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PECH Pause-Eis-Compression-Hochlagern
RICE rest-ice-compression-elevation
NSAIDS non steroidal anti inflammatory drugs
MSC mesenchymal stem cells

MDSC muscle-derived stem cells

DNA deoxyribonucleic acide

RNA ribonucleic acide

mRNA messanger ribonucleic acide
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VSOP very small superparamagnetic iron oxide particles
MRT Magnetresonanztomographie
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IGF-I insulin-like growth factor-I

IGF-1I insulin-like growth factor-II
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PDGF platelet-derived growth factor

HGF hepatocyte growth factor

IL-1 Interleukin-1
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TNF-a tumor necrosis factor alpha

TGF-p transforming growth factor beta

MIP macrophage inflammatory protein
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GFP green fluorescent protein
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PE Musculus peroneus

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
FCS Fetales Kélber Serum
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Hintergrund

Bis heute gelten schwerwiegende Weichteilverletzungen in der Traumatologie als nur
unzureichend therapierbar. Durch Operationen oder Unfille verursachte Funktionsdefizite der
Muskulatur lassen sich in den meisten Féllen nicht wieder génzlich herstellen. Das gewiinschte
Niveau des Zustandes einer Wiederherstellung der gesunden Ausgangssituation, im Sinne einer
restitutio ad integrum, wird weder durch das aktuell vorherrschende Therapieregime, noch durch
experimentelle Ansédtze wie zum Beispiel den Einsatz von Wachstumsfaktoren erreicht.

Um die Ausgangssituation eines schweren muskuldren Quetschtraumas zu verstehen, bedarf es
eines gut verstandenen Tiermodells zur Analyse der Regenerationsvorgénge.

Hierfiir analysierten wir ein standardisiertes Quetschtrauma im Rattenmodell in Bezug auf die
Regenerationsvorgidnge im achtwochigen posttraumatischen Verlauf aus histologischer Sicht.
Dabei lag der Schwerpunkt der histologischen Analyse neben der eigentlichen Charakterisierung
des Traumaverlaufes in der Betrachtung der Fibrosebildung und der Angiogenese.

Es wurde bereits mehrfach bewiesen, dass die lokale Transplantation von mesenchymalen
Stammzellen (MSC) die muskuldre Regeneration, insbesondere bezogen auf die
Kontraktionskraft, fordert. Wir entwickelten eine Methode die transplantierten mesenchymalen
Stammzellen sowohl makro- als auch mikroskopisch zu verfolgen.

Um die Ursachen der verbesserten muskuldren Kontraktionskraft nach Stammzelltransplantation
zu verstehen, analysierten wir die Fibrosebildung und die Angiogenese nach Transplantation.
Methoden

Fiir die histologische Analyse des posttraumatischen Zeitverlaufes wurde der Musculus soleus
von Sprague-Dawley-Ratten in standardisierter Weise gequetscht. Danach wurde am 1., 2. und 4.
posttraumatischen Tag sowie eine, vier und acht Wochen nach dem Trauma der Muskel
histologisch untersucht. Um den allgemeinen posttraumatischen Verlauf zu analysieren wurde
die Himatoxylin & Eosin Farbung angewandt, fiir die Analyse der Fibrose wurde die Siriusrot
Féarbung und zur Auswertung der Angiogenese wurde ein immunhistochemische Farbeverfahren
fiir a-smooth muscle actin (a-SMA) verwandt.

Um die, vor der Transplantