dieser T-Zellen

13



auf die Wiederherstellungsphase ableiten [43, 45]. Dabei soll der mit Treg assoziierte Wachstumsfaktor

Amphiregulin eine Rolle bei der Vermehrung der muskelspezifischen Stammzellen spielen [43].

3.2.2 Regenerative Phase — Satellitenzellen dienen als Quelle neuer Muskelzellen

Die regenerative Phase wird von den muskelspezifischen Stammzellen, den SaC gepragt. Sie befinden
sich in einer spezialisierten Nische zwischen Sarkolemm und Basallamina der Muskelzellen. Unter norma-
len Bedingungen liegen sie dort in einem ruhenden Zustand vor. Bereits 1961 vermutete Mauro, dass es
sich bei diesen mononukleéren Zellen um eine Art Stammzelle handelt, die an der Wiederherstellung von
Muskelzellen beteiligt ist [46]. Diese Vermutung konnte u. a. durch die in vivo Experimente von Collins et
al. bestatigt werden, in welchen sie abladiertes Muskelgewebe durch die Transplantation von SaC wieder

zur Regeneration anregen konnten [47].

Auch unter nicht experimentellen Bedingungen kommt es zu einer Reaktivierung der zuvor mitotisch inak-
tiven Zellen. Die tagliche Beanspruchung der Muskulatur macht einen basalen Stoffwechsel erforderlich,
der der Erhaltung der vielkernigen Muskelzellen dient [29]. Fur diesen Grundbedarf stehen SaC als Quelle
von Zellkernen zur Verfugung [48]. Wachstumsfordernde Signalstoffe wie z. B. Hepatozyten Wachstums-
faktor (HGF), Fibroblasten Wachstumsfaktor (FGF) und Insulindhnlicher Wachstumsfaktor (IGF) veranlas-
sen, dass sie aus ihrem inaktiven Zustand austreten [49, 50]. Sie beginnen sich symmetrisch oder asym-
metrisch zu teilen [28, 51]. Im ersten Fall entstehen zwei Tochterzellen mit den Eigenschaften einer Satel-
litenzelle [52]. Bei der asymmetrischen Teilung verbleibt eine Zelle mit den Merkmalen einer SaC, was zum
Erhalt des Stammzellpools beitragt [52]. Die andere Zelle differenziert zu einer Muskelvorlauferzelle [28].
Dieser sogenannte Myoblast fusioniert mit bereits bestehenden Muskelzellen [53]. Mehrere dieser Vorlau-
ferzellen kénnen zu einem mehrkernigen Synzytium verschmelzen, um so eine neue Muskelzellen zu bil-
den [53]. Welche Art der Differenzierung die aktivierte SaC letztlich eingeht, ist u. a. von den myogenen

Regulatorfaktoren Myf5 und MyoD abhéngig [54].

Wahrend die Zellkerne reifer Muskelzellen peripher angeordnet sind, kdnnen regenerierende Muskelzellen
anhand ihrer binnenstandigen Kerne identifiziert werden [55]. Dieses Phdnomen von einem Kern bis zu
mehreren Kernen im Zytoplasma kann sowohl in Muskellangs- als auch in Muskelquerschnitten beobach-
ten werden, sobald die ersten Myoblasten fusionieren. In Abhangigkeit des Traumas kdnnen Zellen mit
binnenstandigen Kernen mehrere Wochen im Muskel beobachten werden [56]. In Querschnitten sind junge
Muskelzellen aufgrund ihres geringen Kalibers besonders gut von reifen Muskelzellen abzugrenzen [28].
Binnenstandige Kerne und ein geringer Zelldurchmesser werden daher in histologischen Muskelschnitten
als Regenerationszeichen interpretiert [57]. Zudem enthalt das Zytoplasma von regenerierenden Muskel-
zellen viel ribosomale RNA, welche Ausdruck einer erhéhten Proteinsynthese ist. In der HE-Farbung zeigen
junge Muskelzellen daher ein violettes Zytoplasma [58]. Vollstéandig wiederhergestellte Muskelzellen lassen

sich morphologisch nicht mehr von unverletzten Zellen unterscheiden [33].
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Abbildung 3: Binnenstéandige Kerne in regenerierenden Muskelzellen. In Hamatoxylin-Eosin-gefarbten Muskel-
guerschnitten lassen sich unreife Muskelzellen besonders gut an ihren binnensténdigen Kernen erkennen; Abbildung
aus Huard et al. [35], abgebildet mit Erlaubnis von Wolters Kluwer Health, Inc.

Unter bestimmten Bedingungen kann die Bildung neuer Muskelzellen jedoch auch unvollendet bleiben.
Obwohl innerhalb derselben Basallamina gelegen, bleibt die Fusion von Myoblasten aus, was schlief3lich
zur Bildung von Myoblastenclustern fiihrt [29]. Die laterale Fusion von Myotuben mit intakten Muskelzellen
kann auch unvollstandig bleiben, was sich in Muskelquerschnitten gut nachvollziehen lasst. Bei dieser Er-
scheinung spricht man von forked fibers - gegabelten Muskelzellen [29]. Ursachlich dafir ist méglicher-
weise eine unzureichende Phagozytose wahrend der degenerativen Phase [57]. Neben diesen beschrie-
benen Fehlentwicklungen hat auch die ausbleibende Fusion zweier gegeniberliegender Zellstimpfe ne-

gative Auswirkungen auf die muskulare Kontraktilitat [57].

Viele weitere Zellarten sind mittlerweile identifiziert worden, die wie SaC zur Muskelregeneration beitra-
gen [49]. Ortstandige Zellen wie Perizyten, Endothelzellen und interstitielle Zellen offenbarten in verschie-
denen Experimenten myogene Kapazitaten [53, 59]. Auch Zellen mit Stammzellcharakter, die nicht unmit-
telbar aus der Umgebung des Muskels stammen, sind in der Lage, sich in eine myogene Linie zu entwickeln
oder Muskelzellen durch Fusion aufzubauen. Zu ihnen gehéren z. B. die im peripheren Blut zirkulierenden
Zellen mit hamatopoetischen Oberflachenmarkern [37, 60]. Unter experimentellen Bedingungen konnte
zwar nach Verletzung ein Anstieg der Fusionsrate dieser Zellen registriert werden [61], wie grof3 jedoch die
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physiologische Relevanz dieser Fusionen der Nicht-Satellitenzellen im Rahmen der Muskelregeneration

ist, konnte bis heute nicht eindeutig geklart werden [39].

3.2.3 Remodeling — Bindegewebe und junge Muskelzellen beeinflussen sich gegenseitig

Die abschlieRende Phase ist durch die Reorganisation des muskularen Stiitzgewebes charakterisiert. Die-
ses Gewebe besteht hauptsachlich aus Bindegewebszellen (Fibroblasten), welche fir die Bildung der ext-
razelluldaren Matrix verantwortlich sind, und aus Fettzellen (Adipozyten) und fibro-adipogenen Vorlauferzel-
len (FAPs) [38]. In gesundem Skelettmuskel Uiberziehen drei verschiedene Bindegewebsschichten die lon-
gitudinal angeordneten Muskelzellen: Das Endomysium umgibt die einzelnen Muskelzellen, das Perimy-
sium bindelt wiederum mehrere Muskelzellen zu Faszikeln und das Epimysium umhillt den gesamten
Muskel [62]. Diese Schichten haben eine stiitzende und schiitzende Funktion bei der muskularen Kontrak-

tion [62]. AuRerdem ermdglichen sie die Kraftlibertragung auf die Sehnen [39].

Wahrend der Regeneration findet ein intensiver Austausch zwischen den Stlitzzellen und den jungen Mus-
kelzellen statt. Die FAPs beginnen nach dem Trauma zu proliferieren, wobei sie trophische Faktoren se-
zernieren, die die Myoblasten zur Differenzierung anregen [38]. Umgekehrt konnte wahrend in vitro Expe-
rimenten festgestellt werden, dass der direkte Zellkontakt mit sich differenzierenden Muskelzellen wiede-
rum die Entwicklung von FAPs in Adipozyten hemmt [54]. Wéhrend der Remodeling-Phase nehmen die
jungen Muskelzellen an Umfang zu und ihre Kerne wandern vom Zentrum in die Peripherie [55]. Aufgrund
der erhdhten Proteinsynthese haben wachsende Muskelzellen einen starken Nahrstoffbedarf, der ein um-
fangreiches Stoffaustauschsystem notwendig macht. Winkler et al. konnten bereits vier Tage nach
Quetschtrauma erste KapillargefaRe im Muskel nachweisen, die sich wahrend des Remodelings zu einem
gleichmafiig verzweigten Gefa3system entwickelten [63]. Zudem kommt es in dieser Phase zur Reinner-
vation der neuen Muskelzellen, welche von den Nervenasten der nicht beschadigten Muskelzellen ausgeht
[54]. Neu gebildete myotendindse Verbindungen zwischen den Muskelzellen und Sehnen ermdglichen
schliel3lich die Kraftibertragung auf den Knochen [39]. Nach Beendigung der regenerativen Antwort geht
die Zahl der FAPs und Fibroblasten wieder zurtick auf ihre urspringliche Anzahl [38]. Das Skelettmuskel-
gewebe kehrt in einen homoostatischen Zustand zuriick, in welchem auch die Satellitenzellen wieder ihre

ruhende Position einnehmen [39].

Im Idealfall ist der Aufbau der urspriinglichen Gewebearchitektur nach etwa einem Monat abgeschlos-
sen [38]. Eine ungestdrte Reorganisation des muskularen Stutzgewebes ist notwendig, weil es als Gerust
fur die prézise Anordnung der regenerierenden Muskelzellen dient, um so eine optimale Kraftiibertragung
zu erreichen [54, 64]. Treten jedoch wiederholt Verletzungen auf, kommt es zu einer Ubersteigerten Prolife-
ration der extrazellularen Matrix (ECM), was auch als Fibrose bezeichnet wird [38]. Dabei hemmt der pro-
fiborogene Wachstumsfaktor TGF- 1 die Aktivierung und Differenzierung der Satellitenzellen [62]. Unter
dem Einfluss dieses Signalmolekils kommt es zudem zur Transformation der Fibroblasten zu Myo-
fibroblasten, welche ECM Proteine produzieren, darunter auch Kollagen | und Ill [65]. Bei schweren Mus-
keltraumata persistiert dieser Zelltyp im Zuge der anhaltenden Entziindung durch die lokale Ausschittung
von TGF-B 1, was vor allem zur abnormalen Anhaufung von Kollagen | fihrt [65]. Daraus resultiert ein
irreversibles Narbengewebe, welches nun eine Barriere fur die sich entwickelnden Muskelzellen darstellt

und somit zu einem Verlust der urspringlichen muskuléren Kontraktilitat fuhrt [66, 67].
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3.2.4 Fazit: das intrinsische Regenerationspotenzial ist limitiert

Das intrinsische Regenerationspotenzial des Skelettmuskels genligt, um eine vollstandige Heilung lokaler
Schaden bis hin zu kleineren Verletzungen wie Zerrungen zu gewahrleisten [37]. Bei eingehender Unter-
suchung der drei Phasen wird jedoch ersichtlich, dass jegliche Abweichung, sei es in der inflammatorischen
Antwort, der Aktivierung der Satellitenzellen oder innerhalb der Signalkaskaden, zu einer unvollendeten
Regeneration fiihren kann [68]. Verletzungen mit ausgedehntem Substanzverlust Ubersteigen schlicht die
muskulére Regenerationskapazitat [69]. Repetitive Verletzungen, wie sie bei Revisionen von Hiftprothesen
vorkommen, sorgen durch die wiederkehrende Entztindungsreaktion fir die Bildung von minderwertigem
Bindegewebe [67]. Das Regenerationspotenzial der Skelettmuskulatur ist demnach begrenzt und stéf3t in
Folge der eingangs erwahnten Interventionen an seine nattrlichen Grenzen [35].

3.3 Bisherige Therapieoptionen

Der vorangegangene Abschnitt beschreibt neben den Limitationen der Muskelregeneration auch die Vielfalt
der am Regenerationsprozess beteiligten Zellpopulationen, Signalwege und Botenstoffe [38], welche ver-
schiedene therapeutische Anséatze erméglichen. Momentan kann man zwischen konservativer, chirurgi-

scher und medikamentéser Behandlung unterscheiden.

3.3.1 Konservative und chirurgische Behandlung

Das Therapiekonzept RICE stellt eine konservative Methode dar, bei der unmittelbar nach Verletzung der
betroffene Muskel nicht weiter beansprucht werden soll (R = rest), lokale Kiihlung empfohlen wird (I= ice),
ein Druckverband auf die Begrenzung der Schwellung abzielt (C = compression) sowie die betroffene Ext-
remitat hochgelagert werden soll (E = elevation). Die Kombination dieser einfachen Malinahmen hat breite
Anwendung in der Sportmedizin gefunden, obwohl keine evidenzbasierten Untersuchungen deren Wirk-
samkeit belegen [70], bzw. die Methoden im Einzelnen kritisch betrachtet werden. Beispielsweise ist auf
der einen Seite eine sofortige Immobilisation notwendig, um das Risiko eines rerupture der Muskelfasern
zu verringern [71]. Auf der anderen Seite ist eine langfristige Immobilisation wiederum nicht forderlich, weil
sie zu einer deutlichen Muskelatrophie des betroffenen Areals fiihrt [71]. Zudem wird das Konzept der
Kryotherapie momentan kontrovers diskutiert. Wahrend in einer Studie an Ratten die Anwendung von Kalte
nach Quetschtrauma durch eine reduzierte Leukozyten-Endothel Interaktion zu einer geringeren Ausdeh-
nung des Odems fiihrte [72], zeigte die Applikation von Kélte in einer anderen Studie eine erschwerte
Regeneration der Muskelzellen sowie mehr Kollagenablagerung, was auf eine verzdgerte Aktivitat der Mak-
rophagen zuriickgefuhrt wurde [73]. Wahrend das Konzept RICE zwar insgesamt darauf abzielt, die Aus-
breitung von Blutergiissen und Odemen einzudammen, erscheinen die regenerativen Effekte der einzelnen

MaRnahmen auf molekularer Ebene zum Teil noch widerspruchlich.

Im Falle von voluminésen Hamatomen oder schweren Muskeltraumata greifen die oben beschriebenen
konservativen Methoden zudem nicht mehr. Zum Beispiel erfordern schwere Verletzungen héaufig eine Ent-
fernung von nekrotischem Gewebe. Dem irreversiblen Substanzverlust begegnet man mit der nachtragli-

chen Defektdeckung durch benachbartes Ersatzgewebe. Diese sogenannten Muskellappenplastiken
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haben wiederum Funktionseinbuf3en an der Entnahmestelle zur Folge und erzielen auch im Zielgebiet nie

die urspriingliche Funktion [74].

3.3.2 Medikamentdse Behandlung

Sofern die Verletzung keine chirurgische Intervention erforderlich macht, wird versucht durch den Ge-
brauch von Medikamenten Einfluss auf die Muskelregeneration zu nehmen. Der Einsatz von Nicht-steroi-
dalen Antirheumatika (NSAR) wie etwa Ibuprofen oder Diclofenac wird dabei kontrovers diskutiert. Ihr
schmerzlindernder Effekt erscheint einerseits im Sinne einer frihzeitigen Mobilisation durchaus win-
schenswert, allerdings kaschiert er auch protektive Schmerzreize und begiinstigt durch eine verfriihte Be-
lastung Rezidivverletzungen [75]. Nebst analgetischer Wirkung modulieren NSAR durch ihre Hemmung
der Prostaglandinsynthese auch entziindliche Prozesse. Eine kurzfristige Einnahme von NSAR Uber zwei
bis drei Tage nach Muskeltrauma wird demnach grundsatzlich beflrwortet [71, 75]. Vor einer langfristigen
Einnahme dieser Heilungsmodulatoren wird jedoch generell gewarnt, da sie nachteilige Auswirkungen auf
die Chemotaxis und Interaktion inflammatorischer Zellen haben kénnten [76], welche zur Einleitung der

regenerativen Phase gebraucht werden [34, 75].

Neben NSAR ist auch die Gabe von synthetischen Glukokortikosteroiden nach Muskelverletzung in der
Sportmedizin sehr populér, da auch zu ihrem Wirkungsprofil anti-inflammatorische Effekte gehdren. Wéh-
rend die intramuskulare und systemische Anwendung aufgrund von Nebenwirkungen tberwiegend abge-
lehnt wird [75, 77], wird einer Studie an amerikanischen Footballspielern zufolge die Injektion von Gluko-
kortikoiden nach Muskelzerrung weiterhin als erfolgsversprechende Therapie empfohlen [78]. Kurzzeiter-
folge im Sinne einer Muskelkraftsteigerung nach Injektion wurden auch in Tierstudien beobachtet [79]. Al-
lerdings offenbarten sich irreversible Muskelschadigungen als Langzeitnebenwirkung [79]. Klinisch rele-

vante, interventionelle Studien fehlen nach wie vor.

Bisweilen werden neben Glukokortikosteroiden und NSAR auch Lokalanasthetika oder Plasmaprodukte
direkt in den Muskel gespritzt. Kurios erscheinen dabei die diskrepanten Erwartungen, die beispielsweise
an Bupivacain gestellt werden: Einerseits wird von Seiten der Sportmedizin nach lokaler Injektion von Bu-
pivacain eine Verbesserung der Muskelregeneration nach Verletzungen erwartet, andererseits wird in der
experimentellen Medizin die lokale Injektion desselben zur Erzeugung von Muskeltraumata ge-
braucht [80, 81].

Ein Novum in der Injektionstherapie stellt dagegen die Versorgung mit plattchenreichem Plasma (PRP)
dar. Intramuskuléar oder intravends verabreicht, sollen die im PRP enthaltenden Wachstumsfaktoren die
Muskelregeneration fordern [81]. PRP enthélt aber auch das Gewebshormon TGF-, welchem fibrosefor-

dernde Eigenschaften zugesprochen werden [75].

Gegen die Uberschielende Narbenproduktion kénnen wiederum anti-fibrotische Stoffe wie Losartan helfen.
Der aus der Bluthochdrucktherapie bekannte Wirkstoff hebt die pro-fibrogene Wirkung des Wachstumsfak-
tors TGF-B1 auf [82], wodurch die Stimulation der Myofibroblasten gebremst und die Produktion der Extra-
zellularen Matrix gehemmt wird [62]. Neben Losartan existieren weitere anti-fibrotisch wirksame Substan-

zen wie z. B. Suramin oder Decorin. Sie haben jedoch die Nachteile, dass sie nicht oral gegeben werden
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kénnen oder erhebliche Nebenwirkungen aufweisen [82]. Ob Antifibrotika kiinftig zum Kanon der erfolgrei-

chen Muskeltherapeutika gezahlt werden durfen, muss noch durch klinische Studien bestatigt werden.

Anders verhdlt es sich bei dem Medikament Actovegin oder dem homdéopathischen Mittel Traumeel®. Sie
finden bereits breite Anwendung in der Klinik, aber zu ihrer Wirksamkeit auf die Muskelregeneration fehlen
bisher praklinische und randomisierte kontrollierte Studien [75]. Gleiches gilt auch fur physikalische Heil-
methoden wie dem therapeutischen Ultraschall oder die hyperbare Sauerstofftherapie. Sie werden im kli-
nischen Alltag zur Behandlung von Muskeltraumata eingesetzt, wobei ihr Nutzen teilweise nur durch Tier-

versuche wissenschaftlich belegt ist [66, 75, 83].

3.3.3 Fazit: bisherige Therapien sind nicht ausreichend

Die derzeitigen Therapieoptionen von Skelettmuskelverletzungen liefern kaum zufriedenstellende Ergeb-
nisse. Bei dem Versuch, das intrinsische Regenerationspotenzial des Skelettmuskels zu verbessern, stit-
zen sie sich meist auf Ergebnisse aus experimentellen Studien oder auf einzelne Erfahrungswerte [71].
Zum Teil werden auch Anséatze verfolgt, denen nachweislich kein Nutzen zugesprochen werden kann oder
die sogar die Muskelregeneration erschweren. Keine der bisherigen Therapieoptionen bietet einen kausa-
len Ansatz, um den Untergang von Muskelzellen und gleichzeitig die Bildung von Narbengewebe langfristig
zu verhindern. Gesucht ist eine zielgerichtete, phasenspezifische Therapie mit dem Potenzial, auf mehrere

molekulare Ebenen einzuwirken.

3.4 Innovative Therapiekonzepte

Die Entwicklung innovativer, zellbasierter Therapiekonzepte zur Behandlung von Muskelverletzungen ist
in den letzten Jahren stark vorangetrieben worden. Die Idee vom Transfer muskelspezifischer Stammzellen
zur Auffrischung des regenerativen Zellpools versprach zunachst einen erfolgreichen Ansatz. Bereits eine
einzelne, in einen verletzten Mausmuskel transplantierte Satellitenzelle war in der Lage, sich um ein Viel-

faches zu vermehren und sich in Muskelzellen zu differenzieren [52].

Der Ansatz, verletzten Skelettmuskel mit transplantierten Muskelvorlauferzellen wiederaufzubauen, stofi3t
jedoch an seine Grenzen. Wie Borselli et al. in einem Rechenbeispiel veranschaulichten, wéaren ca. 100
bis 200 Mio. primare Muskelstammzellen zur Regeneration eines verletzten menschlichen Schienenbein-
muskels notwendig [84]. Um diese Anzahl bereitstellen zu kénnen, missten 2-4 kg gesunder Muskel auf-
bereitet werden. Alternativ versuchte man daher, kultivierte Muskelvorlauferzellen zu transplantieren. Al-
lerdings zeigte sich, dass ex vivo expandierte murine Myoblasten ein erhdhtes Transplantationsversagen

im Vergleich zu den direkt dem Muskel entnommenen Stammzellen aufwiesen [84].

Da weder die Gewinnung von geniigend primaren Stammzellen praktikabel ist, noch die Transplantation
von kultivierten Vorlauferzellen erfolgreich war [69], hat man begonnen, eine andere Zellpopulation auf ihr

therapeutisch myogenes Potenzial hin zu Uberprifen.

3.4.1 Mesenchymale Stromazellen

Bei dieser Zellgattung handelt es sich um multipotente, adulte Stammzellen, die erstmals im Knochenmark

identifiziert wurden [85]. Im Gegensatz zu SaC kdnnen sie sich abhéngig von auflieren Stimulanzien in
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myogene, adipogene, chondrogene oder osteogene Zellen entwickeln [86]. Zudem kdnnen sie in einer
Zellkultur expandiert werden, ohne ihr Differenzierungspotenzial zu verlieren [87]. Zu ihren weiteren in vitro
Charakteristika zahlen ihre Plastikadharenz und ein spezifisches Oberflachenmarkerprofil (Abb. 4). Analog
zu ihren Differenzierungsmaglichkeiten in vitro zeigte sich in vivo, dass sich MSC an der Regeneration
diverser Gewebe, darunter Knochen, Knorpel und Muskel, beteiligen kdnnen [88]. Eindeutige Hinweise
ihrer Mitwirkung an der Muskelregeneration wurden erstmals durch die von Ferrari et al. durchgefihrten
Experimente geliefert [89]. Sie zeigten, dass murines Knochenmark transplantierbare Vorlauferzellen ent-
halt, die sich nach systemischer Gabe in die Muskelzellen eines verletzten Areals integrieren. Allerdings
entspricht das von Ferrari et al. angewandte Muskeltrauma kaum den klinisch relevanten Verletzungsmus-

tern, wie sie in Orthopadie und Unfallchirurgie vorkommen [89].

Das von Matziolis et al. entwickelte stumpfe Quetschtrauma kommt hingegen der klinischen Realitéat eines
Muskeltraumas sehr nahe [90]. Im Gegensatz zu injizierbaren Toxinen provoziert die Quetschung den Un-
tergang von Muskelzellen durch eine Zerstérung der Zellmembran und Basallamina [91]. Ergdnzend zu
den morphologischen Erkenntnissen von Ferrari et al., beschaftigte sich die Arbeitsgruppe um Matziolis mit
den funktionellen Aspekten der MSC-Therapie. In ihrer Analyse konnten die Forscher trotz des schweren
Traumas zeigen, dass die lokale Injektion von autologen, knochenmarksstammigen MSC (BMMSC) in ei-
nen traumatisierten Skelettmuskel zu einer signifikanten Steigerung der Muskelkraft im Vergleich zu der

mit Kochsalz behandelten Kontrollgruppe fiihrte [90].

Mit dem Ziel spaterer klinischer Studien folgten weitere Experimente zur Charakterisierung der MSC-ba-
sierten Therapie. Winkler et al. beschrieben in ihrem Experiment einen dosisabhangigen Effekt, wonach
die Injektion von 1 Mio. MSC bereits ausreichend war, um einen signifikanten Anstieg der Muskelkraft im
Vergleich zur Placebo-Gruppe herbeizufihren [92]. Die Arbeitsgruppe verfolgte weiterhin die Bestimmung
des gunstigsten Transplantationszeitpunktes. Diese Studie zeigte, dass die unmittelbare Transplantation
nach dem Trauma ebenso zu einem bedeutsamen Anstieg der Muskelkraft fiihrte, wie eine um sieben Tage
zeitversetzte Injektion [93]. Entgegen der primaren Annahme, dass sich MSC in einem inflammatorischen
Milieu nicht durchsetzen wiirden, zeigten die Ergebnisse, dass MSC insbesondere nach Verletzung einen
Beitrag zur Wiederherstellung der muskularen Kontraktilitat leisten kénnen [94]. Die kraftsteigernde Wir-
kung der MSC wurde daraufhin auch in &hnlichen Tierversuchen von externen Arbeitsgruppen beobachtet
[95-97]. Andrade et al. zeigten zuletzt in einem vergleichbaren Setting ebenfalls eine positive Korrelation

zwischen der Anwendung von BMMSC und einem Anstieg der maximalen Muskelkontraktionskraft [97].
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Abbildung 4: Mesenchymale Stromazellen in Kultur im Phasen-Kontrast-Mik-
roskop (nativ). Diese Zellpopulation ist positiv (= 95 % aller Zellen) fir CD29, CD44,
CD105, CD73, CD166, CD90 und RT1A, und negativ (= 98 %) fir CD45, CD34 und
RT1B. Ihr Differenzierungspotenzial wurde durch Stimulation mit adipogenen und
osteogenen Medium mit Hilfe der Nilrot- und Alizarinrot-Farbung bestatigt [98]; auf-
genommen von Christine Ehrentraut.

3.4.2 Direkter vs. indirekter Wirkmechanismus

Nachdem bereits mehrere experimentelle Studien einen positiven Effekt der MSC bei der Behandlung von
Muskeltraumata demonstrieren konnten [90, 92, 93, 95-97], stellt sich nach wie vor die Frage, auf welche

Art und Weise sich MSC an der Muskelregeneration beteiligen.

Die Differenzierung der MSC in Muskelzellen und deren Fusion mit Muskelzellen als mdgliche, direkte
Wirkmechanismen wurden kontrovers diskutiert. Beide Prozesse sind von mehreren Studien, sowohl in
vitro als auch in vivo, beschrieben worden [89, 99, 100]. Allerdings betonen einige Autoren die schwache
Beweislage dieser Wirkmechanismen, da Fusions- und Differenzierungsrate zu gering seien, um die signi-
fikant gesteigerte Kontraktilitdt ausreichend erklaren zu kénnen [69, 101]. Anderen Arbeitsgruppen gelang
es Uberhaupt nicht, Fusionsereignisse nachzuweisen [93, 102]. Ihre Ergebnisse leiteten schlie3lich einen

Paradigmenwechsel in Bezug auf die Wirkungsweise der MSC ein.

Als fihrender Mechanismus wird aktuell ein parakriner Einfluss auf die Muskelregeneration angenommen,
da MSC eine Vielzahl bioaktiver Molekile ausschitten, darunter Zytokine und Wachstumsfaktoren [103].
Ein Teil dieser trophischen Faktoren ist stark mit dem Muskelwachstum assoziiert [69]. Zum Beispiel fordert
IGF die Aktivierung der Satellitenzellen und spielt damit eine Schliisselrolle in der Regeneration von ge-
schéadigten Muskelzellen [50]. Weiterhin wird das Wachstum neuer Geféal3e Uber die Ausschittung von
vaskuléaren endothelialen Wachstumsfaktoren (VEGF) begunstigt [104]. Die Zellen entfalten dariiber hinaus

immunmodulatorische Effekte Uiber ihr Sekretom [87]. Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass sie gezielt
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zum Trauma migrieren [105], um dort einen auf das sie umgebende Mikromilieu abgestimmten Wachs-

tumsfaktor-Cocktail zu sezernieren [69].

3.4.3 Tissue Engineering: eine synthetische Nische fir MSC

Um den parakrinen Wirkmechanismus der MSC fur den therapeutischen Einsatz zu optimieren, hat man
sich auf die Kombination von Zellen mit Biomaterialien fokussiert [84]. Hydrogele, die aus vernetzten, was-
serléslichen Polymeren bestehen, haben sich als besonders geeignete Materialien herausgestellt. Sie sind
leicht herzustellen und kénnen entsprechend ihren Anforderungen in verschiedenen Formen und Grof3en
produziert sowie mit diversen chemischen und physikalischen Eigenschaften ausgestattet werden [2]. Das
Spektrum reicht von injizierbaren Gelen bis hin zu formflexiblen Zelltrdgern, auch Scaffolds ge-
nannt [84, 106].

Die Funktion der Hydrogele besteht jedoch nicht nur in der reinen Ubertragung der Zellen. In der hier vor-
liegenden Studie wurde ein biokompatibles Alginatgel eingesetzt [107, 108], welches durch seine spezifi-
schen Eigenschaften das regenerative Potenzial der MSC gezielt fordert [109]. Das dreidimensionale Gel
weist eine besondere Struktur mit 70-150 um groRen Poren auf, die als synthetische Nische fir die MSC
fungieren. Inkubiert in dieser Scaffold-Struktur konnte beobachtet werden, dass sich MSC ausbreiten und
Uber die Poren physische Kontakte zu benachbarten Zellen herstellten, im Unterschied zu den kugelig
geformten MSC, die von Hydrogel komplett umschlossen wurden [109]. Weiterhin konnte gezeigt werden,
dass im pordsen Scaffold N-Cadherin vermittelte Zell-Zell-Interaktionen in einem gesteigerten Sekretions-
profil der MSC resultierten [109]. Weitere in vitro Untersuchungen der mit MSC beladenen Alginatgele
zeigten, dass nur wenige Zellen aus ihrer kiinstlichen Nische migrierten sowie tber 90 % der Zellen nach
sieben Tagen noch immer vital waren [110]. Im Gegensatz zur systemischen Injektion in GefalRe, bei der
es zu einer unkontrollierten Zellverteilung kommt, ermdglicht das Alginatgel eine konzentrierte Transplan-
tation der MSC in nachster Nahe zum Gewebedefekt, von wo aus die Zellen ihre parakrine, regenerative
Wirkung entfalten kénnen.

Abbildung 5: Zusammenfihrung von Zellen und Biomaterialien. Um ihren parakrinen Wirkmechanismus optimal
zu nutzen, werden MSC mit einem Alginatgel kombiniert. Bild A zeigt ein Schema der makropordsen Struktur des
Alginatgels mit anhaftenden Zellen. Bild B zeigt eine reprasentative Aufnahme der MSC gefarbt mit Phalloidin
(griin = Aktinfilamente) und DAPI (blau = Zellkerne). Das Gel mit seinen 70-150 um groRen Poren fungiert als synthe-
tische Nische und bietet daher optimale Bedingungen fiir den parakrinen Effekt der MSC; modifiziert aus Qazi [111],
abgebildet mit Erlaubnis von Taimoor H. Qazi.
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3.5 Klinisch relevantes Muskeltrauma

Ziel der experimentellen Stammzellforschung ist die Translation in die Klinik. Um die therapeutische Wir-
kung der MSC auf die Muskelregeneration zu testen, bedarf es eines klinisch relevanten Traumamodells.
Das in dieser Studie angewandte Trauma ist angelehnt an das von Matziolis et al. etablierte Quetschtrauma
des Musculus soleus der Ratte [90]. Dabei wurde der Muskel im proximalen Drittel einmal und im distalen
Drittel zweimal gequetscht, womit das proximale Drittel stellvertretend fur die einfach verletzte Region
stand, wahrend das distale Drittel die zweifach verletzte Region reprasentierte. Das mittlere Drittel mit In-
sertion des neurovaskularen Biindels blieb verschont und stellte die vom Trauma indirekt betroffene Region
dar. Im Gegensatz zu toxischen oder ischamischen Modellen simuliert dieses Trauma klinische Verlet-
zungsmuster, wie sie bei iatrogenen Traumata vorkommen [63]. Die Aussparung der Gefal3- und Leitungs-
bahnen reduziert das Auftreten von ischAmischer und neuraler Muskeldegeneration. Dies ist erwinscht,
da zum einen die Regenerationsprozesse unterschiedlich ablaufen, zum anderen der Skelettmuskel sich
per se gut nach ischamischen oder toxischen Traumata erholt [56, 63, 112]. Dies wirde die Unterscheidung
zwischen dem tatsachlichen therapeutischen Einfluss der MSC und dem natirlichen Regenerationspoten-
zial des Muskels erschweren. Weiterhin ermdglicht die Wahl dieses Traumas die Vergleichbarkeit mit den

Vorstudien unserer Arbeitsgruppe [63, 99].

3.6 Offene Fragen

Zellbasierte Therapien bieten einen erfolgsversprechenden Ansatz fir die Behandlung von Skelettmus-
keltraumata [87]. Wie verschiedene Studien bereits belegten, fiihrte die Anwendung von BMMSC im trau-
matisierten Muskel zu einer funktionellen Verbesserung der Muskelkraft [90, 92, 93, 95-97]. Momentan wird
von einem primar parakrinen Wirkmechanismus der MSC ausgegangen, bei dem sie durch die Freisetzung
verschiedener trophischer Faktoren das intrinsische Regenerationspotenzial des Skelettmuskels unterstit-
zen [69, 103, 113]. Bis zum gegenwartigen Zeitpunkt ist jedoch nicht geklart, welche strukturellen, morpho-
logischen Veranderungen durch MSC hervorgerufen werden, die die signifikante Kraftsteigerung erklaren
koénnen [105].

Aktuell wird diskutiert, ob die verbesserte Muskelregeneration durch eine erhdhte Anzahl von Gefal3en
bedingt ist [96, 114]. Helal et al. vermuten eine Reduktion der Fibrose als Grund fur eine gesteigerte Kraft-
entwicklung [114]. Weder eine Erh6hung der Gefalidichte, noch eine Reduktion des Narbengewebes durch
die Behandlung mit MSC konnte allerdings in den Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe beobachtet wer-
den [93, 115].

Neben Narbenbildung und Gefaflidichte wird auch die Anzahl von Muskelzellen mit binnenstandigen Ker-
nen standardmaRig als Indikator fur eine effektive Muskelregeneration herangezogen, da zentralstandige
Kerne auf regenerierende bzw. neu entstehende Zellen hindeuten [35]. Mehrere Studien kamen zu dem
Schluss, dass es nach Stammzell-Applikation zu einer Erhéhung von Zellen mit binnensténdigen Kernen
im Muskel kommt [114, 116]. Diesen Studien nach zu urteilen, férdern Stammzellen folglich die Préasenz
von regenerierenden Muskelzellen. Diese Beobachtung steht jedoch im Kontrast zu den Ergebnissen von
Andrade und Natsu et al., die eine verringerte Anzahl von Zellen mit zentralstdndigen Kernen im Vergleich

zur Kontrollgruppe feststellten [97, 102].
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An dieser Stelle sei Folgendes hervorgehoben: Samtliche hier aufgefuihrte histologische Analysen sind
lediglich an Bildausschnitten mit bioptischen Charakter durchgefiihrt worden. Diese Ausschnitte, soge-
nannte regions of interest (ROI), transportieren jedoch nur einen Teil der im gesamten Muskelquerschnitt
enthaltenen Informationen. Die Analyse von solchen Bildausschnitten stellt ein Problem bei Verletzungs-
modellen dar, in denen gesunde und verletzte Areale parallel vorkommen kdnnen [63]. Bei diesen hetero-
genen Verletzungsmustern lasst sich das Risiko einer Stichprobenverzerrung selbst durch eine randomi-
sierte Verteilung der ROI nicht vollstandig eliminieren [117, 118]. Ferner erfolgt die Erfassung der regene-
rierenden Muskelzellen meist manuell, was zeitaufwendig, arbeitsintensiv und fehleranfallig ist [117, 119].
Méglicherweise ergeben sich allein durch die subjektive Beurteilung widerspriichliche Beobachtungen zur
Anzahl von Zellen mit binnenstandigen Kernen [119, 120]. Um den Einfluss der MSC-Behandlung auf die
Muskelregeneration auf einem zellularen Level nachvollziehen zu kdnnen, bedarf es daher einer neuen Art

der Anndherung an die histologische Analyse.

3.7 Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

Fur die hier vorliegende Studie wurde ein spezielles, halbautomatisches computergestiitztes Segmentati-
onsverfahren entwickelt, welches die totale Anzahl der Muskelzellen und die Anzahl der Zellen mit binnen-
standigen Kernen, kurz Regeneratzellen, in einer Standardfarbung (HE-Farbung) analysieren kann. Im Ge-
gensatz zu vorherigen Studien wurde so die histologische Analyse von mehreren kompletten Muskelquer-
schnitten aus der einfach, indirekt und zweifach verletzten Region erméglicht. Der Beobachtungszeitraum
wurde im Vergleich zu Vorstudien neben den Zeitpunkten 7 und 28 Tage zusatzlich auf acht Wochen aus-
gedehnt, um die Dynamik der Muskelregeneration unter MSC-Einfluss zu dokumentieren. Mit diesem ex-
perimentellen Ansatz sollen folgende Hypothesen untersucht werden:

1. Die Transplantation von autologen mesenchymalen Stromazellen aus dem Knochenmark verbes-
sert das funktionelle Heilungsergebnis einer schweren Skelettmuskelverletzung durch eine Erhé-
hung der totalen Anzahl an Muskelzellen und der Anzahl an Regeneratzellen.

2. Die Effekte der MSC-basierten Therapie sind in den verschiedenen Regionen des verletzten Mus-
kels unterschiedlich.
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4 Material und Methoden

4.1 Uberblick Versuchsaufbau und Behandlungsgruppen

Um die Wirkung der MSC auf die Muskelregeneration zu untersuchen, wurde eine experimentelle Studie
mit zwei Versuchstiergruppen konzipiert. An Tag O erfolgte zun&chst die Entnahme von Knochenmark aus
den Schienenbeinen beider Gruppen (Knochenmarksbiopsie). Aus den Biopsien wurden priméare MSC iso-
liert und in einer Zellkultur expandiert. Die Zellen wurden anschlieRend in ein Alginatgel ausgesiedelt, wel-
ches wahrend des Herstellungsprozesses mit spezifischen Eigenschaften ausgestattet wurde.

Im weiteren Verlauf wurde der M. soleus in beiden Versuchstiergruppen einem Quetschtrauma unterzogen,
wobei unmittelbar im Anschluss die Transplantation erfolgte. Dabei wurde der Behandlungsgruppe das
Alginatgel mit autologen, inkubierten MSC transplantiert. Die andere Gruppe diente als Kontrollgruppe,
daher wurde nur das Alginatgel transplantiert. Firr die histologische Auswertung wurden sieben, 28 und
56 Tage nach Trauma und Transplantation die linken, verletzten und die kontralateralen, unverletzten Mm.
solei enthommen. Aus den kryokonservierten Muskeln wurden mehrere Schnitte angefertigt, welche in der
Hamatoxylin-Eosin-Farbung gefarbt wurden. Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit einem eigens entwi-
ckelten computergestiitzten Segmentationsverfahren.
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—— Zellkultur Histologie Histologie Histologie
| Biopsie | Tag 7 Tag 28 Tag 56
| | | | | | | ________,I
| | | | | | |
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: 4 Q\ —_—
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Alginatgel + MSC Alginatgel ohne MSC

(Kontrollgruppe)

Abbildung 6: Zeitleiste der Versuchsdurchfuhrung. An Tag O erfolgte die Knochenmarksbiopsie zur Gewinnung
der mesenchymalen Stromazellen (MSC). Nach ca. drei Wochen standen 1 Mio. MSC fir die Transplantation zur
Verfiigung. Direkt nach Anwendung des Quetschtraumas erhielt die Kontrollgruppe (n = 6) nur das Alginatgel, wahrend
der Behandlungsgruppe (n = 6) das Alginatgel mit inkubierten MSC transplantiert wurde. Verletzte, wie auch unverletzte
Muskeln wurden an Tag 7, 28 und 56 nach Trauma und Transplantation fiir die histologische Auswertung entnommen;
Darstellung Trauma und Alginatgel modifiziert aus Qazi [111], abgebildet mit Erlaubnis von Taimoor H. Qazi.
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4.2 \Versuchstiere

Fir die Studie wurden 36 weibliche Sprague Dawley Ratten (Charles River, Sulzfeld, DE) mit einem Ge-
wicht von 200 - 240 g verwendet. Vor Versuchsbeginn wurde allen Tieren eine Eingewdhnungszeit von
mindestens sieben Tagen gewéhrt. Sie wurden bei einer konstanten Temperatur von 25 °C und einem
Tag/Nachtrhythmus von je 12 Stunden mit freiem Zugang zu Wasser und Futter-Pellets (Altromin Pellets,
Altromin-GmbH, Lage, DE) in Gruppen von bis zu finf Tieren artgerecht gehalten.

Die Versuchsreihen unterlagen den Richtlinien der Durchfiihrung von Tierversuchen nach 88 und 82 des
Tierschutzgesetzes. Sie wurden vom Landesamt Berlin fir Gesundheit und Soziales genehmigt
(G 0119/12). Sie erfolgten in den Forschungseinrichtungen fur experimentelle Medizin am Standort Cam-
pus Virchow Klinikum Charité, Berlin. Alle Eingriffe wurden in tiefer Narkose und mit adaquater Schmerz-

mittelapplikation durchgefuhrt.

4.3 Gewinnung der mesenchymalen Stromazellen

Zunachst erfolgte bei allen Tieren die Enthahme von Knochenmark. Daraus wurden anschlie3end durch
Isolation, Kultivierung und Expansion MSC gewonnen (Abb. 6). Um eine korrekte Zuordnung der autologen
MSC zu gewabhrleisten, wurden alle Tiere vor der Knochenmarksbiopsie an der Schwanzbasis mit farbigen
Markern gekennzeichnet.

4.3.1 Durchfihrung der Knochenmarksbiospie

Zur Narkoseeinleitung und -aufrechterhaltung wurde eine Isofluran-Inhalationsnarkose (Isofluran-N20/O2-
Gemisch, Flow 0,6, 2,5-3 % Isofluran, Forene®, Abott GmbH & Co KG, Wiesbaden, DE) eingesetzt. An-
schlieRend wurden beide Schienbeine mit einer Schermaschine (Remington Modell MB-320C, Ellwangen,
DE) rasiert. Nach Applikation der Schmerzmedikation mit Rimadyl 15 mg/kg KG (Pfizer, Pharma GmbH,
Karlsruhe, DE) in die Nackenfalte, wurde das Tier auf den Ricken platziert. Die kontinuierliche Narkose-
gas-Zufuhr wurde mit Hilfe einer Kopfmaske (hauseigene Anfertigung) sichergestellt. Die Vitalparameter,
sichtbare Atmung und Rosigkeit der Pfoten, wurden wahrend des Eingriffs in regelméaRigen Abstanden
kontrolliert.

Nach grundlicher Hautdesinfektion (Braunoderm®, B. Braun Melsungen AG, DE) wurde zunéchst das
rechte Schienbein bioptiert. Nach Aufsuchen der Patellarsehne wurde eine 4 - 6 mm lange Inzision mit
einer 15er Skalpellklinge (Aesculap, Tuttlingen, DE) mediokaudal der Tuberositas tibiae durchgefiihrt. An-
schlie3end erfolgte die Durchtrennung des Bindegewebes sowie die Perforation der Kortikalis medial der
Tuberositas mit einer 11er Skalpellklinge (Aesculap, Tuttlingen, DE). Eine sterile 20 ml Spritze mit einer 20
Gauge Kanile (Sterican, B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE) diente zur Aspiration des Knochen-
marks und wurde vorsichtig in das Perforationsloch vorgeschoben. Dabei musste unter sténdigem Rotieren
der Spritze der Eintrittswinkel dem Achsenverlauf der Tibia angepasst werden. Die Kanule wurde vorsichtig
unter standigem Sog in den Markraum der Tibia eingefiihrt. Es erfolgte die sofortige Uberfiihrung des As-
pirats in ein steriles 50 ml GefaR (Falcon Tube, Falcon, Corning Science, S.A. de C.V MX) mit 20 ml Dul-
beccos modifiziertem Eagle Medium (DMEM; Sigma-Aldrich, Steinheim, DE), welches mit 10 %igem
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fetalem Kalberserum (FCS Superior, Biochrom AG, Berlin, DE) und 100 1U/ml Penicillin+100 mg/ml Strep-
tomycin (Biochrom AG, Berlin, DE) versetzt wurde.

Die Blutung der Wunde wurde mit einem sterilen Tupfer gestoppt, die Haut Uber der Knochenperforation
nach Spulung mit NaCl mittels mehrerer Einzelknopfnéhte verschlossen (2-0 Vicryl Plus, Ethicon, Johnson
& Johnson, Norderstedt, DE). Nach Durchfiihrung desselben Vorgangs am linken Schienbein unter Ver-
wendung einer zweiten sterilen Spritze, wurde die Narkose beendet und die Tiere zum Aufwachen zurilick
in den Kafig gelegt. Zuvor wurden beide Wundbereiche griindlich mit NaCl gesaubert.

4.3.2 Isolation, Kultivierung und Expansion der mesenchymalen Stromazellen

Um autologe MSC fir die Transplantation zu gewinnen, wurden die Knochenmarksbiopsien unter standar-
disierten Bedingungen in einem Zelllabor kultiviert. Dazu erfolgte zunéchst die Uberfiihrung des in N&hr-
medium gelésten Knochenmarks in Kulturflaschen (T-25 Zellkulturflaschen, TPP, CH). Bei 37 °C und 5 %
CO2 im Brutschrank gelang die Selektion der angestrebten Zellpopulation durch plastische Adhasion. Der
Phanotyp und das Differenzierungspotenzial der MSC wurden, wie zuvor beschrieben, anhand der Expres-
sion ihrer Oberflachenmarker mittels flow cytometry tGberpruft [98]. Das Wachstum der Zellkulturen wurde
alle zwei Tage im Phasen-Kontrast-Mikroskop kontrolliert. Das Néahrmedium wurde dreimal pro Woche
ausgetauscht. Um eine Differenzierung sowie einen Wachstumsstopp der Zellen zu verhindern, wurden die
Kulturen trypsiniert, sobald sie eine Konfluenz von 70-80 % erreichten. Beim Passagieren wurden 1 Mio.
Zellen in die nachst grof3erer Kulturflasche tberfuhrt. Die Anzahl der Zellen wurde mit Hilfe eines automa-
tischen Zellzéhlers bestimmt (CASYton™, Schéarfe Systeme, Reutlingen, DE). Die MSC wurden nicht mehr
als dreimal passagiert. Nach dreiwtchiger Expansion wurden die Zellen am Tag des operativen Eingriffs
trypsiniert, durch Zentrifugieren und dreimaliges Waschen mit PBS ohne Ca?* und Mg?* (Dulbecco’s phos-
phate buffered saline, Gibco AG, Karlsruhe, DE) gereinigt sowie davon 1 Mio. MSC in einer 0,9 %igen
NaCl-Suspension fir die Inkubation mit den Alginatgelen vorbereitet. Die Zuordnung der Tiere in die jewei-

ligen Gruppen erfolgte randomisiert.

4.4 Bereitstellung der Alginatgele

Das Alginatgel diente als synthetische Nische fir die MSC. Um die dafir bendétigten Eigenschaften zu

erhalten, bedurfte es bestimmter Herstellungsschritte, die im Folgenden erlautert werden.

4.4.1 Herstellung der Alginatpolymere

Fur die Produktion der Alginatmatrix wurde ultrapures Alginat in Pulverform verwendet (Novamatrix, Oslo,
NO). Als hochmolekulare Gewichtskomponente wurde MVG Alginat (250 kDa), als niedermolekulare Ge-
wichtskomponente LVG Alginat (50 kDa) verwendet, um die Matrix herzustellen. Beide Alginat-Pulver wur-
den in doppelt destillierten H20 geldst um eine 1 %ige w/v Losung zu erhalten. Anschlie3end wurde 1 %
der Zuckerseitenketten der Alginate mit Natriumperiodat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) oxidiert, wo-
bei die Losungen fir 17 Stunden bei Raumtemperatur im Dunkeln konstant gertihrt wurden [108]. Danach

wurde die Reaktion mit einer dquivalenten Menge Ethylenglycol (Fischer, Pittsburgh, USA) gestoppt.
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AnschlieRend wurden die Losungen lber drei Tage dialysiert (MWCO 3500 Da, Spectra/Por®), gefrierge-

trocknet und bei -20 °C aufbewabhrt.

Die Alginatpolymere wurden anschlieBend mit zell-adhésiven Eigenschaften ausgestattet. Dazu wurden
zur Matrix G4aRGDSP Peptide, eine spezifische Aminosauresequenz (Commonwealth Biotechnology, Rich-
mond, USA) hinzugefugt, wobei mittels Carbodiimid Modifikation jeweils 20 Peptidmolekdile pro Alginatkette
ersetzt wurden [107]. Die modifizierten Alginat-Losungen wurden wiederum dialysiert, mit Aktivkohle ent-
farbt, steril gefiltert, lyophilisiert und anschlieBend bei -20 °C aufbewabhrt.

4.4.2 Erzeugung der makropordsen Alginatgel-Struktur

Um die charakteristischen Alginat-Zelltrdger mit der spezifischen Porengréf3e von 70-150 pm zu erhalten,
wurden gleiche Mengen an lyophilisierten MVG und LVG Alginat gemischt, anschlie3end mit DMEM mit
einem hohen Glukoseanteil versetzt, um eine 4 %ige Polymerlosung zu erhalten. Um das Alginatgemisch
ionisch zu vernetzen, musste eine wassrige Calciumsulfat Suspension hinzugefuigt werden (40 pl CaSO4
pro 1 ml Alginatgemisch). Dazu wurden zwei Spritzen Uber einen Spritzenkonnektor miteinander verbun-
den, um den Alginatmix und das CaSOs intensiv zu mischen, sodass anschliel3end ein Gel mit einer Kon-

zentration von 2 % (v) entstand.

Die fertige Mixtur wurde schlie3lich zwischen zwei sterile Glasplatten mit einem 2 mm Abstand gegeben,
wo sie innerhalb von 30 min gelierte. Die Gele wurden mit Hilfe einer Form mit den MalRen 8 x 3 mm
ausgestochen und sofort bei -80 °C fur 24 Stunden tiefgefroren. Bis zu ihrer Verwendung wurden die Gele
bei -80 °C aufbewabhrt.

4.4.3 Inkubation der Alginatgele

Fir die Transplantation der Zellen wurden 50 pl einer 20 x 108 MSC/ml Suspension (1 Mio. Zellen) direkt
auf die gefriergetrockneten Alginatgele pipettiert und fir 4 Stunden bei 37 °C und 5 % CO: inkubiert. Die
Vorbereitung der Alginatgele erfolgte jeweils unmittelbar vor der Versuchsreihe Trauma und Transplanta-
tion.

4.5 Trauma und Transplantation

Alle Versuchstiere erhielten ein Quetschtrauma des linken Musculus soleus, woraufhin unmittelbar die

Transplantation mit einem Alginatgel mit oder ohne MSC erfolgte.

4.5.1 Quetschtrauma des M. soleus

Die Narkoseeinleitung, -aufrechterhaltung und Applikation der Schmerzmedikamente erfolgte bei den Ver-
suchstieren in identischer Weise wie bei der Versuchsreihe Knochenmarkbiopsie. Zusétzlich wurden
0,07 ml 2 %iges Xylazine (Rompun®, Bayer HealthCare, Leverkusen, DE) und 0,09 ml 10 %iges Ketamin
(Ursotamin®, Serumwerk Bernburg AG, Bernburg, DE) pro 100 g Kérpergewicht intraperitoneal verab-
reicht. Bepanthen® Augen- und Nasensalbe (Bayer Vital GmbH, Leverkusen, DE) wurde zum Schutz vor
Austrocknung auf die Hornhaut der Augen aufgetragen. Beide Hinterlaufe wurden griindlich rasiert, die

Tiere auf dem Bauch platziert und der linke Hinterlauf mit einem Faden angeschlungen, um eine leichte

28



Streckung im Kniegelenk zu erreichen. Mit einem Skalpell wurde ein etwa 2,5 cm posterolateraler longitu-

dinaler Hautschnitt bis zum Ansatz der Achillessehne durchgefihrt.

AnschlieRend wurde der Hautmuskel vorsichtig freigelegt und mit einem ca. 1 cm langen Schnitt eréffnet.
Verwachsungen zwischen Hautmuskel und dem M. gastrocnemius wurden stumpf geldst. Es galt nun den
M. soleus zu identifizieren, der gemeinsam mit dem M. gastrocnemius in die Achillessehne einstrahlt. Diese
beiden Muskeln wurden an ihrer gemeinsamen Faszie auseinander prépariert. Dabei war insbesondere
darauf zu achten, das neurovaskulare Biindel des M. soleus zu schonen, welches etwa im mittleren Drittel
des Muskels von medial ausgehend inseriert. Danach musste der Muskel nach kranial und kaudal soweit
prapariert werden, um ihn fir das Quetschtrauma mobilisieren zu kdnnen. Das Trauma wurde mittels einer
gebogenen Arterienklemme (Aesculap, Tuttlingen, DE) durchgefihrt, deren Branchen mit Polyethylenréhr-
chen (B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE) uiberzogen waren. Dieser Uberzug diente dem Schutz der
Muskelfaszie. Die Klemme wurde dabei von lateral unter den M. soleus geschoben, beim dritten Zahn
geschlossen und fir 20 Sekunden gehalten. Der Druck der Branchen entsprach 112+5,1 N (Daten aus
Vorversuchen erhoben mit dem Materialprifgerat Zwick 1455, Zwick GmbH, Ulm, DE [63]). Es erfolgten
dabei zwei Quetschungen distal des neurovaskularen Bindels und eine Quetschung kranial davon. Es
ergab sich so eine Aussparung mit den MalRen 3 mm am medialen und 2 mm am lateralen Rand des

Muskels. Anschlie3end erfolgte eine grindliche Spilung des OP-Gebietes mit NaCl.

4.5.2 Transplantation der Alginatgele

Die Transplantation des Alginatgels erfolgte unmittelbar nach Durchfihrung des Traumas. Die Tiere wur-

den randomisiert folgenden Versuchsgruppen zugeordnet:
e 18 Tiere erhielten das Alginatgel + autologe MSC mit n = 6 pro Zeitpunkt
e 18 Tiere dienten als Kontrolle und erhielten nur das Alginatgel mit n = 6 pro Zeitpunkt

Das Gel wurde direkt langs auf dem verletzten M. soleus in einer Faszientasche zwischen dem M. soleus
und dem intakten M. gastrocnemius platziert. Es waren keine zusatzlichen Nahte notwendig, um das Gel
zu fixieren. Der Hautmuskel wurde mit einer Einzelknopfnaht, die dartberliegende Haut mit einer fortlau-
fenden Naht verschlossen. Zum Abschluss erfolgte die griindliche Reinigung der Wunde mit NaCl sowie

eine postoperative Schmerzprophylaxe mit Rimadyl.

4.6 Gewinnung der histologischen Proben und Kryokonservierung

Sowohl sieben, 28 als auch 56 Tagen nach Quetschtrauma und Transplantation wurden die Tiere narkoti-
siert, analgesiert und der linke M. soleus, wie in 4.5.1. beschrieben, vorsichtig freigelegt. Bei jeweils drei
Tieren pro Gruppe wurde auch der rechte, unverletzte M. soleus freigelegt. Unmittelbar vor der Muskelent-
nahme wurden die Tiere durch transkardiale Punktion mit Entbluten getétet. Zudem wurde eine Uberdosis
Ketamin intrakardial verabreicht. Anschlieend erfolgte die rasche Entnahme der Muskeln. Um Kontrakti-
onen der Muskulatur zu reduzieren, wurden die Muskeln kurz mit eiskaltem NaCl gespult, vorsichtig tro-
ckengetupft (KIMTECH, Kimberly-Clark, Reigate, GB) und in ein Férmchen (Tissue-Tek Cryomold, Sakura,
Torrance, USA) mit Einbettmedium (Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura, Alphen aan den Rijn, NL)
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gelegt. AnschlieRend wurden sie mit einer diinnen Schicht Tissue-Tek bedeckt. Die in den Férmchen be-
findlichen Muskeln wurden in einen vorgekiihlten Metallbehalter, welcher ca. 100 ml Isomethylbutan
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) enthielt, unter leicht kreisenden Bewegungen komplett untergetaucht
und so schockgefroren. Das Isomethylbutan wurde vorher in flissigen Stickstoff auf ca. -160 °C herunter-
gekuhlt. Die korrekte Temperatur war erreicht, sobald das Isomethylbutan an den Randern des Metallbe-
hélters eine weil3e Gefrierschicht gebildet hatte. Nach ca. 20-30 sec wurden die Férmchen aus dem Iso-

methylbutan entfernt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C aufbewahrt.

4.7 Konzept der histologischen Auswertung

In Anlehnung an das Quetschtraumamodell wurde im Rahmen der histologischen Auswertung eine Eintei-
lung des M. soleus in drei Verletzungsregionen vorgenommen: Das proximale Drittel, welches einmal ge-
quetscht wurde, spiegelte die einfach verletzte Region wider. Das distale Drittel, welches zweimal ge-
quetscht wurde, bildete die zweifach verletzte Region ab. Das mittlere Drittel mit der Insertion des neuro-
vaskuléaren Bindels stellte die indirekt verletzte Region dar. In jedem Bereich wurden drei Ebenen be-
stimmt, sodass insgesamt neun Querschnittsebenen fir die Analyse vorbereitet wurden. Ziel dieses Ein-
teilungsmodells war es, ein detailliertes, histologisches Bild des Regenerationsgeschehens im traumati-

sierten Muskel wiedergeben zu kénnen (Abb. 7).

zweifach verletzte Region ‘ indirekt verletzte Region ‘ ‘ einfach verletzte Region

Achillessehne

\

Neurovaskulares Bundel

Abbildung 7: Schematisches Einteilungsmodells des M. soleus. In Anlehnung an das Quetschtrauma wurde der
Muskel in drei Regionen eingeteilt, wobei jede Region durch drei Querschnitte reprasentiert wurde. Das mittlere Drittel
des M. soleus mit der Insertion des neurovaskularen Biindels wurde verschont. Proximal davon wurde der Muskel
durch eine Quetschung verletzt, distal davon durch zwei Quetschungen traumatisiert; modifiziert aus Qazi [111], ab-
gebildet mit Erlaubnis von Taimoor H. Qazi.
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4.7.1 Herstellung der Kryoschnitte

Die tiefgefrorenen Proben wurden zunéchst im Kryostaten (Leica CM 1950 Ag Protect, DE) auf -20 °C
akklimatisiert. Fir die Bestimmung der Querschnittsebenen wurde anschlieRend die Lange des gefrorenen
Muskels gemessen. Start- und Endpunkt der Querschnittsebenen wurden so gewahlt, dass eine Muskel-
flache von mindestens 2,5 mm? abgebildet wurde. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass eine ver-
lassliche Anzahl von Muskelzellen fir die histologische Analyse zur Verfiigung stand. Die Ubrigen sieben
Ebenen wurden gleichmafig zwischen Start- und Endschnitt verteilt. Vor Abnahme einer Schnittserie
wurde im Nativschnitt die korrekte Ausrichtung des Muskelpraparats anhand der Orientierung der Muskel-
zellen Gberprift, sodass nur Querschnitte auf den Objekttrager gezogen wurden. In jeder der neun Ebenen
wurden funf bis zehn konsekutive 7 um diinne Querschnitte u. a. als Reserve mit dem Kryotom abgenom-
men und durch Warme auf Objekttrager (Marienfeld Superior, Lauda-Konigshofen, DE) gezogen. Die
Schnitte wurden 30 min an der Luft getrocknet und in Objekttragerkasten bei -80°C bis zur weiteren Verar-

beitung aufbewahrt.

4.7.2 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Die HE-Farbung diente der Ubersichtsdarstellung und Erfassung der totalen Anzahl an Muskelzellen sowie
Differenzierung der Regeneratzellen in kompletten Muskelquerschnitten. Alle Schnitte wurden vor Beginn
des Farbeprozesses mindestens 30 min an der Luft getrocknet. Anschlie3end folgte die Postfixierung durch

Einstellen der Schnitte in eine 4 %ige Formaldehyd-Ldsung (Herbeta, Berlin, DE) fur die Dauer von 10 min.

Die HE-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung zur Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen. Sie be-
steht aus zwei Einzelfarbungen, die hintereinander durchgefiihrt werden. Hadmalaun, ein aus Blauholz ge-
wonnener Pflanzenfarbstoff (Hamatein + Beize), farbt die Zellkerne blau. Es lagert sich als stark positiv
geladener, basischer Farblack an die negativ geladenen Phosphatgruppen der Nukleinsduren (DNA) des
Zellkerns. Eosin (Tetrabrom-Fluorescein-Natrium) ist ein negativ geladener synthetischer Farbstoff. Es
farbt die positiv geladenen Proteine des Zytoplasmas und extrazytoplasmatische Strukturen wie z. B. Kol-
lagen rosa bis rot an. Bei Betrachtung eines Muskelquerschnitts stellen sich demnach reife Muskelzellen
als rundliche bis polygonale, aneinandergrenzende rosafarbene Strukturen dar, wéhrend die blaulichen
Zellkerne, die unter dem Sarkolemm liegen, auf die Zellgrenzen hindeuten. Unreife Muskelzellen erschei-
nen hingegen blaulich-violett, da sich bei aktiver Proteinsynthese, wie es beispielsweise wahrend des
Wachstums der Fall ist, viele negativ geladene Proteine wie Ribosomen und RNA im Zytoplasma befin-
den [91].

Charakteristisch fur die HE-Farbung ist zun&chst eine rétlich-braune Farbung der Zellkerne bedingt durch
das Hamalaun. Dies ist auf den niedrigen pH-Wert der Farbel6sung zuriickzufuihren. Im darauffolgenden
Schritt werden die Schnitte mit HCI-Ethanol sukzessive entfarbt, was zu einer kontrastreichen Darstellung
der Zellkerne fuhrt. Um nun die typisch blauviolette Farbung der Kerne zu erreichen, erhéht man den pH-
Wert mittels Spulen in Leitungswasser. Dies bedeutet zugleich eine Fixierung der Farbung, da der Farblack

bei einem pH-Wert > 3 schlechter I6slich ist.
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Durchfiihrung der HE-Farbung (nach SOP des Julius Wolff Instituts):
= Hamalaun (Merck, Darmstadt, DE) nach Harris flr 7 min fur die Kernfarbung
= 3x Spilen in Agua dest.
» Einstellen in HCI-Ethanol (Merck, Darmstadt, DE) 0,25 % zur Differenzierung
= Blauen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 min
= 3-4x Eintauchen in Eosin (CHROMA, Waldeck, Munster, DE) fur die Zytoplasmaférbung
» Einstellen in 1x 96 % Ethanol und 2x 100 % Ethanol fir 2 min zur Entwasserung
= Einstellen in 2x Xylol fur je 5 min

Nach Abschluss der Farbung wurden die Schnitte mit Eindeckmedium (Vitro-Clud, R. Langenbrick, Em-

mendingen, DE) benetzt und mit einem Deckglas (R. Langenbrick, Emmendingen, DE) bedeckt.

4.7.3 Digitalisierung der histologischen Proben

Fur die Erfassung der totalen Muskelzelldichte und Regeneratzelldichte wurden insgesamt 324 Schnitte
angefertigt (Abb. 12). Alle HE-Schnitte wurden mit einem Whole Slide-based Scanner (Hamamatsu, Nano-
Zoomer 2.0HT, JP) mit der Software NanoZoomer Digital Pathology mit dem 40er Objektiv eingescannt.
Dabei wurde der gesamte Objekttrager abfotografiert und das Bild im ndpi-Format gespeichert. Die Ge-
samtaufnahmen wurden anschlieRend mit der freiverfligbaren NDP.2view Software bearbeitet. Dazu wur-
den die einzelnen Schnitte in der Programmmaske anvisiert, ein Mafl3stabsbalken mit 1 mm Lange einge-
fugt und in 20-facher VergréRerung als JPEG-Dateien abgespeichert. Parallel erfolgte eine erste Beurtei-

lung der Schnittqualitat in Hinsicht auf Gefrier-, Farbe- und Schnittartefakte.

4.8 Datenerhebung

Da zum Zeitpunkt der Studiendurchfihrung kein computergestitztes Analyseverfahren fir komplette Ske-
lettmuskelquerschnitte in der HE-Farbung zur Verfiigung stand, erfolgte die Erfassung aller Muskelzellen
und Differenzierung der Regeneratzellen bisher manuell. Dieses Vorgehen war jedoch aufgrund der um-
fangreichen Stichprobe von tber 400 geplanten Schnitten nicht realisierbar. Die korrekte Differenzierung
von sich regenerierenden Muskelzellen in HE-gefarbten Muskelquerschnitten zeigte sich zudem stark von

der Erfahrung des jeweiligen Untersuchers abhangig.

Daher wurde ein computergestiitztes Bildanalyseverfahren entwickelt, welches den Untersucher zeitspa-
rend und zuverlassig bei der Erfassung und der korrekten Differenzierung der Muskelzellen in kompletten
Muskelquerschnitten unterstitzte. Fir die Erhebung der benétigten Daten fiel nach Sondierung verschie-

dener Programme die Wahl auf ImageJ.

4.8.1 Voraussetzungen fur die Verwendung von ImageJ

Fur die Entwicklung eines computergestiitzten Bildanalyseverfahrens mussten technischen Faktoren wie

BildgréRe und Auflésung bertcksichtigt werden. Weiterhin  wurde insbesondere auf flnf
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histomorphologische Merkmale eingegangen, die in HE-geféarbten Skelettmuskelquerschnitten vor allem
Zu einer irregularen Zerlegung zusammenhangender Bildstrukturen wahrend der Bildanalyse mit segmen-
tierenden Algorithmen fuhren kénnen (Abb. 8): Vorkommen von Gefrierartefakten (1), unterschiedlich
grof3e Muskelzellen (2), verschiedene Zellformen (3), Unterschiede in der Farbintensitat (4) und schwer zu
differenzierende Zellgrenzen (5).

Abbildung 8: Histologische Muskelquerschnitte mit verschiedenen Merkmalen. Die folgenden Merkmale kénnen
segmentierenden Algorithmen Schwierigkeiten bereiten: 1 = Gefrierartefakte, 2 = unterschiedlich gro3e Muskelzellen,
3 = verschiedene Zellformen, 4 = Unterschiede in der Farbintensitat und 5 = schwer zu differenzierende Zellgrenzen.

4.8.2 Entwicklung der Programmablaufe in ImageJ

Basierend auf der Open-Source Software ImageJ entwickelte ich mit Unterstiitzung von Mario Thiele (Me-
dizinisch-Technischer Assistent, Julius Wolff Institut fir Biomechanik und Muskuloskeletale Regeneration)
ein halbautomatisches computergestiitztes Segmentationsverfahren mit zwei aufeinander aufbauenden
Makros, welche auf dem frei verfliigbaren Plugin ,Adaptive Threshold“ von Qingzong Tseng (letzter Zugriff:
04.05.2019, 14:08 Uhr: https://sites.google.com/site/qingzongtseng/adaptivethreshold) beruhen. Der ent-
sprechende Quellcode ist der digitalen Version dieser Arbeit beigefligt bzw. auf Nachfrage verfligbar. Seg-
mentation bedeutet in der Bildverarbeitung die Erstellung von zusammenhangenden Regionen durch das
Zusammenfassen von Pixeln nach einem definierten Homogenitatskriterium. Bis auf die ,Adaptive
Threshold“-Funktion wurden in diesem Makro nur Basiscodes verwendet, die zum Zeitpunkt der Auswer-
tung mit ImageJ ebenfalls frei verfigbar waren. Neben der automatischen Abfolge von Basisbefehlen be-
inhalten diese Makros auch Masken zur manuellen Bearbeitung. Die Aufteilung aller Befehle auf zwei
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Programmabfolgen ermdglichte die Berticksichtigung der unter 4.8.1 beschriebenen histomorphologischen

Charakteristika.

Das erste Makro (muscle.fiber.analysis_1.52.ijm©) konzentrierte sich dabei auf die Erfassung aller Mus-

kelzellen, wahrend das zweite Makro (muscle.fiber.analysis.adapt_1.2.ijm®©) die Differenzierung der Rege-

neratzellen ermdglichte. Im Folgenden werden die Schritte beider Programmabléufe beschrieben.

Erstes Makro: Erstellung der Primarmaske mit vorlaufiger Angabe der Anzahl aller Muskelzellen

1.

Offnen des Originalbildes in ImageJ und Starten des Makros. Kalibration des Bildes anhand des

eingefligten Mal3stabsbalkens (1000 um = 2196pixel).

Abfrage von Minimum und Maximum der zu erwartenden Muskelzellflachen in pm2, aulRerdem
Festlegung der Farbe fur die ausgewahlten Bildelemente (Abb 9, Bild A).

Uber die Threshold-Color-Funktion (Abb. 9, Bild B) wurde der Bereich eingegrenzt, der berechnet
werden sollte. Mit Hilfe einer manuellen Nachbearbeitungsmaske wurde die void area (Leer-

Maske) definiert. Dies diente dem Ausschluss von Bindegewebe.

Zur Vorbereitung fir die Anwendung des Adaptive-Threshold-Tools wurden die Originalbilder in
verschiedene Color-Stacks zerlegt. Aus dem RGB-Stack (R = red, G = green, B = blue) wurde die
Rotmaske beibehalten, invertiert und ein Medianfilter zur Tilgung von Unebenheiten angewendet.
Der HSB-Stack (H = hue, S = saturation, B = brightness) umfasste Informationen zu Farbton, Sat-
tigung und Helligkeit der Bildpixel. Hier wurde die Farbtonmaske, ahnlich der Rotmaske, zur wei-

teren Bearbeitung verwendet.

Mit den Bildinformationen dieser beiden Masken isolierte das Adaptive-Threshold-Plugin anschlie-
Bend die zu berlcksichtigenden Strukturen von den tbrigen Bildelementen (Abb. 9, Bild C). Dieses
Plugin benutzt spezifische Algorithmen zur Formanalyse, die unabhangig vom Farbwert der Pixel
eine Segmentation ermdglichten. Darlber hinaus war eine manuelle Eingabe eines Pixelumfangs

notwendig, mit dem die Zellgrenzen genau bestimmt werden konnten.

Im letzten Schritt erfolgte die Anzeige der priméren Ergebnismaske und Ausgabe der Ergebnisse

in Form einer txt.-Datei. Die Ergebnisse wurden ebenfalls in einer Excel-Tabelle festgehalten.
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Zweites Makro: Erstellung der Sekundarmaske mit korrigierter Anzahl aller Zellen und der Differen-

zierung der Regeneratzellen

1.

Das Originalbild wurde gedffnet, wie oben bereits beschrieben. Das Programm griff dabei automa-

tisch auf die schon erstellten Informationen aus den Berechnungen des ersten Makros zuriick.

Abfrage der Muskelzellflachen in pm? (min. und max.), Festlegung der Zellkerngréf3en in pm?2 (min.
und max.) und des Nuclei-Thresholds in Prozent (min. 20 %, max. 80 %). Dieser Wert grenzte
zusatzlich zur Flachenangabe die als Zellkerne zu bertcksichtigenden Strukturen ein (Abb. 10,
Bild A).

Manuelles Editieren: mit dem Overlay Pencil Tool konnten zusammenhéangende Zellen als Ergeb-

nis der Primarmaske manuell getrennt werden oder Flachen hinzugefiigt werden (Abb. 10, Bild B).

Erstellung einer Rotmaske aus einem RGB-Stack wie oben beschrieben. Anschlieend wurde ein
Minimumfilter angewandt, um Kontraste im Bild zu verstarken. Dieser Schritt diente zur Isolation
der Zellkerne im Zytoplasma. Die Uberpriifung der zuvor definierten GréRe und eine Abfrage zur

Zirkularitat der isolierten Strukturen grenzte die Auswahl weiter ein.

Die ,bereinigte* Zellkernmaske und die editierte Primarmaske wurden kombiniert. Daraus wurde
eine Maske mit Zellen und ,Léchern®, den isolierten Zellkernen, konstruiert. Zellen mit ,Léchern®

konnten so vom Makro differenziert und gesondert gezahlt werden.

Im letzten Schritt erfolgte die Anzeige der finalen Ergebnismaske (Abb. 10, Bild C) und Ausgabe
der Ergebnisse (Anzahl aller Muskelzellen, Anzahl der Regeneratzellen) in Form einer txt.-Datei.
Diese Zellen wurden in der Ergebnismaske zur besseren Identifikation rosa eingeféarbt. Die Ergeb-

nisse wurden in eine Excel-Tabelle Ubertragen.
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Die zum Bildquerschnitt dazugehérige Flache wurde bei der Auswertung der gesamten Muskelquerschnitte
separat mit dem Freihand-Lasso-Tool in ImageJ erfasst und in einer Excel-Tabelle abgespeichert. Im letz-
ten Schritt wurde der Quotient aus der totalen Muskelzellanzahl bzw. Regeneratzellanzahl und der Flache

berechnet, woraus sich die totale Muskelzell- und Regeneratzelldichte in Zellen/mm? ergab.

4.8.3 Validierung des halbautomatischen Segmentationsverfahrens in ImageJ

Das halbautomatische, computergestiitzte Segmentationsverfahren in ImageJ wurde in Hinblick auf die
Bildverarbeitungsgeschwindigkeit und Zuverlassigkeit bei der Erfassung der Muskelzellen untersucht. Die
Ergebnisse der totalen Muskelzell- und Regeneratzelldichte wurden mit denen der manuellen Erfassung
durch zwei Untersucher verglichen. Dabei wurde angenommen, dass das manuelle Verfahren bei der Er-
fassung dieser histologischen Parameter den Goldstandard darstellt. Die Validierung des halbautomati-

schen Segmentationsverfahrens in ImageJ wurde in mehreren Schritten durchgefihrt.

Vergleich beider Verfahren in 15 Bildausschnitten

Fir den Vergleich beider Verfahren wurden zunéchst 15 Bildausschnitte verschiedener Muskelquerschnitte
des M. soleus in der HE-Farbung mit einer Gré3e von 1000 x 1000 um herangezogen. Die Auswahl der
Bildausschnitte erfolgte unter Bertiicksichtigung verschiedener histomorphologischer Merkmale (Abb. 8),
wobei jedes Merkmal in mindestens drei Ausschnitten vertreten war. Zudem enthielt jeder Ausschnitt min-
destens 150 Muskelzellen. Die Gesamtanzahl der zu zahlenden Zellen orientierte sich dabei an einer Pub-
likation von Liu et al. [118]. Muskelzellen, die durch den Bildrand angeschnitten dargestellt waren, wurden
sowohl vom Segmentationsverfahren als auch von den Untersuchern ausgeschlossen. Als Zellen mit bin-
nenstandigen Kernen bzw. Regeneratzellen wurden Muskelzellen definiert, die mindestens einen, deutlich

von Zytoplasma umschlossenen Zellkern aufwiesen (Abb. 11).

Abbildung 11: Defini-
tion von Zellen mit bin-
nenstandigem Zellkern.
Nur Muskelzellen, die
mindestens einen, voll-
standig von Zytoplasma
umschlossenen Zellkern
aufwiesen (gelbe Pfeile),
wurden als Zellen mit bin-
nenstandigem Kern, kurz
Regeneratzellen, bertick-
sichtigt.
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Systematische Beurteilung der Auswertung von Bildausschnitten mittels CSV

Im zweiten Schritt der Validierung des computergestitzten Segmentationsverfahrens erfolgte die systema-
tische Beurteilung der im Programmablauf integrierten Arbeitsschritte. Hier wurde insbesondere auf den
Einfluss eingegangen, den die finf histomorphologischen Merkmale Gefrierartefakte, unterschiedlich grof3e
Muskelzellen, verschiedene Zellformen, Unterschiede in der Farbintensitat und schwer zu differenzierende

Zellgrenzen auf die Auswertung mit dem computergestitzten Segmentationsverfahren haben.

Vergleich beider Verfahren in drei kompletten Skelettmuskelquerschnitten

Anschlieend wurden die totale Muskelzelldichte und die Regeneratzelldichte in drei kompletten Muskel-
querschnitten des M. soleus der Ratte manuell erfasst und mit den Ergebnissen des computergestitzten
Segmentationsverfahren verglichen. Auch hier erfolgte die Auswahl der zu untersuchenden Schnitte unter
Beriicksichtigung der oben beschriebenen Merkmale, von denen jedes in mindestens zwei Schnitten pra-

sent war.

4.8.4 Erfassung der totalen Muskelzelldichte und Differenzierung der Regeneratzellen

In Abbildung 12 ist der Verlauf fir die Auswahl der ausgewerteten histologischen Schnitte dargestellt. In
die Auswertung gingen die Schnitte von insgesamt 54 Muskeln ein, davon 36 verletzte Muskeln (2 Gruppen
X 6 Tiere x 3 Zeitpunkte). In jeweils drei Tieren pro Gruppe wurde zur internen Kontrolle auch der rechte,
unverletzte Muskeln fir die histologische Auswertung entnommen (18 unverletzte Muskeln). Pro Muskel
waren neun Schnittebenen geplant, d. h. insgesamt 486 HE-Schnitte. In 21 Muskeln konnten aufgrund der
Probenqualitat nur sechs der urspriinglich neun geplanten Schnitte angefertigt werden. Bei diesen Muskeln
reprasentierten jeweils zwei Schnitte eine Verletzungsregion. Von den restlichen Muskeln wurden ebenfalls
nur sechs statt der neun Schnitte fur die Analyse herangezogen um gleich gro3e Stichproben zu erzielen.
Insgesamt wurden 324 Schnitte eingescannt (54 Muskeln x sechs Schnitte). Drei weitere Schnitte wurden
aufgrund von starken Prozessartefakten ausgeschlossen. In die Auswertung der totalen Muskelzell- und
Regeneratzelldichte gingen schlie3lich die Daten von insgesamt 321 Muskelquerschnitten ein, davon 159
Schnitte aus der Kontrollgruppe und 162 Schnitte aus der MSC-Gruppe. Die Erfassung aller Parameter
bezieht sich auf die komplette Muskelquerschnittsflache des M. soleus und wurde in Zellen/mm?2 ausge-
drickt.
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Anfertigung und Auswertung der HE-Schnitte

Geplant:
54 Muskeln (36 verletzte +
18 unverletzte)
X 9 Schnittebenen
= 486 Schnitte

63 Schnitte aus 21 Muskeln
konnten aufgrund der
Probenqualitit nicht
angefertigt werden

Anfertigung und Einscannen Weitere drei Schnitte
von 6 Schnittebenen aus mussten aufgrund von
54 Muskeln Qualitdtsméangeln
= 324 Schnitte ausgeschlossen werden

Auswertung von insgesamt 321 Schnitten:
davon 159 Schnitte = Kontrollgruppe und
162 Schnitte = MSC-Gruppe

Abbildung 12: Anfertigung und Auswertung der HE-Schnitte. In 21 Muskeln konnten aufgrund der Qualitét der
Kryoproben nur sechs der urspriinglich neun geplanten Ebenen angefertigt werden. Diese sechs Ebenen wurden in
gleichen Abstanden Uber den Muskel verteilt, sodass zwei Schnitte jeweils eine Traumaregion reprasentieren. Aus den
verbleibenden Muskeln wurden ebenfalls sechs Schnitte herangezogen (zwei pro Traumaregion). Daraus ergaben sich
324 Schnitte, von denen drei weitere Schnitte aufgrund von starken Prozessartefakten ausschieden. Final wurden 321
Schnitte fur die Auswertung herangezogen.

4.9 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Softwarepaket IBM® SPSS® 22.0 (IBM Corp., Chicago, IL, USA)
verwendet. Im methodischen Ergebnisteil wurden die Werte des manuellen Verfahrens als Mittelwert der
beiden Untersucher angegeben. Die absolute Abweichung (Aabs) zwischen manuellem und computerge-
stutztem Verfahren (CSV) wurde ganzzahlig aufgerundet. Die relative Abweichung (Arer) wurde im Verhélt-
nis zu beiden Untersuchern ausgedriickt, da die manuelle Erfassung als Goldstandard angenommen
wurde. Der Zusammenhang zwischen manuellem und computergestitztem Verfahren wurde mittels der

Pearson-Korrelation dargestellt und zweiseitig getestet, wobei p < 0,05 als signifikant angesehen wurde.

Im experimentellen Teil sind die Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler (SE) dargestellt. Bei der Ana-
lyse des gesamten Muskels (verletzt) wurden die Ergebnisse von in der Regel sechs histologischen Schnit-
ten pro Muskel von je sechs biologischen Replikaten pro Gruppe (Ausnahme unverletzte Muskeln: von je

drei biologischen Replikaten) auf statistische Signifikanz ausgewertet. Bei der Analyse der

40



Verletzungsregionen wurden die Ergebnisse von in der Regel zwei histologischen Schnitten pro Muskel
von je sechs biologischen Replikaten pro Gruppe auf statistische Signifikanz analysiert. Die Stichproben-
groRe wurde auf der Grundlage friiherer Erfahrungen ausgewéhlt [92, 93], um die Anzahl der benétigten
Tiere zu minimieren und gleichzeitig ein statistisch signifikantes Ergebnis erzielen zu kénnen. Fir den Ver-
gleich der Kontroll- und MSC-Gruppe wurde der t-Test fur unabhangige, normalverteilte Stichproben ver-
wendet. Der Levene-Test wurde verwendet, um die Homogenitat der Varianzen der Daten fir die angege-
benen Gruppen zu bestimmen. Fir den intraindividuellen Vergleich wurde der t-Test fir abhéangige, nor-
malverteilte Stichproben verwendet. Alle Tests wurden zweiseitig analysiert, wobei ein Signifikanzniveau
p < 0,05 als statistisch signifikant angenommen und in den Graphen mit einem Stern (*) markiert wurde.
Detaillierte Informationen zu Fehlerbalken, Stichprobengréf3en und statistischen Analysen sind in allen Ab-
bildungen oder Legenden enthalten. Die Untersucher waren wéhrend der Experimente bei der Gruppen-

zuordnung nicht verblindet, da die beschriebenen Behandlungen offensichtliche Unterschiede zeigten.
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5 Ergebnisse

5.1 Methodische Ergebnisse — Validierung des computergestutzten Verfahrens

Waéhrend bislang tberwiegend Bildausschnitte als Forschungsgrundlage herangezogen wurden, erfolgte
in der hier vorliegenden Arbeit die histologische Analyse mehrerer kompletter Muskelquerschnitte, um so
den Einfluss von MSC auf die Muskelregeneration des gesamten Muskels erfassen zu kdnnen. Dieses
Vorhaben konnte jedoch aufgrund des Stichprobenumfangs nur mit Hilfe eines computergestiitzten Ver-
fahrens umgesetzt werden, welches zeitsparend zuverlassige Ergebnisse liefert. Die besondere Heraus-
forderung bestand in der Entwicklung und Validierung eines solchen Verfahrens, welches mit Hilfe der frei
verfligbaren Bildanalysesoftware ImageJ realisiert wurde. Bevor im Folgenden detailliert auf die Ergebnisse
der experimentellen Analyse eingegangen wird, soll zunéchst die Validierung des hier entwickelten Verfah-

rens dargestellt werden.

5.1.1 Vergleich beider Verfahren in 15 Bildausschnitten

Die Validierung des computergestitzten Segmentationsverfahrens (CSV) erfolgte in drei Schritten. Im ers-
ten Schritt wurden 15 Bildausschnitte verschiedener Mm. solei der Ratte herangezogen, in denen die totale
Muskelzelldichte und die Regeneratzelldichte durch das CSV sowie manuell durch zwei Untersucher be-
stimmt wurden. Bei der Auswahl der Bildausschnitte wurden funf histomorphologische Merkmale (Gefrier-
artefakte, unterschiedlich grof3e Muskelzellen, verschiedene Zellformen, Unterschiede in der Farbintensitat
und schwer zu differenzierende Zellgrenzen) berlcksichtigt, welche insbesondere die computergestitzte

Segmentation erschweren. Jedes Merkmal war dabei in mindestens drei Bildausschnitten vertreten.
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Erfassung der totalen Muskelzelldichte [Zellen/mm?]

Abbildung 13 zeigt die totale Muskelzelldichte in Zellen/mm? der 15 Bildausschnitte als Korrelationsgraphen
der manuell durch zwei Untersucher (Mittelwert von U1 und U2) ermittelten Werte und der durch das CSV
ermittelten Werte. Fur die meisten Bildausschnitte fiihrten beide Verfahren zu &hnlichen Ergebnissen. Fur
Bildausschnitt Nr. 2 mit dem Merkmal ,Gefrierartefakte” wurden im Vergleich zum manuellen Verfahren
46 Zellen (Aabs) durch das CSV nicht erfasst (Arei = -14,0 %). Bei einem weiteren Ausschnitt mit dem Merk-
mal ,verschiedene Zellformen“ (Nr. 8) hatte das CSV ebenfalls 48 Zellen (Aabs) nicht identifiziert
(Arel = - 11,4 %). Insgesamt erfasste das manuelle Verfahren in allen 15 Bildausschnitten 4316 Zellen, wéh-
rend das CSV insgesamt 4227 Zellen erfasste (Aabs = 89 Zellen). Im Vergleich zum manuellen Verfahren
ergibt sich somit fur das CSV eine Identifizierungsrate von 97,9 %. Der mittels Pearson-Korrelation be-
stimmte Koeffizient mit dem Wert r = 0,981 weist auf einen linearen Zusammenhang zwischen manueller
und computergestiitzter Erfassung der totalen Muskelzelldichte hin (p < 0,001). Der Anteil der gemeinsa-

men Varianz betragt r2 = 96,2 %.

totale Muskelzelldichte - Korrelation zwischen manuellem und
computergestiitztem Verfahren
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Abbildung 13: Korrelation der totalen Muskelzelldichte zwischen manuellem und computergestitztem Verfah-
ren. Die Abbildung zeigt die manuell bestimmte Muskelzelldichte Uber die CSV bestimmte Muskelzelldichte in Zel-
len/mm?2 von 15 Bildausschnitten mit verschiedenen Merkmalen. Das Verhaltnis wurde mittels Pearson-Korrelation
bestimmt. Nr. 1, 2, 3 = Gefrierartefakte; Nr. 4, 5, 6 = unterschiedlich grol3e Muskelzellen; Nr. 7, 8, 9 = verschiedene
Zellformen; Nr. 10, 11, 12 = Unterschiede in der Farbintensitét; Nr. 13, 14, 15 = schwer zu differenzierende Zellgrenzen.
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Erfassung der Regeneratzelldichte [Zellen/mm?]

Abbildung 14 zeigt die Regeneratzelldichte in Zellen/mm?2 der 15 Bildausschnitte als Korrelationsgraphen
der durch beide Verfahren ermittelten Werte. In den Bildausschnitten Nr. 2, 5 und 13 erfasste das CSV
weniger Regeneratzellen als das manuelle Verfahren (Nr. 2 Aas = 23 Zellen, A = -22,1 %;
Nr. 5 Aabs = 20 Zellen, Arei= -17,5 %; Nr. 13 Aans = 28 Zellen, Arel = -24,2 %), welche jeweils die Merkmale
~Gefrierartefakte®, ,unterschiedlich grof3e Muskelzellen® und ,schwer zu differenzierende Zellgrenzen* auf-
wiesen. Auch in Bildausschnitt Nr. 3 und 15 zahlte das CSV weniger Regeneratzellen (Nr. 3 Aapbs = 5 Zellen,
Arel = -60,0 %; Nr. 15 Aaps = 4 Zellen, Arer = -41,2 %), wobei beide Ausschnitte aus unverletzten Muskeln
stammten. In den Bildausschnitten Nr. 8, 9 und 12 erfasste das CSV mehr Regeneratzellen als das manu-
elle Verfahren (Nr. 8 Aabs= 15 Zellen, Arei= 11,6 %; Nr. 9 Aabs = 11 Zellen, Aret = 12,1 %; Nr. 12 Aaps = 13 Zel-
len, Arel = 23,6 %). Ausschnitt Nr. 8 und 9 wiesen das Merkmal ,verschiedene Zellformen® auf, wéhrend
Nr. 12 das Merkmal ,Unterschiede in der Farbintensitat” zeigte. Insgesamt erfasste das manuelle Verfahren
1093 Regeneratzellen (Mittelwert beider Untersucher), wahrend das CSV in allen 15 Bildausschnitten
1039 Regeneratzellen erfasste, womit sich fiir das CSV eine Identifizierungsrate von 95,1 % ergibt. Der
mittels Pearson-Korrelation bestimmte Koeffizient mit dem Wert r = 0,965 weist auf einen linearen Zusam-
menhang zwischen manueller und computergestitzter Erfassung der Regeneratzelldichte hin (p < 0,001).

Der Anteil der gemeinsamen Varianz betragt r2 = 93,2 %.

Regeneratzelldichte - Korrelation zwischen manuellem und
computergestiitztem Verfahren
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Abbildung 14: Korrelation der Regeneratzelldichte zwischen manuellem und computergestitztem Verfahren.
Die Abbildung zeigt die manuell bestimmte Regeneratzelldichte Uiber die CSV bestimmte Regeneratzelldichte in Zel-
len/mm? von 15 Bildausschnitten mit verschiedenen Merkmalen. Das Verhéltnis wurde mittels Pearson-Korrelation
bestimmt. Nr. 1, 2, 3 = Gefrierartefakte; Nr. 4, 5, 6 = unterschiedlich groRe Muskelzellen; Nr. 7, 8, 9 = verschiedene
Zellformen; Nr. 10, 11, 12 = Unterschiede in der Farbintensitat; Nr. 13, 14, 15 = schwer zu differenzierende Zellgrenzen.
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5.1.2 Systematische Beurteilung der Auswertung von Bildausschnitten mittels CSV

Im zweiten Schritt der Validierung des CSV erfolgte eine systematische Beurteilung und Beschreibung der
computergestiitzten Analyse. Abbildung 15 zeigt einen beispielhaften Ausschnitt fiir die Auswertung eines
Muskelquerschnitts in der HE-Farbung mit dem CSV. Die Zellen mit binnenstandigen Kernen wurden in
der Ergebnismaske in Rot korrekt hervorgehoben, alle anderen Zellen ohne eindeutig binnenstandige

Kerne wurden in Grau dargestellt (Bild B).
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Abbildung 15: Computergestiitzte Segmentation in einem histologischen Muskelquerschnitt. A = natives Bild
vor Anwendung des CSV; B = Ergebnismaske nach Anwendung beider Programmabléufe, wobei Zellen mit binnen-
standigen Kernen in Rot hervorgehoben und alle anderen Muskelzellen in Grau dargestellt wurden.
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Merkmal ,,Gefrierartefakte“

Die drei 1000 x 1000 um grof3en Bildausschnitte (Nr. 1, 2 und 3; Abb. 13 und 14) wiesen insgesamt ca.
80 % Zellen mit Gefrierartefakten auf. Nach Anwendung des ersten Makros stellten sich in der Primér-
maske, welche eine vorlaufige Angabe aller Zellen enthalt, markierte Muskelzellen mit einer ausgefransten
Umrandung dar (Abb. 16, gruner Pfeil in Bild B). An manchen Stellen waren die Gefrierartefakte so promi-
nent, dass es zu einer irreguléren Zerlegung der Muskelzellen kam, d.h. eine Zelle wurde als zwei oder
mehr Zellen dargestellt und gezahlt. Um die Ubersegmentation zu minimieren, wurde (iber die Séattigung
der Threshold-Color-Funktion mehr Bildhintergrund zur Berechnung hinzugefiigt. Dies hatte zur Folge,
dass verbundene Zellen in der Maske der manuellen Editierung im zweiten Makro wieder getrennt werden
mussten (Abb. 16, gelbe Pfeile in Bild C). Zellkerne wurden trotz Gefrierartefakte tiberwiegend korrekt iden-
tifiziert (Abb. 16, Bild D). Die Bearbeitungsgeschwindigkeit der Bildausschnitte mit dem Merkmal Gefrierar-
tefakte lag beim CSV durchschnittlich bei 7+2 min pro Bild, bei den Untersuchern bei 11+3 min.

Erstellung der

" Primarmaske

| Erstellung der *
®. Ergebnismaske

Abbildung 16: Computergestiitzte Segmentation in einem Muskelquerschnitt mit Gefrierartefakten. A = Gefrier-
artefakte stellten sich als ,Locher” im Zytoplasma dar (Bild unbearbeitet); B = Prim&rmaske nach Anwendung des
ersten Makros, in der sich noch verbundene (gelbe Pfeile) und ausgefranste Zellen darstellten (griiner Pfeil); C = ver-
bundene Zellen wurden manuell getrennt (gelbe Pfeile) und fehlende Zellflache ergéanzt (griiner Pfeil); D = Ergebnis-
maske nach Anwendung des zweiten Makros, in der Regeneratzellen zur besseren Differenzierung rot eingefarbt wur-
den.
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Merkmal ,,unterschiedliche groRe Muskelzellen*

Die weiteren drei 1000 x 1000 um grof3en Bildausschnitte (Nr. 4, 5 und 6; Abb. 13 und 14) zeichneten sich
durch eine besonders variable Muskelzellquerschnittsflache aus. Beispielsweise befanden sich in Bildaus-
schnitt Nr. 4 Muskelzellen mit einer Querschnittsflache von 80 bis 7438 um2. Um verschieden grof3e Zellen
innerhalb eines Bildausschnitts erfassen zu kénnen, wurde im ersten Programmablauf Uber das Dialog-
Fenster fiber size das ZellgroRenspektrum eingestellt (Abschnitt 4.8.2, Abb. 9, Bild A). Es war zudem mdog-
lich, die Zellgréf3e auch zu Beginn des zweiten Programmablaufs nochmal anzupassen. Die Bearbeitungs-
geschwindigkeit der Bildausschnitte mit dem Merkmal ,unterschiedliche grofe Muskelzellen® lag beim CSV

durchschnittlich bei 61 min pro Bild, wahrend die Geschwindigkeit bei den Untersuchern bei 10£2 min lag.

Anwendung des
zweiten Makros

—l

Abbildung 17: Computergestitzte Segmentation in einem Muskelquerschnitt mit unterschiedlich grof3en Mus-
kelzellen. A = primére Ergebnismaske nach Anwendung des ersten Makros, in der besonders kleine Muskelzellen
noch nicht erfasst wurden; B = Ergebnismaske nach Anwendung des zweiten Makros, in der auch Muskelzellen ab
einer Flache von ca. 80 um? erfasst wurden.
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Merkmal ,,verschiedene Zellformen*

Die Bildausschnitte mit dem Merkmal verschiedene Muskelzellformen lieBen sich mit dem computerge-
stutzten Segmentationsverfahren gut bearbeiten. In den drei 1000 x 1000 pm grof3en Bildausschnitten
(Nr. 7,8 und 9; Abb. 13 und 14) wurden rundliche wie l&angliche Muskelzellen korrekt erkannt und bedurften
keiner zusatzlichen manuellen Bearbeitung. Dartiber hinaus war das Makro so programmiert worden, dass
es nach Abschluss des ersten Programmablaufes die Zellen entsprechend ihrer Fléche in verschiedene
Rottone einfarbte, sodass man sich bei Betrachtung der Primarmaske besser orientieren konnte. Grof3e,
zusammenhangenden Zellen konnten so schneller erkannt und anschlieBend im zweiten Programmablauf
manuell bearbeitet werden (Abb. 18, Bild A, leuchtend rote, zusammenhangende Zellen). Die Bearbei-
tungsgeschwindigkeit der Bildausschnitte mit dem Merkmal ,verschiedene Zellformen® lag beim CSV

durchschnittlich bei 8+2 min pro Bild, bei den Untersuchern bei 14+4 min.

Anwendung des
zweiten Makros

Abbildung 18: Computergestiitzte Segmentation in einem Muskelquerschnitt mit verschieden Zellformen.
A = primére Ergebnismaske nach Anwendung des ersten Makros, in der rundliche und léngliche Strukturen als Mus-
kelzellen markiert wurden (gelbe Pfeile); B = Ergebnismaske nach Anwendung des zweiten Makros, in der dieselben
Strukturen nach manueller Bearbeitung dargestellt wurden.
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Merkmal ,,Unterschiede in der Farbintensitat*

Unterschiedliche Farbintensitaten war das bestimmende Merkmal in den drei 1000 x 1000 um Bildaus-
schnitten Nr. 10, 11, und 12 (Abb. 13 und 14). Um diesem Problem zu begegnen, wurde mittels Threshold-
Color-Funktion die Sattigung so ausgerichtet, dass der Grof3teil des Bildbereichs zur weiteren Analyse
eingeschlossen wurde. Auf diese Weise eingeschlossenes Bindegewebe konnte anschlieRend im Dialog-
Fenster ,Void Area“ manuell ausgeschlossen werden. Zusammenhangende Zellenflachen, die sich nach
dem ersten Programmablauf ergeben hatten, konnten im zweiten Programmablauf mit dem Overlay Pencil
Tool manuell getrennt werden. Die Bearbeitungsgeschwindigkeit der Bildausschnitte mit dem Merkmal ,Un-
terschiede in der Farbintensitat* lag beim CSV durchschnittlich bei 7+1 min pro Bild, beim manuellen Ver-

fahren bei 10£1 min.

Anwendung des
zweiten Makros

Abbildung 19: Computergestiitzte Segmentation in einem Muskelquerschnitt mit unterschiedlichen Farbinten-
sitdaten des Zytoplasmas. A = primére Ergebnismaske nach Anwendung des ersten Makros, in der aufgrund unter-
schiedlicher Farbintensitaten das Zytoplasma nicht ausreichend erfasst wurde (gelbe Pfeile); B = Ergebnismaske nach
Anwendung des zweiten Makros, in der nach manueller Bearbeitung die Zellumrandung vollstandig wiedergegeben
wurde.
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Merkmal ,,schwer zu differenzierende Zellgrenzen*

Neben Gefrierartefakten stellte die korrekte Abgrenzung nahe beieinanderliegender Muskelzellen in diesen
1000 x 1000 pm grof3en Bildausschnitten (Nr. 13, 14 und 15; Abb. 13 und 14) ein Problem fiir die compu-
tergestltzte Segmentation dar. Insbesondere in Bildausschnitten mit verletztem, sich regenerierendem
Muskelgewebe war eine effiziente Segmentation erschwert. Um diese zu erreichen, musste uber die
Threshold-Color-Funktion zunachst mdglichst viel Bildhintergrund ausgeschlossen werden. Zeigten sich in
der Ubersicht viele kleine Muskelzellen, war es hilfreich, eine Zellflache von < 100 um? auszuwahlen. Im
zweiten Makro mussten viele Muskelzellen mit dem Overlay Pencil Tool manuell voneinander getrennt
werden (Abb. 20, Bild C). Die Bearbeitungsgeschwindigkeit der Bildausschnitte mit dem Merkmal ,schwer
zu differenzierende Zellgrenzen® lag beim CSV durchschnittlich bei 5£2 min pro Bild, beim manuellen Ver-
fahren bei 96 min.

Erstellung der
Primarmaske

Erstellung der
Ergebnismaske

Abbildung 20: Computergestiitzte Segmentation in einem Muskelquerschnitt mit schwer zu differenzierenden
Zellgrenzen. A = unreife, eng beieinanderliegende Muskelzellen (Bild unbearbeitet); B = primére Ergebnismaske nach
Anwendung des ersten Makros, in der noch nicht alle Zellen korrekt getrennt wurden (gelbe Pfeile); C = manuelle
Trennung von Muskelzellen; D = Ergebnismaske nach Anwendung des zweiten Makros, in der nach manueller Bear-
beitung alle Zellen vollstandig getrennt wurden.
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5.1.3 Vergleich beider Verfahren in drei kompletten Skelettmuskelquerschnitten

Im dritten Schritt wurden beide Verfahren an kompletten Muskelquerschnitten getestet. Jedes der funf his-
tomorphologischen Merkmale war in mindestens zwei Schnitten prasent. Abbildung 21 zeigt die vom CSV
und vom manuellen Verfahren erfasste totale Muskelzelldichte in Zellen/mm?2 fiir drei komplette Quer-
schnitte verschiedener Mm. solei der Ratte (Bild A). Fiir die Muskelquerschnitte Nr. 1 und 2 fiihrten beide
Verfahren zu ahnlichen Ergebnissen der totalen Muskelzelldichte, wobei das CSV jeweils 2 Zellen/mm?
mehr erfasste (Arel = <1 %). Bei Bild Nr. 3 wurden vom CSV 12 Zellen/mm? (Arel = 4,7 %) mehr gez&hlt im
Vergleich zum manuellen Verfahren. Das CSV identifizierte in allen drei Querschnitten insgesamt 916 Zel-
len/mm?, wahrend das manuelle Verfahren insgesamt 899 Zellen/mm? erfasste (Aaps =17 Zellen/mm?,
Arel = 1,9 %).

Bei der Differenzierung der Regeneratzellen identifizierte das CSV im Muskelquerschnitt Nr. 1 9 Zel-
len/mm? (Aret = 11,9 %) mehr als das manuelle Verfahren (Abb. 21, Bild B). Allerdings zeigte sich fir den-
selben Muskelguerschnitt zwischen beiden Untersuchern ebenfalls ein Unterschied von 16 Zellen/mm?2.
Querschnitt Nr. 2 wies durch das manuelle Verfahren 3 Zellen/mm?2 auf, das CSV ermittelte hier 2 Zel-
len/mm2. In Bild Nr. 3 erfasste das CSV 10 Zellen/mm? weniger (Arel = -6,8 %) im Vergleich zum manuellen
Verfahren. Das CSV identifizierte in allen drei Querschnitten insgesamt 223 Zellen/mm?, wahrend das ma-

nuelle Verfahren insgesamt 221 Zellen/mm? erfasste (Aabs = 2 Zellen, Arel = < 1 %).

A Vergleich der totalen Muskelzelldichte zwischen B Vergleich der Regeneratzelldichte zwischen
Untersuchern und computergestitztem Verfahren Untersuchern und computergestiitztem Verfahren
160
[JuUntersucher 1 [Juntersucher 1
350 ElUntersucher 2 Eluntersucher 2
MW Untersucher 1+2 [CIMW Untersucher 142

Ecsv 1407
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100

2757
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totale Muskelzelldichte [Zellen/mm?]
Regeneratzelldichte [Zellenimm?]

2259

200 T
Nr. 1 Nr. 2 Nr. 2 Nr. 3
Muskelquerschnitt Muskelquerschnitt

Abbildung 21: Vergleich der totalen Muskelzelldichte und Regeneratzelldichte in drei kompletten Querschnit-
ten. Die Abbildung zeigt die manuell (Untersucher 1 und 2, Mittelwert beider Untersucher) und die vom CSV bestimmte
totale Muskelzelldichte in Zellen/mm? im Vergleich (Bild A). Bild B zeigt analog dazu die Regeneratzelldichte in Zel-
len/mm?2; MW = Mittelwert.
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Ein deutlicher Unterschied zwischen beiden Verfahren liel3 sich bei der Bearbeitungszeit feststellen. Durch
die computergestiitzte Methode konnte die totale Muskelzelldichte und die Differenzierung der Regenerat-
zellen pro Muskelquerschnitt in durchschnittlich 12 min (jeweils 13, 9 und 15 min) ermittelt werden. Die
manuelle Erfassung beider Parameter dauerte dagegen durchschnittlich 59 min pro Muskelquerschnitt (je-
weils 69, 44 und 64 min).

5.1.4 Zusammenfassung der methodischen Ergebnisse

Es zeigte sich, dass die durch das manuelle und computergestutzte Verfahren ermittelten Werte stark mit-
einander korrelierten. Das computergestitzte Segmentationsverfahren mit ImageJ erwies sich damit als
geeignete Methode fir die Erfassung der totalen Muskelzelldichte und Regeneratzelldichte. Insgesamt er-
mdglichte das computergestiitzte Segmentationsverfahren eine schnelle Analyse von Muskelzellen in gro-
3en Muskelquerschnitten und stellte sich im Vergleich zum manuellen Verfahren als deutlich zeitsparender

heraus.

5.2 Experimentelle Ergebnisse — Erfassung der totalen Muskelzelldichte und Dif-
ferenzierung der Regeneratzellen in regenerierenden Skelettmuskeln

Die Anzahl aller Muskelzellen sowie die Anzahl der Zellen mit binnenstandigen Kernen, kurz Regenerat-
zellen, werden als Indikatoren fir eine effektive Muskelregeneration herangezogen (Abschnitt 3.6). Die
Entwicklung eines computergestiutzten Segmentationsverfahrens zur Erfassung dieser Parameter ermég-
lichte nun, den Einfluss der MSC auf die Muskelregeneration des gesamten Muskels zu untersuchen. Im
Folgenden wurde die totale Muskelzelldichte und Regeneratzelldichte in jeweils sechs kompletten Muskel-
querschnitten pro Muskel in der HE-Farbung bestimmt. Es wurden verletzte und unverletzte Muskeln der
MSC-Gruppe und Kontrollgruppe betrachtet. Anschlie3end erfolgte der Vergleich beider Gruppen. Dabei
wurde zunachst der gesamte Muskel regionsibergreifend untersucht, anschlieRend erfolgte eine Analyse
nach Verletzungsregion, um ein umfassendes Bild Uber das Regenerationsgeschehen im traumatisierten

Skelettmuskel zu erhalten.
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5.2.1 Auswertung der totalen Muskelzelldichte — Betrachtung des gesamten Muskels

Abbildung 22 zeigt beispielhaft einen verletzten und unverletzten Muskel der Kontrollgruppe zum Zeitpunkt
7 Tage, wobei der traumatisierte Muskel eine totale Zelldichte von 320 Zellen/mm? aufwies, wahrend der
kontralaterale Muskel eine Zelldichte von 259 Zellen/mm?Z zeigte.

Abbildung 22: komplette Muskelquerschnitte. Représentative Aufnahmen eines Muskelquerschnitts aus dem pro-
ximalen Drittel eines verletzten (Bild A) und unverletzten ( Bild B) M. soleus der Alginat-Gruppe zum Zeitpunkt 7 Tage.
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Verletzte Muskeln weisen eine hohere totale Muskelzelldichte unabhéngig von der Behandlung auf

Es erfolgte zunachst der Vergleich der totalen Muskelzelldichte zwischen verletzten und unverletzten
Mm. solei. In der Kontroll- wie auch in der MSC-Gruppe lie3 sich zu allen Zeitpunkten eine signifikant ho-
here totale Muskelzelldichte in verletzten Muskeln feststellen (Abb. 23; Kontrollgruppe: Tag 7 p = 0,001,
Tag 28 p < 0,001, Tag 56 p < 0,001; MSC-Gruppe: Tag 7 p = 0,013, Tag 28 p < 0,001, Tag 56 p < 0,001).
In der Kontrollgruppe kam es sowohl in verletzten wie auch in unverletzten Muskeln zu einer graduellen
Abnahme der Muskelzelldichte Giber den zeitlichen Verlauf. In der mit MSC behandelten Gruppe zeigte sich

in verletzten sowie in unverletzten Muskeln eine hohere Zelldichte an Tag 28 gegeniiber Tag 7.

Vergleich zwischen verletzten und unverletzten Muskeln
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Abbildung 23: Vergleich der totalen Muskelzelldichte zwischen verletzten und unverletzten Mm. solei. Die Ab-
bildung zeigt die totale Muskelzelldichte in Zellen/mm? verletzter und unverletzter Muskeln im Vergleich fur die Kontroll-
und MSC-Gruppe zu allen Zeitpunkten. Angaben als Mittelwert + SE; n = 18 (3 Muskeln & 6 Schnitte); Ausnahme fir
Kontrollgruppe unverletzt Tag 56 n = 17 Schnitte; t-Test fir abhangige Stichproben.
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MSC erhdhen die totale Muskelzelldichte in verletzten Mm. solei im Vergleich zur Kontrollgruppe

Als nachstes wurde der Effekt der MSC auf den verletzten Muskel im Vergleich zur Kontrollgruppe unter-
sucht (Abb. 24). Sieben Tage nach Applikation des Quetschtraumas zeigte sich in der Kontrollgruppe eine
mittlere Zelldichte von 355+11 Zellen/mm2. In der MSC-Gruppe lag die Zelldichte bei 361+12 Zellen/mm?2
(p = 0,716). Ein signifikanter Unterschied der Muskelzelldichte zeigte sich nach 28 Tagen, wobei die Be-
handlungsgruppe mit MSC eine héhere Muskelzelldichte mit 385+16 Zellen/mm?2 im Vergleich zur Alginat-
Gruppe mit 291+15 Zellen/mm? aufwies (p < 0,001). An Tag 56 lag die Muskelzelldichte der Kontrollgruppe
bei 28017 Zellen/mm?, wahrend sich in der MSC-Gruppe eine signifikant hthere Muskelzelldichte mit
318+10 Zellen/mm? beobachten lie3 (p = 0,003).
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Abbildung 24: Vergleich der totalen Muskelzelldichte in verletzten Mm. solei. Die Abbildung zeigt die totale Mus-
kelzelldichte in Zellen/mm? verletzter Muskeln der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich zu allen Zeitpunkten. Anga-
ben als Mittelwert + SE; n = 36 (6 Muskeln a 6 Schnitte); Ausnahme fiir Kontrollgruppe 28 Tage n = 34 Schnitte; t-Test
fur unabhangige Stichproben.
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Eine erhdhte Muskelzelldichte zeigt sich auch in unverletzten Muskeln der MSC-Gruppe

Weiterhin wurde die Muskelzelldichte in rechten, unverletzten Muskeln beider Gruppen miteinander vergli-
chen (Abb. 25). Die totale Muskelzelldichte der Kontrollgruppe nahm mit zunehmendem Alter der Tiere
kontinuierlich ab. Sie lag an Tag 7 bei 28848 Zellen/mm?, nach 28 Tagen bei 24719 Zellen/mm?2 sowie an
Tag 56 bei 190+8 Zellen/mma2. In der mit MSC behandelten Gruppe ergab sich fur Tag 7 eine vergleichbar
hohe Dichte von 29818 Zellen/mm?2 wie in der Kontrollgruppe (p = 0,385). An Tag 28 lieR sich jedoch in der
MSC-Gruppe eine signifikant héhere totale Muskelzelldichte von 321+16 Zellen/mm? im Vergleich zur Al-
ginat-Gruppe beobachten (p < 0,001). Nach 56 Tagen sank die Zelldichte in der mit MSC behandelten
Gruppe auf 211+6 Zellen/mm? ab. Sie war damit jedoch immer noch signifikant héher als in der Kontroll-
gruppe (p = 0,04).
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Abbildung 25: Vergleich der totalen Muskelzelldichte in unverletzten Mm. solei. Die Abbildung zeigt die totale
Muskelzelldichte in Zellen/mm? unverletzter Muskeln der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich zu allen Zeitpunkten.
Angaben als Mittelwert + SE; n = 18 (3 Muskeln a 6 Schnitte); Ausnahme fir Kontrollgruppe 56 Tage n = 17 Schnitte;
t-Test fur unabhéngige Stichproben.
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5.2.2 Auswertung der totalen Muskelzelldichte — Betrachtung der drei Verletzungsregionen

Eine der Kernfragen der Arbeit zielte auf den regionalen Wirkungsgrad der MSC ab. Nachfolgend ist die
totale Muskelzelldichte der einfach, indirekt und zweifach verletzten Region im zeitlichen Verlauf fir beide

Gruppen untersucht worden.

MSC erhdhen die totale Muskelzelldichte der einfach verletzten Region zu allen Zeitpunkten

Abbildung 26 zeigt die totale Muskelzelldichte der einfach verletzten Region im zeitlichen Verlauf der Kon-
troll- und MSC-Gruppe im Vergleich. An Tag 7 fiel ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontroll-
(343121 Zellen/mm?) und MSC-Gruppe (421+19 Zellen/'mm?2) in der einfach verletzten Region auf
(p = 0,011), der sich bei Betrachtung des gesamten Muskels nicht hatte beobachten lassen. Auch an
Tag 28 zeigte die MSC-Gruppe eine héhere Muskelzelldichte, allerdings ohne signifikanten Unterschied
zur Kontrollgruppe (Alg. 327+30 Zellen/mm?; Alg.+MSC 376+17 Zellen/mm?; p = 0,161). An Tag 56 erwies
sich der Unterschied der Muskelzelldichte zwischen beiden Gruppen wiederum als signifikant mit p = 0,046
(Alg. 278116 Zellen/mm?; Alg.+MSC 334+21 Zellen/mm?). In beiden Gruppen lie? sich eine graduelle Re-
duktion der totalen Muskelzelldichte beobachten.
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Abbildung 26: Totale Muskelzelldichte der einfach verletzten Region. Die Abbildung zeigt die totale Muskelzell-
dichte in Zellen/mm? der einfach verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich zu allen Zeitpunkten.
Angaben als Mittelwert + SE; n = 12 (6 Muskeln a 2 Schnitte pro Verletzungsregion); Ausnahme fiir Kontrollgruppe 28
Tage n = 10 Schnitte; t-Test fur unabhangige Stichproben.
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MSC erhdhen die totale Muskelzelldichte der indirekt verletzten Region erst nach vier Wochen

Abbildung 27 zeigt die totale Muskelzelldichte der indirekt verletzten Region im zeitlichen Verlauf beider
Gruppen. Im Vergleich zur benachbarten einfach verletzten Region zeigte sich an Tag 7 kein Unterschied
zwischen Kontroll- und MSC-Gruppe, wobei die mit MSC behandelte Gruppe eine geringere Zelldichte
aufwies (Alg.+MSC 34818 Zellen/mm?; Alg. 371+19 Zellen/mm?; p = 0,378). Nach vier Wochen kam es in
der MSC-Gruppe zu einem Anstieg der Zelldichte auf 401+32 Zellen/mm2, wahrend in der Kontrollgruppe
eine Zelldichte von 275+24 Zellen/mm? erfasst wurde, womit sich ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen beiden Gruppen ergab (p = 0,005). An Tag 56 fiel die Zelldichte in der MSC-Gruppe wieder auf
332+17 Zellen/mm? ab, blieb aber gegeniiber der Kontrolligruppe (281+7 Zellen/mm?) immer noch signifi-
kant erhéht (p = 0,009).
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Abbildung 27: Totale Muskelzelldichte der indirekt verletzten Region. Die Abbildung zeigt die totale Muskelzell-
dichte in Zellen/mm? der indirekt verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich zu allen Zeitpunkten.
Angaben als Mittelwert + SE; n = 12 (6 Muskeln a 2 Schnitte pro Verletzungsregion); t-Test flir unabhangige Stichpro-

ben.
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Die totale Muskelzelldichte der zweifach verletzten Region zeigt einen der indirekt verletzten Region

ahnlichen Verlauf in beiden Gruppen

Abbildung 28 zeigt die totale Muskelzelldichte der zweifach verletzten Region der Kontroll- und MSC-
Gruppe im zeitlichen Verlauf. Analog zur benachbarten indirekt verletzten Region konnte man an Tag 7 in
der MSC-Gruppe eine geringere totale Muskelzelldichte im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachten
(Alg.+MSC 314116 Zellen/mm?; Alg. 350+19 Zellen/mm?; p = 0,153). An Tag 28 kam es in der mit MSC
behandelten Gruppe zu einem Anstieg auf 379+31 Zellen/mm? mit einem signifikanten Unterschied zur
Kontrollgruppe mit 277+24 Zellen/mm?2 (p = 0,018). An Tag 56 lieR sich wiederum eine Reduktion der Zell-
dichte in der MSC-Gruppe auf 288+13 Zellen/mm? beobachten, wahrend die Zelldichte in der Kontroll-
gruppe bei 280+14 Zellen/mm?2 stagnierte (p = 0,698). Insgesamt zeigte sich fir die zweifach verletzte Re-
gion beider Gruppen ein ahnlicher Verlauf der Zelldichte analog zur benachbarten indirekt verletzten Re-

gion.
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Abbildung 28: Totale Muskelzelldichte der zweifach verletzten Region. Die Abbildung zeigt die totale Muskelzell-
dichte in Zellen/mm? der zweifach verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich zu allen Zeitpunkten.
Angaben als Mittelwert + SE; n = 12 (6 Muskeln a 2 Schnitte pro Verletzungsregion); t-Test fir unabhangige Stichpro-
ben.
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5.2.3 Auswertung der Regeneratzelldichte und des Anteils der Regeneratzellen — Betrachtung

des gesamten Muskels

Die Regeneratzelldichte ist in verletzten Muskeln auch 8 Wochen nach Trauma deutlich gegentber
unverletzten Muskeln erhéht

In unverletzten Muskeln lie3en sich in der Kontroll- und MSC-Gruppe zu allen Zeitpunkten Zellen mit bin-
nenstandigen Kernen beobachten, wobei der Anteil der Regeneratzellen etwa 1-2 % pro mm? betrug. Im
Vergleich dazu konnte man in verletzten Muskeln deutlich mehr Regeneratzellen pro mm? beobachten. An
Tag 7 war die Regeneratzelldichte um das 20-fache in beiden Gruppen erhght. Wahrend die Zelldichte in
beiden Gruppen bis Tag 28 weiter zunahm, zeigte sich an Tag 56 wiederum eine Reduktion der Regene-
ratzelldichte. Sie war jedoch auch acht Wochen nach Trauma und Transplantation in verletzten Muskeln

noch um etwa das 20 bis 40-fache gegenuber unverletzten Muskeln erhoht.

Die MSC-Gruppe weist nach acht Wochen eine signifikant erh6hte Regeneratzelldichte im Vergleich
zur Kontrollgruppe auf; der hdchste Regeneratzellanteil zeigt sich jedoch an Tag 28 in der Kontroll-
gruppe

Um die Frage zu beantworten, welchen Einfluss MSC auf die Anzahl an Regeneratzellen haben, wurden
die verletzten Muskeln der Kontroll- und MSC-Gruppe in Hinsicht auf die Regeneratzelldichte und den Re-
generatzellanteil miteinander verglichen (Abb. 29, Bild A und B). Sieben Tage nach Trauma konnte man in
der Kontrollgruppe 837 Zellen/mm? beobachten, in der MSC-Gruppe waren es 75+10 Zellen/mm?
(p = 0,484). Bei Betrachtung des Regeneratzellanteils zeigte sich ebenfalls kein Unterschied zwischen bei-
den Gruppen (Kontrollgruppe 24,6+2,2 %; MSC-Gruppe 23,5+3,4 %; p = 0,792; Abb. 29, Bild B). An Tag
28 zeigte sich in beiden Gruppen eine erhdhte Regeneratzelldichte gegeniber Tag 7, wobei sich zwischen
den Gruppen kein Unterschied zeigte (Alg. 9446 Zellen/mm?; Alg.+MSC 96+13 Zellen/mm?; p = 0,891).
Relativ an der totalen Muskelzelldichte ausgedriickt, zeigte sich jedoch an Tag 28 in der Kontrollgruppe ein
Regeneratzellanteil von 32,311,6 %, wahrend der Anteil in der MSC-Gruppe trotz des absoluten Anstiegs
der Regeneratzellen weitestgehend stabil blieb (24,4+2,8 %). Dieser Unterschied war mit p = 0,019 statis-
tisch signifikant. AnschlieRend zeigte sich an Tag 56 ein starker Abfall der Regeneratzelldichte in der Kon-
troligruppe auf 67+6 Zellen/mm?2. In der mit MSC behandelten Gruppe blieb die Dichte der Zellen mit bin-
nensténdigen Kernen mit 91+6 Zellen/mm? jedoch nach wie vor hoch, sodass sich zu diesem Beobach-
tungszeitpunkt ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen ergab (p = 0,007). Der
Anteil der Regeneratzellen sank damit in der Kontrollgruppe schlief3lich wieder auf 24,6+2,3 %, wahrend
er in der mit MSC behandelten Gruppe auf 29,3+£2,1 % anstieg. Im relativen Vergleich zeigte sich damit

kein signifikanter Unterschied (p = 0,133).
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Abbildung 29: Regeneratzelldichte und Regeneratzellanteil in verletzten Mm. solei. Die Abbildung zeigt die Re-
generatzelldichte in Zellen/mm? (Bild A) und den Anteil der Regeneratzellen in Prozent (Bild B) verletzter Muskeln der
Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich. Angaben als Mittelwert + SE; n = 36 (6 Muskeln a 6 Schnitte); Ausnahme fiir
Kontrollgruppe 28 Tage n = 34 Schnitte; t-Test fiir unabhangige Stichproben.

5.2.4 Auswertung der Regeneratzelldichte und des Regeneratzellanteils — Betrachtung der drei

Verletzungsregionen

Analog zur Untersuchung der totalen Muskelzelldichte in regenerierenden Muskeln erfolgte eine Analyse
der Regeneratzellen pro Verletzungsregion. In den Abbildungen 30, 31 und 32 ist jeweils die Regenerat-
zelldichte und der Regeneratzellanteil der einfach, indirekt und zweifach verletzten Region im zeitlichen

Verlauf fir die Kontroll- und MSC-Gruppe dargestellt.
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Der Hochststand der Regeneratzelldichte der einfach verletzten Region zeigt sich an Tag 28 in der

Kontrollgruppe, wéhrend sie in der MSC-Gruppe kontinuierlich ansteigt

Abbildung 30 zeigt die Regeneratzelldichte (Bild A) und den Regeneratzellanteil (Bild B) der einfach ver-
letzten Region beider Gruppen im Vergleich im zeitlichen Verlauf. An Tag 7 fiel ein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontroll- (554 Zellen/mm?2) und MSC-Gruppe (274 Zellen/mm?) auf (p < 0,001). Auch an
Tag 28 zeigte die MSC-Gruppe eine signifikant geringere Regeneratzelldichte im Vergleich zur Kontroll-
gruppe (Alg. 9619 Zellen/mm?; Alg.+MSC 51+14 Zellen/mm?; p = 0,016). An Tag 56 wies die MSC-Gruppe
hingegen eine signifikant héhere Muskelzelldichte auf (Alg. 48+6 Zellen/mm?; Alg.+MSC 72+10 Zel-
len/mm?; p = 0,048). Insgesamt lie3 sich ein gradueller Anstieg der Regeneratzelldichte in der mit MSC
behandelten Gruppe beobachten, wahrend die Kontrollgruppe an Tag 28 eine im Vergleich zu Tag 7 und
56 hohere Zelldichte zeigte.

Der Regeneratzellanteil machte an Tag 7 in der einfach verletzten Region 16,2+1,0 % in der Kontrollgruppe
und 6,7+1,2 % in der MSC-Gruppe aus (Abb. 30, Bild B). Dieser Unterschied stellte sich als statistisch
signifikant heraus (p < 0,001). An Tag 28 war der Anteil der Regeneratzellen auf 30,8+2,9 % in der Kon-
trollgruppe und auf 14,0+4,0 % in der MSC-Gruppe angestiegen. Auch hier zeigte sich ein statistisch be-
deutsamer Unterschied (p = 0,004). An Tag 56 war der Anteil in der Kontrollgruppe wieder auf 17,5+2,0 %
gesunken, wahrend er in der MSC-Gruppe auf 21,8+3,1 % angestiegen war (p = 0,254).
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Abbildung 30: Regeneratzelldichte und Anteil der Regeneratzellen der einfach verletzten Region. Die Abbildung
zeigt die Regeneratzelldichte in Zellen/mm? (Bild A) und den Anteil der Regeneratzellen in Prozent (Bild B) der einfach
verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich. Angaben als Mittelwert £ SE; n = 12 (6 Muskeln & 2
Schnitte); Ausnahme fiur Kontrollgruppe 28 Tage n = 10 Schnitte; t-Test fur unabhéangige Stichproben.
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Dieindirekt verletzte Region der Kontrollgruppe zeigt einen der einfach verletzten Region éhnlichen
Verlauf, wahrend in der MSC-Gruppe deutlich mehr Regeneratzellen im Vergleich zur einfach ver-

letzten Region zu beobachten sind

Die Regeneratzelldichte der indirekt verletzten Region der Kontrollgruppe zeigte einen der benachbarten
einfach verletzten Region ahnlichen Verlauf (Ab. 31, Bild A). Von Tag 7 auf 28 kam es in dieser Region zu
einem Anstieg von 73110 Zellen/mm? auf 101+£10 Zellen/mm2. An Tag 56 war die Anzahl der Regenerat-
zellen wieder auf 4819 Zellen/mm? abgefallen. In der indirekt verletzten Region der MSC-Gruppe konnte
man an Tag 7 (86121 Zellen/mm?) gegeniiber der Kontrollgruppe keinen signifikanten Unterschied feststel-
len (p = 0,569). An Tag 28 zeigte die MSC-Gruppe eine Regeneratzelldichte von 111425 Zellen/mm?. Im
Vergleich zur Kontrollgruppe lie sich ebenfalls kein Unterschied beobachten (p = 0,718). Zum Beobach-
tungszeitpunkt 56 Tage konnte man in beiden Gruppen wiederum eine deutliche Reduktion der Regene-
ratzelldichte feststellen. Die mit MSC behandelte Gruppe wies jedoch eine deutlich hohere Zelldichte von

86+11 Zellen/mm? im Vergleich zur Kontrollgruppe mit 48+9 Zellen/mm?2 auf (p = 0,013).

Der Regeneratzellanteil der indirekt verletzten Region war an Tag 7 in beiden Gruppen héher als in der
benachbarten einfach verletzten Region. Zwischen Kontroll- und MSC-Gruppe zeigte sich jedoch kein Un-
terscheid (Kontrollgruppe 21,6+3,7 %, MSC-Gruppe 27,9+7,7 %; p = 0,463; Abb. 31, Bild B). Bis Tag 28
stieg der Anteil der Regeneratzellen auf 36,7+1,5 % in der Kontrollgruppe und stagnierte in der MSC-
Gruppe bei 26,6+5,0 % (p = 0,066). Bis Tag 56 sank der Anteil wieder auf 17,6+3,5 % in der Kontrollgruppe,
wahrend er in der mit MSC behandelten Gruppe nur auf 25,6+3,0 % abfiel (p = 0,093).
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Abbildung 31: Regeneratzelldichte und Anteil der Regeneratzellen der indirekt verletzten Region. Die Abbildung
zeigt die Regeneratzelldichte in Zellen/mm? (Bild A) und den Anteil der Regeneratzellen in Prozent (Bild B) der indirekt
verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich. Angaben als Mittelwert + SE; n = 12 (6 Muskeln a
2 Schnitte); t-Test fur unabhangige Stichproben.
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In der zweifach verletzten Region zeigen sich mehr Regeneratzellen im Vergleich zur einfach und
indirekt verletzten Region unabhangig von der Behandlung

An den Tagen sieben und 56 konnte man in beiden Gruppen der zweifach verletzten Region deutlich mehr
Regeneratzellen pro mm?2 im Vergleich zu den jeweils benachbarten einfach und indirekt verletzten Regio-
nen beobachten (Abb. 32, Bild A). An Tag 7 lag die Regeneratzelldichte der Kontrollgruppe bei 122+10 Zel-
len/mm?2 und in der MSC-Gruppe bei 111+10 Zellen/mm? (p = 0,468). Bis Tag 28 sank die Zelldichte in der
Kontrollgruppe auf 84+14 Zellen/mm?2. In der mit MSC behandelten Gruppe hingegen zeigte sich ein An-
stieg auf 125+21 Zellen/mm? im Vergleich zu Tag 7. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen zu diesem
Zeitpunkt war jedoch nicht statistisch signifikant (p = 0,120). Bis Tag 56 ergab sich in der MSC-Gruppe eine
leichte Reduktion der Regeneratzelldichte auf 116+7 Zellen/mm?2. In der Kontrollgruppe lieR sich wiederum
ein Anstieg der Zelldichte auf 106+6 Zellen/mm? verzeichnen (p = 0,292).

Der Regeneratzellanteil der zweifach verletzten Region war an Tag 7 in beiden Gruppen etwa gleich hoch
(Alg. 36,1+3,4 %; Alg.+MSC 36,0+2,9 %; p = 0,974; Abb. 32, Bild B). An Tag 28 zeigte sich ebenfalls kein
signifikanter Unterschied zwischen MSC- und Kontrollgruppe (Alg. 29,0£3,1 %; MSC-Gruppe 32,6x4,4 %;
p =0,515). An Tag 56 lag in beiden Gruppen ein &hnlich hoher Regeneratzellanteil vor (Alg. 38,8+2,8 %;
Alg.+MSC 40,6+2,3 %; p = 0,610).
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Abbildung 32: Regeneratzelldichte und Anteil der Regeneratzellen der zweifach verletzten Region. Die Abbil-
dung zeigt die Regeneratzelldichte in Zellen/mm? (Bild A) und den Anteil der Regeneratzellen in Prozent (Bild B) der
zweifach verletzten Region der Kontroll- und MSC-Gruppe im Vergleich. Angaben als Mittelwert + SE; n = 12 (6 Mus-
keln & 2 Schnitte); t-Test fur unabhangige Stichproben.
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Abbildung 33: Repréasentative Bildausschnitte von verletzten Muskeln der Kontroll- und MSC-Gruppe pro Be-
obachtungszeitpunkt in der HE-Farbung. Regeneratzellen fanden sich haufig gruppiert in der Umgebung von Bin-

degewebe. Zu allen Beobachtungszeitpunkten zeigten sich auch Areale mit reifen, unverletzten Zellen. Fur beide Grup-
pen lie sich ein groBes Spektrum in Hinsicht auf die ZellgréRe beobachten.

65



6 Diskussion

Die Diskussion der Ergebnisse gliedert sich in zwei Abschnitte. Zunachst wird durch die Auseinanderset-
zung mit dem Evaluationsprozess des computergestitzten Segmentationsverfahrens (CSV) die Debatte
Uber die Zuverlassigkeit solcher Verfahren aufgegriffen. Im Anschluss daran werden die mittels des CSV
gewonnenen Erkenntnisse zur Muskelregeneration hinsichtlich des aktuellen Stands der Wissenschaft ein-

geordnet.

6.1 Diskussion der methodischen Ergebnisse

Trotz der Vielfalt verfigbarer Programme zur automatisierten Bildanalyse wird die Erfassung von Zellen in
Muskelguerschnitten sowie die Differenzierung von Zellen mit binnenstandigen Kernen in den meisten Stu-
dien zur Muskelregeneration noch immer manuell durchgefuhrt [97, 121]. Dies ist mdglicherweise auf das
heterogene Verletzungsmuster des Quetschtraumas zuriickzufiihren, dessen Komplexitat durch bisherige
Programme nicht erfasst werden kann. Um die Probleme wahrend der computergestiitzten Auswertung zu
Uberwinden, ist daher eine ausfihrliche Auseinandersetzung mit den histologischen Merkmalen des

Quetschtraumas notwendig.

Zur Erhdhung der Préazision des CSV sollten funf histologische Merkmale berlcksichtigt werden

Sowohl die 15 Bildausschnitte, als auch die drei kompletten Muskelquerschnitte wiesen eine Reihe von
histomorphologischen Merkmalen auf, die technische Verfahren vor Herausforderungen stellen. Diese
Schwierigkeiten wurden von Mula et al. auch als common quantification obstacles bezeichnet, welche die
Autoren in zwei Kategorien unterteilten: 1) in morphologische Variationen, wie z. B. grol3e Heterogenitat
der ZellgroRen und des Anteils an Fibrose sowie 2) in technische Artefakte wie Verarbeitungsfehler von
Muskelbiopsien und geringe Farbequalitat (poor staining quality) [122]. Die Auswahl der in dieser Arbeit
bertcksichtigten Merkmale erfolgte in Anlehnung an die von Mula et al. postulierte Einteilung. Dabei stan-
den die Merkmale ,unterschiedlich groRe Muskelzellen®, ,verschiedene Zellformen® und ,schwer zu diffe-
renzierende Zellgrenzen“ stellvertretend fir morphologische Variationen, wahrend das Merkmal ,Gefrier-
artefakte” die Kategorie der technischen Artefakte reprasentierte. Wahrend der Artefakt-bezogenen Aus-
wertung ihres automatisierten Segmentationsverfahrens nahmen Mula et al. insbesondere Rulcksicht auf
histologische Schnitte mit geringer Farbequalitat. Die Beriicksichtigung dieses Aspekts war bei ihrer Arbeit
insofern sinnvoll, da sie ihr Segmentationsverfahren an einer fehleranfalligen IHC Farbung etablierten
[122]. In der hier vorliegenden Arbeit spielte die Farbequalitét eine untergeordnete Rolle, da die verwendete
HE-Farbung eine im Vergleich zur IHC einfach durchzufiihrende Standardmethode mit hoher Standardi-
sierbarkeit ist. Nichtsdestotrotz traten Abweichungen in der Farbung zwischen den Proben auf, denen in-
nerhalb des hier entwickelten Segmentationsprozesses eine, wenn auch im Vergleich zu Mula et al., etwas
veranderte Bedeutung zukamen. So liel® sich etwa das Merkmal ,Unterschiede in der Farbintensitat® in
dieser Arbeit sowohl den technischen Artefakten im Sinne einer Farbeabweichung als auch den morpho-
logischen Variationen zuordnen. Unter Letzterem versteht man das gleichzeitige Auftreten von blass-rosa
gefarbten reifen sowie blau-violett gefarbten unreifen Muskelzellen in der HE-Farbung, was typisch fur den

regenerierenden Muskel ist [58]. Wie die Auswertung unserer Ergebnisse gezeigt hat, reicht das blof3e
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Erkennen der quantification obstacles jedoch nicht aus, um computergestiitzte Segmentationsverfahren

erfolgreich anzuwenden, es bedarf auch einer strukturierten Auswertung.

Trennung des Untrennbaren: touching cells

Eine der gréf3ten Schwierigkeiten besteht nach Meinung von Liu et al. in der Trennung von eng beieinander
liegenden Zellen, welche von den Autoren auch als touching cells bezeichnet werden [118]. In ihrer Studie
entwickelten sie einen automatisierten Segmentationsalgorithmus fir HE-gefarbte Muskelquerschnitte, wo-
bei der Fokus auf der Ermittlung der Muskelquerschnittsflache (cross-sectional area) lag [118]. Sie vergli-
chen die Ergebnisse ihres Algorithmus zwar ,nur® mit denen eines einzelnen Untersuchers, fuhrten ihre
Analyse jedoch an insgesamt 30 Bildausschnitten durch. Die durchschnittliche Differenz zwischen automa-
tisierten Verfahren und manueller Messung lag bei 2,05 %, was auf einen akkuraten Vorgang hindeutet.
Anhand der 30 Beispielbilder zeigten die Autoren, dass eine Untersuchung von Bildausschnitten, in denen
neben schwachen Zellgrenzen vor allem Gefrier- und Prozessartefakte die histologische Struktur dominie-
ren, mit einem automatisierten Algorithmus robuste Ergebnisse bei der Bestimmung der Muskelquer-
schnittsflache liefern kann. Leider ist in der quantitativen Analyse weder beschrieben, wie viele der 30
untersuchten Ausschnitte Artefakte aufwiesen, noch wie oft welches der jeweiligen Merkmale vertreten
war. Aus der Studienbeschreibung von Liu et al. geht aul3erdem hervor, dass bestimmte Merkmale wie
etwa ,unterschiedlich grof3e Muskelzellen®, ,verschiedene Zellformen* und ,Unterschiede in der Farbinten-
sitat*, anders als in der vorliegenden Arbeit, von den Autoren nicht berticksichtigt wurden. In unserer quan-
titativen Auswertung fand sich beispielsweise die grof3te Abweichung zwischen Untersuchern und CSV
sowohl in einem Bildausschnitt mit ,Gefrierartefakten® (Nr. 2) als auch bei einem Ausschnitt mit ,verschie-
dene Zellformen® (Nr. 8). Eine grol3e Heterogenitat bei Muskelzellen ist ein typisches histologisches Merk-
mal von traumatisierter Muskulatur [122]. Im Rahmen unserer Studie war es daher notwendig, den Einfluss
dieses Merkmals auf das CSV genauer zu untersuchen. Der Algorithmus von Liu et al. wurde hingegen nur
auf humane Muskelbiopsien von gesunden Individuen angewendet, welche keinerlei pathologische Auffal-
ligkeiten zeigten. Ihr Fokus lag neben schwachen Zellgrenzen hauptsachlich auf der Untersuchung von
Gefrier- und Prozessartefakten, welche auf fehlerhafte Handhabung zurtickgehen und daher grundsatzlich
vermeidbar sind. Neben der fehlenden Merkmals-bezogenen Auswertung ist angesichts dessen der Mehr-

wert eines solchen Algorithmus fir die Auswertung von Quetschtraumata vernachlassigbar.

Kryokonservierung und komplette Muskelguerschnitte: unvereinbare Gegensétze?

Anders verhielt es sich mit der merkmals-bezogenen Anndherung in einer Studie von Kim et al. [117]. Auch
hier hatten die Autoren ein vollautomatisches Segmentationsverfahren fir Muskelschnitte in der HE-Féar-
bung entwickelt, mit dem sie die Muskelquerschnittsfliche, den minimalen Feret-Durchmesser und den
Zellumfang jeder Muskelzelle bestimmen konnten [117]. Die Klassifikationsrate ihrer computergestiitzten
Methode war, verglichen mit den ermittelten Werten durch zwei Neuropathologen, mit 98 % sehr hoch. Im
Gegensatz zu Liu et al. entstammten die humanen Biopsien sowohl gesunden als auch pathologisch auf-
falligen Muskeln. Der Beschreibung nach konnte fiir folgende Merkmale eine Ubereinstimmung zwischen
den von Kim et al. ausgewéhlten Bereichen und den in dieser Arbeit verwendeten Ausschnitten festgestellt

werden: ,verschiedene Zellformen®, ,unterschiedlich groRe Muskelzellen® sowie ,schwer zu
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differenzierende Zellgrenzen®. Leider wurde auch in der Arbeit von Kim et al. nicht genau beschrieben, wie
viele der 30 untersuchten Ausschnitte tatséchlich pathologische Charakteristika aufwiesen, deren Analyse
zweifellos schwieriger ist, als die von gesunden Muskeln. Auerdem suchten die Autoren fur ihre Analyse
gezielt artefakt-freie Bereiche aus. Gefrierartefakte stellen eine der haufigsten histologischen Strukturab-
weichungen dar, die Schwierigkeiten bei der computergestltzten Segmentation bereiten. Diese sind auf
die Formation von Eiskristallen im Zytoplasma zurtickzufuhren, deren Entstehung z. B. durch langsames
Einfrieren wahrend der Kryokonservierung oder durch die unbeabsichtigte Unterbrechung der Kihlkette
mit anschlieend erneutem Einfrieren beglnstigt wird [123]. Wie zuvor erwahnt, hatte die Erfassung der
totalen Muskelzelldichte in Probe Nr. 2 einen grof3en Unterschied zwischen CSV und Untersuchern erge-
ben. Die Probe wies Uberwiegend Muskelzellen auf, in denen Eiskristalle zu charakteristischen ,Léchern®
im Zytoplasma geflihrt hatten. Da auch die Grof3e einer Muskelprobe Einfluss auf die Entstehung von Ge-
frierartefakten hat [124], empfehlen daher einige Autoren eine maximale Lange von 1,5 cm zur Kryokon-
servierung [123]. Andere Autoren experimentierten mit Proben einer Grof3e von bis zu 2 cm und erhielten
dennoch akzeptable Ergebnisse [125]. Die Mm. solei unserer Studie kamen in ihrer langsten Ausdehnung
auf 1,7 bis 2,1 cm, womit wohl die maximale Gréf3e ausgereizt ist. Da unser Ziel war, komplette Muskel-
querschnitte des M. soleus von Ratten zu untersuchen, war es sinnvoll, den Einfluss von Prozessartefakten
auf das CSV bei der Evaluation zu bertcksichtigen. Wahrend der Auswertung von Probe Nr. 2 war zunachst
angenommen worden, dass es durch die Gefrierartefakte zu einer irregularen Zerlegung der Zellen durch
das CSV kommen wiirde, weshalb eine hohere Anzahl an ermittelten Zellen erwartet worden war. Es zeigte
sich jedoch, dass das CSV im Vergleich zum manuellen Verfahren 46 Zellen nicht erfasst hatte. Wahrend
Untersucher 1 insgesamt 302 Zellen gezahlt hatte, markierte Untersucher 2 sogar 349 Zellen. Die Differenz
zwischen beiden Untersuchern konnte in einem Vergleich der von den Untersuchern gesetzten Markierun-
gen fur die Muskelzellen im jeweiligen histologischen Bildausschnitt bestétigt werden. Im Vergleich zu den
Bildausschnitten Nr. 1 und 3 bereiteten demnach die Gefrierartefakte in Bildausschnitt Nr. 2 sowohl dem
manuellen als auch dem computergestitzten Verfahren Probleme, die einzelnen Muskelzellen korrekt von-
einander abzugrenzen. Unabh&ngig vom Verfahren ist also auf die geeignete Grof3e der Muskelproben und
die angemessene Handhabung zu achten, um das Auftreten von Gefrierartefakten maoglichst gering zu

halten.

Charakteristika traumatisierter Muskulatur

In Hinsicht auf den experimentellen Teil der hier vorliegenden Arbeit musste wéhrend der Entwicklung und
Validierung des computergestiitzten Segmentationsverfahrens auch auf die Charakteristika traumatisierter
Muskulatur eingegangen werden. Einzig die Studie von Mula et al. verwendete Biopsien, deren Erschei-
nungsform denen gequetschter Skelettmuskeln am nachsten kommen [122]. In ihrer Studie entfernten die
Autoren in einem Mausmodell einen Teil der Wadenmuskulatur, um im benachbarten Plantaris eine me-
chanische Uberlastung hervorzurufen. Die daraufhin veranderte Muskelmorphologie zeigte eine herabge-
setzte Gewebeorganisation, zelluléare Infiltrationen, eine Vermehrung nicht-kontraktilen Gewebes, Hetero-
genitat der ZellgréRe durch Zellhypertrophie, eine gesteigerte Muskelregeneration und fiber splitting. Die-
ses Phanomen beschreibt die noch unvollsténdige laterale Fusion von regenerierenden Myotuben. Da es

sich nicht um einen spaltenden Vorgang handelt, wird vorzugsweise die Bezeichnung forked fibers
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verwendet [29]. Anders als Kim et al. untersuchten Mula et al. auch den Einfluss von Gefrierartefakten und
Qualitatsunterschieden bei der Farbung auf die Zuverlassigkeit des automatisierten Verfahrens. Ihr Algo-
rithmus war so préazise, dass lediglich Abweichungen von bis zu 4 % bei der Erfassung der Muskelquer-
schnittsflache zwischen dem Algorithmus und der manuellen Registrierung evident wurden. Bei der An-
wendung des hier entwickelten CSV auf komplette Muskelquerschnitte konnte ein &hnliches Ergebnis er-
zielt werden. In unseren Schnitten dominierten dabei mehrere Merkmale das histologische Bild. Lediglich
bei Bild Nr. 3, welches Uiberwiegend vom Merkmal ,verschiedene Zellformen® und von einer groRen Varianz
bei den ZellgréRen gepragt war, bestand ein Unterschied von 12 Zellen/mmz2. Bei Hochrechnung auf den
gesamten Schnitt bestand somit ein Unterschied von 113 Zellen (ca. 4 %). Verglichen mit Mula et al., ist
fur das von uns entwickelte CSV lediglich die Berlicksichtigung der Merkmale Heterogenitat der ZellgroR3e,
forked fibers und eine gesteigerte Muskelregeneration (reprasentiert durch Zellen mit binnenstandigen Ker-
nen) relevant. Die zellularen Infiltrationen sowie die Fibrose wurden im Rahmen der Programmierung un-
seres Segmentationsalgorithmus durch Ausschluss dieser irrelevanten Bereiche nicht in die Berechnung
einbezogen. Dies hatte den Vorteil, dass das zur berechnende Datenvolumen reduziert und die Verarbei-

tungsgeschwindigkeit dadurch erhdht werden konnte.

Momentan kein standardisiertes Vorgehen bei der Bewertung von CSV

Wie ein Blick in die aktuelle Literatur zeigt, gibt es kein standardisiertes Vorgehen bei der Evaluation von
computergestitzten Segmentationsverfahren. Dazu kommt, dass von den meisten Autoren nur ausge-
wahlte Bildausschnitte analysiert werden, was zum Ausschluss verletzungsbedingter Merkmale fihrt.
Dadurch, dass den hier identifizierten Studien keine vergleichbaren Kriterien wahrend der Validierung ihrer
Algorithmen zugrunde gelegt wurden, ist es schwer zu sagen, ob die einzelnen Merkmale die Segmentation
von Muskelquerschnitten unterschiedlich beeinflussen. Wahrend der Merkmals-bezogenen Auswertung
des von uns entwickelten computergestiitzten Segmentationsverfahrens konnten jedenfalls keine Unter-
schiede festgestellt werden, da geringe Abweichungen zwischen CSV und manuellem Verfahren in fast
allen Bildausschnitten gleichermalRen auftraten. Somit musste bei der Auswertung des experimentellen
Teils der Arbeit nicht darauf Ricksicht genommen werden. Es bestehen jedoch weiterhin Schwierigkeiten,

die im Folgenden erlautert werden sollen.

Regenerierende Muskelzellen bereiten manuellen und computergestitzten Verfahren gleicherma-

Ben Schwierigkeiten

Nach Bertcksichtigung der quantitativen und qualitativen Auswertung ist das Auftreten von vielen kleinen
Muskelzellen sowohl fiir das manuelle als auch das computergestiitzte Verfahren problematisch. Bei die-
sen Zellen handelt es sich meist um neu entstehende Muskelzellen, die im Begriff sind, zu fusionie-
ren [29, 55]. Da sie durch eine kaum wahrnehmbare Zellmembran und Basallamina voneinander getrennt
sind, werden sie haufig als eine Einheit wahrgenommen [120]. Da man im Augenblick der Betrachtung
nicht weif3, wie viele der Zellen ober- oder unterhalb der Schnittebene bereits fusioniert sind, wurde in
dieser Arbeit der Ansatz verfolgt, alle Zellen individuell zu erfassen. In Bildausschnitt Nr. 8 zeigte sich
zwischen CSV und manuellem Verfahren eine Differenz von 48 Zellen bei Erfassung der totalen Muskel-

zelldichte. Bei nachtraglicher Betrachtung der Ergebnismaske zeigte sich, dass das CSV viele besonders

69



kleine Zellen nicht erfasst sowie einige Zellen nicht korrekt getrennt hatte. Im Log des Algorithmus liel3 sich
nachvollziehen, dass von einer ZellgréRe von 100-8000 pm? ausgegangen worden war. Bei der nachtrag-
lichen Bestimmung der Zellflache der vom CSV nicht erfassten Zellen zeigte sich, dass diese Zellen jedoch
kleiner als 100 um? waren. Um zu vermeiden, dass Zellen vom CSV nicht erkannt werden, gibt es an meh-
reren Stellen des Programmablaufs die Mdglichkeit der manuellen Editierung. Bei Initialisierung des Algo-
rithmus wird beispielsweise mit Hilfe einer Abfragemaske nach der zu erwartenden minimalen und maxi-
malen ZellgréRe gefragt (Abb. 9, Bild A). Die Auswertung der methodischen Ergebnisse hat gezeigt, dass
die MindestgroRe einer zusammenhangenden Zellflache etwa 80 um?2betragen sollte, um besonders kleine
Zellen wie in Bildausschnitt Nr. 8 (Abb. 13) erfolgreich zu erfassen. Das touching cell-Phanomen taucht
aber auch bei reifen Muskelzellen auf [118], was zu einer unvollstdndigen Trennung der Zellen und damit
zu einer geringeren absoluten Anzahl an Zellen fiihren kann. Die falschlich verbundenen Zellen kénnen im
zweiten Teil des Programmablaufs manuell getrennt werden, wobei der Untersucher durch eine Farbko-

dierung bei der Identifikation ungewdhnlich groRer Zellflachen unterstiitzt wird (Abb. 10, Bild B).

Beobachtersubjektivitat lasst sich durch automatisierte Verfahren verringern

Bedingt durch die Heterogenitat der histologischen Schnitte erméglicht die Interaktion zwischen Algorith-
mus und Untersucher auf der einen Seite eine Annédherung an die tatsachliche Anzahl der Muskelzellen,
auf der anderen Seite bedeutet sie eine Entschleunigung des gesamten Bildanalyseprozesses. Aus der
User-Algorithmus-Interaktion ergibt sich auf3erdem, dass vor Anwendung des semiautomatischen Seg-
mentationsverfahrens ein Training erforderlich ist. Von den hier besprochenen Publikationen wird genau
dieser Punkt durch die Entwicklung eines vollautomatischen Programms komplett eliminiert. Die vollauto-
matischen Algorithmen, worunter einige sogar fir die Standard-HE-Farbung konzipiert sind, flhren ihre
Analyse innerhalb von Sekunden aus [117, 118]. Allerdings sind diese Algorithmen bisher auf die Erfassung
der Muskelquerschnittsflache mit Angabe der Muskelzellanzahl, des Zellumfangs und des minimalen Feret-
Durchmessers beschrankt. Die Differenzierung von Zellen mit binnensténdigen Kernen ist mit den oben
beschriebenen Algorithmen nicht moglich. Wie auch unsere Ergebnisse zeigten, stellt dieser Parameter
computergestitzte Segmentationsverfahren weiterhin vor grof3e Herausforderungen. In unserer Auswer-
tung lagen bei 6 von 15 Bildausschnitten erkennbare Unterschiede zwischen dem manuellen und compu-
tergestitzten Verfahren vor. Zu den grof3ten Abweichungen kam es in Bildausschnitt Nr. 2 (Gefrierarte-
fakte) und Nr. 5 (unterschiedlich groRe Muskelzellen), wie auch in Nr. 13 (schwer zu differenzierende Zell-
grenzen) mit jeweils tiber 20 Zellen Unterschied (20-28 Zellen). Auch hier lieBen sich die Differenzen zwi-
schen manuellem und computergestitztem Verfahren keinem spezifischen Merkmal zuschreiben, da Ab-
weichungen in allen Gruppen prasent waren. Beim Vergleich der Ergebnisse beider Untersucher zeigte
sich, dass bei funf der sechs Bildausschnitte ebenfalls zwischen beiden Untersuchern starke Unterschiede
von 13-20 Zellen bestanden. Aulerdem waren von dieser Beobachtung hauptséchlich Bildausschnitte be-
troffen, in denen viele Regeneratzellen zu beobachten waren (> 80 Zellen/mm?). Diese Feststellungen sind
Hinweise dafir, dass sich die Beobachtersubjektivitat trotz vorgegebener Definition der Regeneratzellen

nicht eliminieren lieR3, was wiederum dem computergestitzten Verfahren den Vorzug gibt.
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Alternativen zur HE-Farbung in verletzter Muskulatur

Es gibt mittlerweile Verfahren, die Zellen mit binnenstandigen Kernen automatisch erfassen kénnen, wel-
che auf IHC Farbungen basieren [119, 122, 126]. Dabei werden Antikoérper wie Anti-Dystrophin oder Anti-
Laminin verwendet, die Proteine auf dem Sarkolemm oder der Basallamina lokalisieren [122]. Die an die
Antikorper gekoppelten Farbstoffe heben auf diese Weise die Zellgrenzen hervor, wobei der starke Kon-
trast zwischen angefarbten und ungefarbten Strukturen eine optimale Grundlage fiir die Segmentation bil-
det. Allerdings sind IHC Farbungen im Vergleich zur HE-Farbung fehleranfalliger, zeitaufwendiger und kos-
tenintensiver. In Anbetracht der Menge an Schnitten, die im experimentellen Teil untersucht werden sollte,
kam diese Farbemethode daher nicht in Frage. Alternativ greifen einige Autoren auf eine Immunfluoreszenz
mit Wheat Germ Agglutinin (WGA) zuriick [122]. Pena et al. hatten in ihrer Studie an humanem Skelett-
muskel zeigen kdnnen, dass verschiedene Lektine, darunter WGA, eine klare Lokalisierung der Basal-
membran erlauben [127]. Indes hat die Arbeit von Gulati et al. gezeigt, dass WGA auch intrazellular in
regenerierenden Muskelzellen nach Muskeltrauma bindet [128]. Die Arbeit von Kostrominva bestétigte,
dass im Falle von geschadigten Muskelzellen die Laminin-Farbung eine bessere Visualisierung der Zell-
grenzen im Vergleich zur WGA-Farbung erlaubte [129]. Da in dieser Arbeit das Regenerationspotenzial
von Muskelzellen nach einem Quetschtrauma untersucht werden sollte, musste auch der WGA-basierte

Farbeansatz verworfen werden.

Einschréankungen des Parameters ,,Zellen mit binnenstandigen Kernen*

Der hier entwickelte Algorithmus ist das erste bekannte Verfahren, welches Regeneratzellen in einer HE-
Farbung differenzieren kann. Nur Muskelzellen, deren binnenstéandige Kerne eindeutig von Zytoplasma
umgeben waren, wurden vom computergestitzten Verfahren isoliert. Anschlieend erfolgte die Verrech-
nung mit der Maske, in der alle Zellen erfasst worden waren, um die Anzahl aller Zellen mit binnenstandigen
Kernen zu erhalten. Es ist allgemein anerkannt, dass regenerierende Muskelzellen an den im Zytoplasma
liegenden Zellkernen identifizierbar sind [130, 131] und daher fur eine Aussage zum Regenerationsstadium
der Muskulatur herangezogen werden kénnen [29, 119]. Eine Einschrankung dieses Markers wird dabei
jedoch haufig Ubersehen, welche ihren Ursprung in der Muskelentwicklung selbst hat. Nach der Fusion
eines Myoblasten wandert dessen Kern sofort in das Zentrum der Myotube [55]. Gemal3 der Studie von
Wada et al. zur Position von Muskelzellkernen wéhrend der Regeneration reihen sich alle Zellkerne im
Zentrum der Myotube auf wie bei einer Perlenkette [131]. Mit dem Wachstum der neuen Muskelzelle ver-
teilen sich die Kerne gleichmafig auf die gesamte longitudinale Achse, bevor sie schlie3lich in die Peri-
pherie unter die Plasmamembran wandern [55, 132]. Es ist also bedingt durch die Betrachtung eines le-
diglich zweidimensionalen Bildes mdéglich, dass quer angeschnittene Muskelzellen, deren Zellkerne weiter
ober- oder unterhalb der Schnittebene binnensténdig stehen, vom CSV nicht als Regeneratzellen identifi-
ziert werden. Um dieses Problem zu umgehen, kénnte man zur Identifikation von regenerierenden Muskel-
zellen statt binnenstandiger Kerne embryonales Myosin als Marker verwenden [133], da das entspre-
chende Motorprotein auf der gesamten Lange der Muskelzelle exprimiert wird. Ciciliot et al. zufolge wird
embryonales Myosin 2-3 Tage nach Bupivacain-induziertem Trauma in kleinen Myotuben nachweisbar
[29]. Ob die Expression der Marker jedoch ausreicht, um ein intensives Signal zu erzeugen, das den De-

tektionsmechanismen eines automatischen Segmentationsverfahrens Geniige tut, muss noch untersucht
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werden. AuBerdem wird embryonales Myosin nach etwa zwei Wochen sukzessive durch adultes Myosin

ersetzt, sodass Langzeitstudien Uber diesen Zeitraum hinaus nicht moglich sind [29].

Fazit computergestitzte Segmentationsverfahren

Die HE-Farbung ist eine einfache, ginstige und zeitsparende Farbung [122]. Man kann jedoch nicht ab-
streiten, dass ein Teil der Zeit, die durch die zligige Durchfiihrung der Farbung gewonnen wurde, fur die
oben beschriebene User-Algorithmus-Interaktion verbraucht wurde. Die intensive Interaktion ist dabei vor
allem auf die charakteristischen Eigenschaften des Muskels selbst zurlickzufiihren, auf die wahrend der
Programmierung und Validierung des CSV im Gegensatz zu anderen Publikationen besonders eingegan-

gen worden ist.

Trotz der Interaktion hat sich eine deutliche Zeitersparnis insbesondere wahrend der Analyse kompletter
Muskelguerschnitte bemerkbar gemacht. Unter Anwendung des CSV verkirzte sich die Bearbeitungszeit
von rund 59 min auf 12 min pro Muskelquerschnitt. Das Automatisieren fuhrt nicht nur zur Beschleunigung
des Prozesses [122], sondern erhéht auch die Vergleichbarkeit der histologischen Parameter zukinftiger
Arbeiten [119, 130, 134]. Weiterhin spricht die Feststellung von starken Unterschieden innerhalb des ma-
nuellen Verfahrens fir eine Verwendung des automatisierten Segmentationsverfahrens, da es eine Annéa-
herung an die tatsachlich im Muskel vorkommenden Zellen und deren Differenzierung erlaubt. Zusammen-
fassend hat die Validierung der 15 Bildausschnitte und der drei kompletten Muskelquerschnitte ergeben,
dass keine signifikanten Unterschiede zwischen dem manuellen und dem halbautomatischen computerge-

stlitzten Verfahren bestehen.
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6.2 Diskussion der experimentellen Ergebnisse

Wie eingangs erwahnt, haben funktionelle Studien einen kraftsteigernden Einfluss der MSC auf die Mus-
kelregeneration gezeigt, wobei der zugrunde liegende Mechanismus dieses Effekts bisher noch nicht ge-
klart ist [135]. Ziel dieser Arbeit war es, den Effekt von mesenchymalen Stammzellen auf die totale Anzahl
aller Muskelzellen und die Differenzierung der Regeneratzellen zu erfassen, um weitere Hinweise auf die

Regeneration in Skelettmuskeln zu erhalten.

MSC verlangsamen einen graduellen Zellverlust in verletzten Muskeln im zeitlichen Verlauf

Bereits vor mehreren Jahrzehnten wurde mit detaillierten Untersuchungen zur Heilungsdynamik traumati-
sierter Skelettmuskulatur begonnen. Schmalbruch hatte beispielsweise 1976 in seiner Arbeit zur Muskel-
regeneration von gequetschten Skelettmuskeln eine erhéhte Anzahl an Muskelzellen nach Trauma be-
obachten kénnen [91]. Dabei war in drei von sechs Muskeln die Anzahl der Muskelzellen leicht erhdht,
wobei sich in einem der Muskeln sogar eine Erhéhung von bis zu 70 % im Vergleich zur kontralateralen,
unverletzten Seite gezeigt hatte. In unserer Arbeit konnte man sieben Tage nach Trauma sowohl in der
Alginat- als auch in der MSC-Gruppe einen signifikanten Anstieg der totalen Muskelzelldichte (24,0 % Al-
ginat-Gruppe, 18,5 % MSC-Gruppe) gegeniber unverletzten Muskeln beobachten. Die von Schmalbruch
beschriebene numerische Hyperplasie 30 Tage nach Trauma konnte in dieser Arbeit in beiden Versuchs-
gruppen auch zu spateren Zeitpunkten festgestellt werden. Allerdings betrug der Anstieg an Tag 28 vergli-
chen mit Schmalbruchs Beobachtung weder in der Kontroll- noch in der MSC-Gruppe mehr als 53,0 %,

was mdaglichweise auf das nicht standardisierte Quetschtrauma Schmalbruchs zurtickzufihren ist [91].

Der Anstieg der Zelldichte verletzter Muskeln an Tag sieben ist dabei eher als Reaktion auf das Trauma zu
werten, da dieser in beiden Gruppen zu diesem Zeitpunkt gleichermalRen zu beobachten war. Im weiteren
Verlauf jedoch zeigte sich zum Zeitpunkt 28 Tage ein signifikanter Unterschied der totalen Muskelzelldichte
zwischen MSC- und Alginat-Gruppe in verletzten Muskeln. In der Alginat-Gruppe hatte die Muskelzelldichte
stark abgenommen, wahrend sie in der MSC-Gruppe sogar leicht zugenommen hatte. Aus diesen Ergeb-
nissen lasst sich ein Effekt der MSC in Form des Erhalts bzw. des Anstiegs der totalen Muskelzelldichte in
verletzten Muskeln ableiten, der zwischen Woche eins und vier nach Trauma und MSC-Transplantation

evident wurde.

Diese Beobachtung korreliert mit funktionellen Ergebnissen einer in vivo Studie von Pumberger et al., wo-
nach auch erst im weiteren Verlauf an Tag 28 ein signifikanter Unterschied in der Fast-twitch Muskelkraft
zwischen Kontroll- und MSC-Gruppe festgestellt werden konnte [110]. Den Autoren Andrade et al. zufolge
kommt es womdglich sogar schon friher zu einem bedeutsamen Effekt, da ihre Studienergebnisse bereits
an Tag 14 eine groRere maximale isometrische Kontraktionskraft der mit BMMSC behandelten Gruppe
zeigten [97]. Die Ergebnisse eines in vitro Experiments, welches den anti-apoptotischen Nutzen der MSC
untersuchte, bestérken zudem die Vermutung eines Erhaltungseffekt der MSC. Demnach konnte in einem
Serum-Deprivations-Modell gezeigt werden, dass das Uberleben von C2C12-Myoblasten mit der Behand-
lung von konditioniertem Medium von MSC im Vergleich zu Zellen in Behandlung mit normalem Medium

signifikant verbessert wurde [110].

73



Der reaktiven Muskelzellvermehrung nach Trauma zum Trotz kam es Uber den zeitlichen Verlauf zu einer
Abnahme der Zelldichte in beiden Gruppen. Ein signifikanter Unterschied zwischen Alginat- und MSC-
Gruppe bestand aber auch an Tag 56, wobei der Unterschied zwischen beiden Gruppen kleiner wurde.
Diese Beobachtung lasst sich moglicherweise auf die Uberlebensdauer der MSC in ihrer kiinstlichen Ni-
sche zurtickfiihren. Denn Ergebnisse weiterer in vitro Experimente mit MSC beladenen Alginatgelen zeig-
ten, dass uber 90 % der Zellen nach sieben Tagen in ihrer kiinstlichen Nische noch immer vital waren [110].
Mit zunehmender Zeit nahm die Zellviabilitat zwar ab, sie lag nach 14 Tagen aber immer noch bei Uber
60 % [110]. Spatere Daten liegen leider nicht vor. Es ist aber davon auszugehen, dass mit abnehmender
Viabilitat der MSC auch die parakrine Sekretion der Wachstumsfaktoren abnimmt, was den kleiner wer-

denden Unterschied in der Zelldichte zwischen Alginat- und MSC-Gruppe erklaren konnte.

MSC verzégern die Differenzierung von Muskelzellen in verletzten Muskeln

Wie unsere Ergebnisse zeigen, ging der Anstieg der totalen Muskelzelldichte in verletzten Muskeln zu Be-
ginn auf eine Traumareaktion in Form einer gesteigerten Muskelzellproliferation zurlick. Daftir spricht, dass
sich bei genauer Betrachtung der histologischen Muskelquerschnitte sehr viele kleine, unreife Muskelzellen
mit binnenstéandigen Kernen in verletzten Muskeln beobachten lieRen (Abb. 33). Obwohl diese Beobach-
tung von vielen der nachfolgend besprochenen Publikationen geteilt wird, haben bisher nur wenige eine
Quantifizierung dieser Zellen angestrebt. Eine Ausnahme bildet der bereits erwahnte Autor Schmalbruch,
der einen Anteil von 10-30 % Regeneratzellen 30 Tage nach Quetschtrauma bestimmt hatte [91]. Tats&ch-
lich zeigte sich fur unsere Kontrollgruppe ein Regeneratzellanteil von ca. 33 % an Tag 28, womit sich un-
sere Beobachtung in etwa mit der Schmalbruchs deckt. Im Gegensatz zu Schmalbruch untersuchten wir

jedoch mehrere Zeitpunkte nach Trauma, um eine Aussage zur Heilungsdynamik machen zu kénnen.

Auch Natsu et al. interessierten sich fur die Dynamik der Regeneratzellen in traumatisierten Skelettmuskeln
von Ratten, weshalb sie mehrere Beobachtungszeitpunkte heranzogen [102]. Im Vergleich zu Schmal-
bruchs Arbeit behandelten die Autoren eine Gruppe mit BMMSC, wodurch sich Parallelen zu unserem
Studiendesign ergaben. Analog zu unseren Ergebnissen beobachteten sie in lazerierten, mit Stammzellen
behandelten Muskeln nach 28 Tagen Zellen mit binnenstandigen Kernen. Auch nach 56 Tagen stellten sie
noch einige wenige Regeneratzellen in BMMSC-Muskeln fest, wahrend sie nach 84 Tagen keine Regene-
ratzellen mehr sahen. Im Vergleich dazu zeigten sich in Kontrolimuskeln, die nur ein Fibrin-Scaffold oder
gar keine Therapie erhalten hatten, zu allen Beobachtungszeitpunkten durchweg Zellen mit binnenstandi-
gen Kernen. Aus diesen Beobachtungen leiteten Natsu et al. ab, dass BMMSC die Muskelregeneration
beschleunigten.

Im Gegensatz dazu stellten sich in dieser Arbeit zu allen Zeitpunkten Zellen mit binnensténdigen Kernen
in der MSC-Gruppe dar. Zwischen Tag 7 und 28 stieg sowohl die totale Muskelzelldichte als auch die
Regeneratzelldichte an. Der Anteil der Regeneratzellen veranderte sich also in der MSC-Gruppe innerhalb
dieses Beobachtungszeitraums kaum. Im weiteren Verlauf blieb die Regeneratzelldichte in der MSC-
Gruppe weitestgehend stabil. Da jedoch die totale Muskelzelldichte sank, zeigte sich folglich an Tag 56 ein
hoherer Regeneratanteil im Vergleich zu Tag 28, was den Ergebnissen von Natsu et al. nicht ent-
spricht [102]. An dieser Stelle ist anzumerken, dass Natsus Erkenntnisse zur Regeneratzelldynamik im

Gegensatz zu dieser Arbeit auf einer rein qualitativen Beurteilung basierten. Natsu et al. verwendeten keine
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quantifizierenden Methoden zur Bestimmung der Regeneratzellen. In dieser Arbeit hingegen wurde mit
Hilfe eines computergestiitzten Segmentationsverfahren eine Regeneratzelldichte von etwa 90 Zellen/mm?
an Tag 56 in der MSC-Gruppe ermittelt, wahrend Natsu et al. zum selben Zeitpunkt von einigen wenigen
Regeneratzellen sprechen [102].

Im Vergleich zu Natsu et al. bedienten sich Andrade et al. einer quantifizierenden Methode, indem sie den
Anteil der Regeneratzellen pro 1000 gezahlter Zellen bestimmten [97]. Im Einklang mit den Beobachtungen
von Natsu et al. ergaben ihre Experimente, dass 28 Tage nach Trauma in den mit BMMSC behandelten
Soleus-Muskeln verglichen mit der Kontrollgruppe weniger Regeneratzellen vorhanden waren. Sie unter-
nahmen jedoch keinen Versuch, diesen Parameter zu einem friiheren oder spéateren Beobachtungszeit-
punkt zu untersuchen, sodass ihnen keine Aussage zur Heilungsdynamik gelingt. Eine &hnliche Untersu-
chung von Helal et al. sah erstaunlicherweise eine erhdhte Anzahl von Regeneratzellen nach Injektion von
MSC in einen lazerierten Muskel [114]. Informationen zur Heilungsdynamik sind aber auch hier nicht vor-
handen, da es ebenfalls nur einen einzigen Beobachtungszeitpunkt finf Wochen nach Trauma bzw. vier
Wochen nach Transplantation gibt. Eine génzlich andere Beobachtung machten Pecanha et al., als sie die
Regeneratzellanzahl in lazerierten Muskeln quantifizierten [116]. Wahrend sie zwei Wochen nach Trauma
in mit aus Fettgewebe isolierten Stammzellen behandelten Muskeln eine signifikant erhéhte Anzahl an
Regeneratzellen feststellen, sahen sie nach vier Wochen keinen Unterschied mehr zwischen Behandlungs-
und Kontrollgruppe. Obwohl die Autoren der hier diskutierten Publikationen zum Teil widersprtchliche Be-
obachtungen machten, sind sie sich interessanterweise einig, dass die kraftsteigernde Wirkung der MSC

auf eine friiher abgeschlossene Regeneration mit mehr reifen Muskelzellen zurlickfiihren sei.

Einzig Andrade et al. fihrten unterstitzende Argumente fur eine durch Stammzellen hervorgerufene Kraft-
steigerung durch mehr reife Muskelzellen an [97]. Sie zeigten zusatzlich zur Reduktion des Regeneratzel-
lanteils, dass insgesamt eine grof3ere Muskelzellquerschnittsflache fur mit BMMSC behandelten Muskeln
gemessen wurde [97]. Ninagawa et al. konnten ebenfalls zeigen, dass die mit embryonalen MSC (E-MSC)
behandelten Muskeln zwei Wochen nach Trauma eine hthere Muskelzellquerschnittsflache als die nicht
behandelten Muskeln aufwiesen [136]. Sie beobachteten sogar, dass der Grof3teil der mit E-MSC behan-
delten Muskelzellen drei Wochen nach Trauma intakt aussah. Dies steht jedoch im Kontrast zur blof3en
Betrachtung der histologischen Schnitte dieser Arbeit, da Schnitte der MSC-Gruppe zum Zeitpunkt 56 Tage
grofl¥flachig im Umbau befindliche Muskelzellen aufwiesen (Abb. 33).

Eine Veranderung der Muskelzellquerschnittsflache wurde in dieser Arbeit nicht explizit untersucht. Anhand
der Ergebnisse kann man annehmen, dass es zu einer Zunahme vieler kleiner Zellen kommt, wofur die
histologischen Bilder sprechen (Abb. 33). Da alle Zellen eines Querschnitts an der gesamten Muskelflache
unter Ausschluss des Bindegewebes normiert wurden, lasst sich momentan nur festhalten, dass die totale
Muskelzelldichte unter Einfluss von MSC zunimmt sowie der Anteil der Regeneratzellen im zeitlichen Ver-
lauf steigt. Obwohl sich das Studiendesign sowie die verwendeten Therapien der hier vorliegenden Arbeit
und der oben diskutierten Publikationen &hneln, zeigten sich diskrepante Ergebnisse bei der Quantifizie-
rung der Regeneratzellen. Dies ist wahrscheinlich auf zwei Sachverhalte zuriickzufiihren: erstens auf das

Verletzungsmodell und zweitens auf die Methode der Quantifizierung.
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In Hinblick auf Ersteres hangt die Wahl fiir das Verletzungsmodell stark mit den Fragen zusammen, denen
wahrend der Untersuchung von Muskelregeneration nachgegangen werden soll [112]. Ninagawa et al. be-
nutzten ein Klemmenmodell, bei dem sie den Muskel &hnlich unserer Studie fir eine Minute mit einer Zange
mit gleichbleibendem Druck klemmten [136]. Wéhrend 24 Stunden nach Trauma im gesamten Querschnitt
nur verletzte Muskelzellen auftraten, hatte sich ein Grof3teil der mit Stammzellen behandelten Muskelzellen
drei Wochen nach Trauma wieder erholt. Eine komplette Heilung nach funf Wochen sahen die Autoren
aber auch in den Kontrollmuskeln. Unklar bleibt, ob die Autoren den gesamten Muskel mehrfach quetsch-
ten und welcher Druck dazu verwendet wurde. Unser Quetschtraumamodell ist als ein nicht heilendes Mo-
dell fiir klinisch relevante Verletzungen konzipiert worden, was man anhand der Studienergebnisse von
Winkler et al. nachvollziehen kann. Dort zeigten unbehandelte Muskeln auch acht Wochen nach Trauma
noch 25,4 % kollagenes Bindegewebe, welches als Hinweis auf eine unvollstdndige Regeneration gewertet
werden kann [63]. Der Regenerationsverlauf bei Ninagawa et al. ist daher vermutlich auf die geringere

Destruktion des Muskels in dem von ihnen verwendeten Traumamodell zurtickzufiihren [136].

Das zweite bereits angesprochene Thema ist die Methode der Quantifizierung und Differenzierung von
Muskelzellen. Andrade et al. hatten die Muskelzellquerschnittsflache von 500 Zellen pro Muskel ermit-
telt [97]. Mit dieser Anzahl werden lediglich ein Sechstel aller Muskelzellen in einem Soleus-Querschnitt
reprasentiert, da unseren Beobachtungen zufolge in einem unverletzten Muskelbauch von 5-6 Monate al-
ten Ratten allein schon bis zu 3000 Zellen vorkommen kénnen. Weiterhin ist bei Andrade et al. nicht be-
schrieben, wie die Zellen fiur die Messung ausgewahlt wurden. Bei einem Lazerationsmodell, wie es einige
der oben genannten Publikationen verwendeten, ist jedoch aufgrund der Ahnlichkeit zum Quetschtrauma
von einem heterogenen Verletzungsmuster auszugehen, bei dem verletzte und unverletzte Muskelzellen
wahrend des Regenerationsprozesses parallel auftreten kdnnen [63]. Wie bereits in Abschnitt 4.6 darge-
legt, birgt jedoch die Beschrankung der Analyse auf Muskelausschnitte, wie bei den besprochenen Artikeln
geschehen, das Risiko einer Stichprobenverzerrung. Im Gegensatz zu den oben genannten Publikationen
sind in dieser Arbeit erstmals alle im Querschnitt befindlichen Muskelzellen in mehreren Ebenen des Sol-
eus-Muskels mit einem computergestiitzten Segmentationsverfahren analysiert worden. Somit ist zum ers-
ten Mal eine Aussage zur totalen Muskelzelldichte in mit MSC behandelten Muskeln méglich. Zusammen-
fassend ergab sich aus der Analyse der totalen Muskelzelldichte und des Regeneratzellanteils, dass MSC
die totale Muskelzelldichte vier Wochen nach Trauma erhdhen, wobei sich der Anteil der Regeneratzellen
erst im weiteren Verlauf erhoht. Dies spricht weniger fur eine beschleunigte Regeneration, sondern eher
fur eine protektive Wirkung der MSC auf die Muskelzellen. Der schiitzende Effekt ist dabei vor allem durch
eine erhéhte Resistenz gegentiber Apoptose und eine Verhinderung einer verfrihten Differenzierung cha-
rakterisiert. Diese Beobachtungen unterstiitzen die Ergebnisse aus in vitro Studien, wonach MSC die
Proliferation, das Uberleben und die Migration von C2C12-Myoblasten fordern sowie die Differenzierung

in Myotuben unterbinden [110].
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MSC beeinflussen die Zelldichte in unverletzten Muskeln Gber einen systemischen Effekt

Momentan wird davon ausgegangen, dass MSC ihre Wirkung hauptsachlich tber parakrines Signalling
entfalten [103, 137, 138]. Parakrin bedeutet, dass die von den MSC sezernierten Zytokine und Wachs-
tumsfaktoren lokal auf ihre unmittelbare Umgebung wirken. Die signifikante Erh6hung der totalen Muskel-
zelldichte in verletzten Muskeln der MSC-Gruppe vier Wochen nach Trauma lasst sich wahrscheinlich auf
einen solchen lokalen Effekt zurtickfiihren. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darlber hinaus auf eine
systemische Wirkung hin. Dafiir spricht die Beobachtung, dass auch kontralaterale, unverletzte Muskeln
der MSC-Gruppe nach 28 Tagen eine gegenuber der Kontrollgruppe deutlich erhdhte totale Muskelzell-
dichte aufwiesen. Auch an Tag 56 war die Muskelzelldichte unverletzter Muskeln der MSC-Gruppe signifi-
kant erhoht.

Ein Effekt der MSC in unverletzten Muskeln desselben Individuums ist unserer Kenntnis nach in bisher
keiner anderen Studie systematisch beschrieben worden. Bekannt ist hingegen, dass intra-arteriell appli-
zierte MSC durchaus einen kraftsteigernden Effekt in traumatisierten Muskeln hervorrufen kénnen, wie von
Roth et al. gezeigt hatten [137]. Da die markierten Stammzellen nicht in das Traumagebiet rekrutiert wur-
den, schlussfolgerten die Autoren, dass die Wirkung der systemisch applizierten MSC Uber sezernierte
Faktoren vermittelt wird [137]. Ubertragen auf unser Applikationsmodell mittels Alginatgel werden die von
den MSC lokal abgegebenen Faktoren moglicherweise Uiber den Blutkreislauf auch in unverletzte Muskel-

kompartimente transportiert, wo sie eine &hnliche muskelzellsteigernde Wirkung entfalten.

Ein funktionelles Korrelat zum Anstieg der Muskelzelldichte in unverletzten und unbehandelten Muskeln
konnte in einer kirzlich publizierten Studie zur perioperativen PLX-Applikation im Rahmen der Implantation
von Hiftendoprothesen beobachtet werden [121]. In dieser prospektiven, randomisierten humanen Phase
I/lla-Studie der Arbeitsgruppe um Winkler et al. kam es nach Injektion von mesenchymalen Stromazellen
aus der Plazenta in den Gluteus medius auch zu einem Anstieg der Kontraktionskraft auf der kontralatera-
len, nicht-behandelten Seite. Eine Volumenzunahme konnte fiir die unbehandelte Seite allerdings nicht
festgestellt werden. Winkler et al. merkten daher kritisch an, dass der Kraftzuwachs moglicherweise durch
eine Verbesserung der neurophysiologischen Kontrolle zu erklaren sei [121]. Hier wirde im Sinne eines
cross-educational effect die Verbesserung der Muskelkraft des therapierten Beins den unbeschadigten
Muskel der Gegenseite positiv beeinflussen. Eine andere Vermutung ist, dass der gesunde Muskel durch
das Trauma auf der anderen Seite schlicht stérker belastet wird und dieses Quasi-Training folglich einen
Kraftzuwachs hervorruft. Diese Theorie wird jedoch durch unsere Ergebnisse nicht unterstitzt, da es in den
unverletzten Muskeln der Kontrollgruppe zu einem graduellen Zellverlust kam. Da die Versuchstiere kein
spezielles Training erhalten hatten, ist auch der cross-educational effect als mogliche Erklarung eher un-

wahrscheinlich.

Momentan ist man sich einig, dass neue Muskelzellen aus der Fusion von Muskelprogenitorzellen hervor-
gehen [29]. Im Anschluss an die Fusionen préasentieren sich regenerierende Muskelzellen mit binnenstan-
digen Kernen, wobei diese im weiteren Reifungsprozess in die Peripherie wandern [132]. Obwohl es einen
Anstieg der totalen Muskelzelldichte in rechten, unverletzten Muskeln gab, zeigte sich interessanterweise
weder an Tag 28 noch 56 eine Veranderung der Regeneratzelldichte fur diese Muskeln. Es ist momentan

unklar, wie die totale Zelldichte in unverletzten Muskeln zwischen Tag 7 und 28 ansteigen kann, ohne dass
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sich eine regenerative Aktivitat in Form einer erhéhten Regeneratzelldichte an Tag 28 beobachten lasst.
Nichtsdestotrotz ist diese Feststellung insgesamt vereinbar mit den Beobachtungen bei verletzten Muskeln.
Hier konnte sich ebenfalls kein spezieller Effekt auf Regeneratzellen zwischen Tag 7 und 28 darstellen
lassen. Da auf3er dem rechten und linken M. soleus keine weiteren Muskeln untersucht worden waren,
bleibt unbeantwortet, ob sich eine Erhéhung der Muskelzelldichte auch in anderen Skelettmuskeln hatte

beobachten lassen kénnen.

Ein endokriner Wirkmechanismus, wie man die Verteilung bioaktiver Molekiile Giber die Blutzirkulation be-
zeichnet, ist zwar fir MSC in Bezug auf die Muskelregeneration noch nicht naher beschrieben worden,
dennoch macht man sich die systemischen Effekte von Stammzellen auf das Immunsystem bereits
zunutze. Beispielsweise verbessern MSC das Outcome von Patienten mit malignen hamatologischen Er-
krankungen, die im Rahmen der Behandlung eine steroidrefraktére Graft-versus-Host-Reaktion entwi-
ckeln [139]. Hierbei limitieren MSC durch ihre immunmodulatorischen Fahigkeiten die Abstoung des
Transplantats und steigern damit die Uberlebenschancen der Patienten. Die Arbeitsgruppe um Karrussis
et al. transplantierte MSC in Patienten mit Multipler Sklerose und Amyotropher Lateralsklerose. Eine sofor-
tige immunmodulatorische Wirkung zeigte sich in Form einer Suppression von aktivierten Lymphozyten
und Antigen-prasentierenden Zellen [140]. MSC scheinen in der Lage zu sein, inflammatorische Prozesse
immunologischer Erkrankungen zu beeinflussen [140]. Wie bereits in Abschnitt 3.2.1 dargelegt, sind Im-
munzellen wie Makrophagen und T-Zellen maR3geblich an der primaren Phase der Muskelregeneration
beteiligt. Einige Studien konnten kirzlich zeigen, dass Makrophagen direkt mit Myoblasten interagieren,
wobei diese Wechselwirkung von der Rekrutierung der SaC bis hin zur Bildung neuer Myotuben reicht
[141]. Insgesamt zielen diese Zell-Therapien auf eine Reduktion pro-inflammatorischer Effekte ab, um das

regenerative Regenerationspotenzial des Muskels zu fordern [141].

Unterschiede der histologischen Parameter in den einzelnen Verletzungsregionen

Histologische Unterschiede zwischen der primar verletzten und der an das Trauma grenzenden Region
sind bereits beschrieben worden. Eine Vorarbeit von Winkler et al., in der dasselbe etablierte
Quetschtrauma verwendet worden war, konnte zeigen, dass die Region mit Insertion des neurovaskularen
Bundels indirekt von den sie umgebenden traumatisierten Muskelbereichen beeinflusst wird [63]. In diesem
Bereich hatten sich kurz nach Trauma interstitielle Hamatome und eine initiale Infiltration inflammatorischer
Zellen beobachten lassen [63]. Insgesamt zeigte sich aber eine betonte Konservation der Muskelzellen
verglichen mit der ein- und zweifach verletzten Region [63]. Die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch zeigen,
dass sich in der Kontrollgruppe die totale Muskelzelldichte der indirekten Verletzungsregion von der Zell-
dichte der benachbarten primér ein- und zweifach verletzten Region zu keinem Zeitpunkt wesentlich unter-
scheidet. Diese Beobachtung lasst sich méglicherweise auf das hier verwendete histologische Einteilungs-
modell zurtckfihren, welches an Muskelquerschnitten etabliert worden war, wahrend Winkler et al. ihren
Beobachtungen Langsschnitte zugrunde legten. Alle drei Verletzungsregionen zeigten im Ubrigen einen
graduellen Zellverlust, was sich auch schon bei Betrachtung des gesamten Muskels fiir die Kontrollgruppe

hatte beobachten lassen.

Dagegen zeigten sich hinsichtlich der totalen Muskelzelldichte in der mit MSC behandelten Gruppe erstens

deutliche Unterschiede zur Kontrollgruppe und zweitens auch Unterschiede zwischen den Verlaufen der
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einzelnen Verletzungsregionen. Die einfach verletzte Region der MSC-Gruppe zeigte beispielsweise zu
allen Zeitpunkten eine deutlich hdhere Muskelzelldichte sowie einen kontinuierlich steigenden Regenerat-
zellanteil. Einen Unterschied der totalen Muskelzelldichte hatte man bei Betrachtung des gesamten Mus-
kels jedoch nicht sehen kdnnen, da die totale Zelldichte der indirekt und zweifach verletzten Region zum

selben Zeitpunkt etwas geringer im Vergleich zur Kontrollgruppe ausgefallen war.

Von MSC hervorgerufene Unterschiede in verschiedenen Traumaregionen hatten auch Klein et al. mit ei-
nem Laser-Massenspektrometrie Verfahren (MALDI-IMS) erfassen kénnen [142]. Demnach hatte sich eine
hdhere Konzentration von Tenascin-C in der indirekt verletzten Region von Muskeln nach MSC-Behand-
lung im Vergleich zur indirekt verletzten Region von Kontrolimuskeln messen lassen [142]. Tenascin-C ist
wahrend der Wundheilung und Morphogenese anwesend und bildet einen Bestandteil der Stammzellni-
sche [142]. Diese molekularen Veranderungen hatten sich zudem bereits sieben Tagen nach Trauma und
MSC-Transplantation gezeigt [142]. Die Autoren schlussfolgerten, dass das Remodeling und die Morpho-
genese in mit MSC behandelten Muskeln fortgeschrittener seien. Diese frilhen molekularen Veranderun-
gen wirden sich zudem hauptséachlich in der indirekt verletzten Region ereignen, wohingegen sie in der

primar traumatisierten Region weniger stark ausgepragt seien [142].

Diese sehr interessanten Ergebnisse von Klein et al. lassen sich allerdings schwer auf die hier gemachten
Beobachtungen hinsichtlich der totalen Muskel- und Regeneratzelldichte Gbertragen. Falls sich die Anzei-
chen verdichten, dass Tenascin-C einen Marker der frihen Muskelregeneration darstellt, dann zeigt sich
dessen Effekt in Form einer gesteigerten Muskelzelldichte scheinbar erst nach 28 Tagen sowohl in der
indirekt als auch zweifach verletzten Region, wahrend hingegen zu allen Zeitpunkten ein weitestgehend
konstanter Regeneratzellanteil in beiden Regionen besteht. In der einfach verletzten Region hingegen hatte
man bereits an Tag 7 eine erhdhte totale Muskelzelldichte mit einem geringen Regeneratzellanteil be-

obachten kdnnen.

Mdglicherweise hatte ein Verlauf der Tenascin-C Dichte bei der Aufklarung dieses Widerspruchs helfen
kénnen. Die Molekil-Konzentration wurde von Klein et al. jedoch nur zu einem Zeitpunkt bestimmt [142].
Zudem wurde von den Autoren trotz des gleichen Traumamodells im Vergleich zu der hier vorliegenden
Arbeit keine Unterscheidung der ein- und zweifach verletzten Region vorgenommen. Méglicherweise lasst
sich diese Einteilung nur anhand von Querschnitten nachvollziehen, wahrend Klein et al. ihre Informationen

hingegen aus Langsschnitten bezogen hatten [142].

6.3 Methodenkritik

Dies ist bislang die einzig bekannte Studie, die sowohl die totale Muskelzell- als auch die Regeneratzell-
dichte in mehreren kompletten Muskelquerschnitten mit Hilfe eines computergestitzten Verfahrens erho-
ben hat. Diese ausfiihrliche histologische Analyse sollte helfen, neue Erkenntnisse ber einen méglichen
Zusammenhang zwischen MSC und der Muskelzelldichte bzw. -zusammensetzung in regenerierenden

Muskeln zu gewinnen, der einen Kraftzuwachs erklaren kdnnte.

Man muss dabei allerdings bertcksichtigen, dass die Muskelkraft grundsétzlich durch mehrere Faktoren
bedingt ist [35]. Neben der Gesamtheit aller kontraktilen Einheiten spielt die Ausrichtung und Zusammen-

setzung der Muskelzelltypen eine Rolle bei der Kraftentwicklung [35]. Auch die Anwesenheit von
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Bindegewebe wirkt sich auf die Kraftiibertragung aus [137]. Gleiches gilt fir die Verbindungen zwischen
Muskel und Sehne, die sogenannten myotendindse Verknupfungen [37]. Ferner spielen Innervation und
Vaskularisierung des Muskels eine Rolle [37]. In dieser Arbeit konzentrierten wir uns nur auf den Einfluss
von MSC auf die Muskelzelldichte und die Differenzierung der Regeneratzellen, wahrend die anderen As-
pekte nicht berticksichtigt wurden, wodurch sich nur stark vereinfachte Aussagen zum Effekt der MSC

machen lassen.

Obwohl die Histologie eine bewahrte Wissenschaft bei der Untersuchung von Geweben ist, hat sie den
Nachteil, dass sie nur den Endpunkt eines Experiments analysieren kann. Eine unvermeidbare Folge un-
serer Untersuchung war, dass nach Enthahme des Muskels das Tier getdtet werden musste, womit sich
die Studie vom 3R-Prinzip, Replace — Reduce — Refine, entfernt. Die Anzahl der Tiere konnte jedoch durch

Anlehnung an die Statistik vorheriger Studien insgesamt reduziert werden.

Bislang wurde in Arbeiten zu relevanten Quetschtraumata im Skelettmuskel meist nur zwischen priméren
und sekundéaren Traumazonen unterschieden [63, 142]. Dies limitiert die Vergleichbarkeit und die Interpre-
tation mit der hiesigen Einteilung in eine einfach, indirekt und zweifach verletzte Region. Man kdnnte in
zukinftigen experimentellen Studien das Traumamodell verandern oder, da es bereits etabliert ist, das
histologische Einteilungsmodell modifizieren. Denkbar wére beispielsweise eine wie bei Klein et al. be-
schriebene Einteilung in ein primares und indirekt betroffenes Traumaareal [142], womit eine bessere Ver-

gleichbarkeit mit anderen Arbeiten gegeben waére.

Bei dem hier angewendeten Quetschtrauma handelt es sich um ein etabliertes und standardisiertes Ver-
fahren. Einige Kritiker beflirworten jedoch die Verwendung eines nicht-invasiven Kontusionsmodell zur Un-
tersuchung der Muskelregeneration, da eine hohe Invasivitdt mdglicherweise Immunantworten stimu-
liert [34]. Dieser Einwand ist insofern berechtigt, da momentan von einer Interaktion zwischen MSC und
dem Immunsystem ausgegangen wird [141], welche durch ein invasives Prozedere mdglicherweise beein-
flusst werden kdnnte. Im Gegensatz zu anderen oft benutzten invasiven Modellen, inklusive Lazeration,
Nadelpunktionen oder Toxin-induzierten Verletzungen, hat das hier verwendete Traumamodell jedoch kli-
nische Relevanz, da es die Komplexitat iatrogener Verletzungen, wie sie z. B. bei einer Hiftendoprothetik
auftreten, widerspiegelt. Da eine Hift-OP per se einen Eingriff darstellt und die MSC-Therapie zur Behand-
lung ihrer Folgen zukunftig in der Klinik eingefiihrt werden soll, ist dieses Traumamodell klinisch hochrele-

vant.

Aufgrund der guten Durchfiihrbarkeit und der positiven Vorergebnisse wurde der Ansatz autologe MSC
aus Knochenmark zu verwenden aus Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe tbernommen. Mit Bezug auf den
vorherigen Absatz kann zudem die Transplantation autologer MSC vollzogen werden, ohne die Notwen-
digkeit eine immunsuppressive Therapie einzuleiten [140]. Nebenbei wird diese Zellart auch generell als
sicher eingestuft [140]. Eine Entnahme von MSC bei Patienten wére zwar ebenfalls denkbar, jedoch misste
sich der Patient einer zuséatzlichen invasiven und ggf. schmerzhaften Prozedur unterziehen. Eine Therapie
mit autologen MSC ware demnach auch nur bei geplanten Eingriffen mdglich. Zudem weisen Stammzellen
von &lteren Individuen eine geringere biologische Aktivitat auf [143], sodass die Therapie fur &ltere Patien-
ten von geringerem Nutzen ware. Eine alternative Quelle stellen allogene Stammzellen dar, die beispiels-

weise aus Plazenten gewonnen werden [121].
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6.4 Ausblick

Abschlie3end sollen drei Aspekte veranschaulicht werden, die sich als mdgliche Ankniipfungspunkte der
hier durchgefiihrten Studie ergeben: 1. Die Weiterentwicklung des computergestitzten Verfahrens, 2. Die
genauere Untersuchung des systemischen Effekts und 3. Welche Malinahmen ergriffen werden kénnen,

um die Ubertragung der Stammzell-Therapie in die Klinik zu unterstiitzen.

1. Das zur Erhebung der Daten verwendete CSV hat zwei entscheidende Vorteile: Zum einen liefert es
zuverlassige Ergebnisse, zum anderen dokumentiert es im Vergleich zur manuellen Auswertung in einem
Durchlauf gleich mehrere Parameter. So wird neben der totalen Muskel- und Regeneratzelldichte auch der
minimale Feret-Durchmesser aller Muskelzellen erfasst. Dieser Messwert gibt den kleinsten Durchmesser
einer querangeschnittenen Zelle an, wodurch er unabhéngig der Muskelzellorientierung die tatséchliche

Zellgrolle am genauesten wiedergibt [118].

Eine Moglichkeit der Auswertung des minimalen Feret-Durchmessers besteht z. B. in der Erstellung von
Muskelzellhistogrammen einzelner Schnitte. Mit den so gewonnenen Informationen kdnnten die histologi-
schen Profile der Kontroll- und MSC-Gruppe ergénzt werden. Die Verarbeitung der in diesem Zusammen-
hang gewonnenen sehr grol3en Datenmenge bereitet momentan noch Schwierigkeiten, womit sich ein An-
knupfungspunkt fur ein eigenstandiges Forschungsprojekt bietet. Die Aufgabe kdnnte in einer Weiterent-
wicklung des Algorithmus bestehen, um die Daten fur eine Interpretation lesbar zu machen. Da das CSV
in der Open-Source-Software ImageJ entwickelt wurde, kann es problemlos von internen sowie externen

Arbeitsgruppen verwendet werden.

2. Die experimentellen Ergebnisse der Studie zeigten, dass auch kontralaterale unverletzte Muskeln eine
erhohte Muskelzelldichte aufwiesen, wenn MSC mittels Alginatgel auf verletzte Muskeln transplantiert wer-
den. Diese Beobachtung kdnnte darauf hindeuten, dass die lokale Verabreichung von MSC einen systemi-
schen Effekt hat. Bisher wurde dieser Effekt in keiner Studie explizit untersucht. Lediglich bei von Roth et
al. deutet sich ein méglicher Hinweis an, da die intra-arteriell applizierten MSC zu einer funktionellen Ver-
besserung verletzter Muskeln fiihrten, wobei die markierten Zellen in den traumatisierten Muskeln jedoch

nicht dargestellt werden konnten [137].

Weiterfuhrende Studien kénnten demnach untersuchen, ob es nach der Behandlung mit MSC zu einem
generellen Anstieg der totalen Muskelzelldichte in anderen Skelettmuskeln kommt. Au3erdem bieten sich
weitere Fragen an: Finden sich messbare Parameter im Blut, die einen systemischen Effekt bestatigen?

Ist eine Muskelverletzung Voraussetzung fir eine Muskelzellsteigerung durch MSC?

3. Nachdem die Translation in die Klink mit dem erfolgreichen Einsatz von MSC plazentarer Herkunft bei
Implantation einer Hifttotalendoprothese bereits stattgefunden hat [121], erscheint es sinnvoll, die beiden

vorangegangenen Aspekte bei zukinftigen klinischen Studien zu beriicksichtigen.

Falls es einen systemischen Effekt gibt, so sollte er vor dem Hintergrund mdoglicher Risiken bei einer Zell-
therapie mit in Betracht gezogen und untersucht werden. Die Auswertung von Muskelbiopsien kénnte zu-
dem mit dem hier entwickelten computergestitzten Verfahren durchgefiihrt werden. Eine im Rahmen des
23. Kongress des Wissenschaftlichen Beirats der Deutschen Gesellschaft fir Muskelkranke e.V. (DGM)

présentierte, erstmals durchgefihrte Analyse mit humanen Muskelquerschnitten hatte bereits
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vielversprechende Ergebnisse gezeigt (Abb. 34) [144]. Die Verwendung eines standardisierten Bildanaly-
severfahrens wirde dabei nicht nur die Auswertung erleichtern, sondern auch die Vergleichbarkeit zukinf-
tiger Arbeiten erhdhen.

Abbildung 34: Anwendung des Algorithmus auf humane Muskelquerschnitte. A = Ergebnismaske nach Anwen-
dung des ersten Makros; B = Manuelle Bearbeitung innerhalb des zweiten Makros; C = Ergebnismaske nach Anwen-
dung des zweiten Makros.
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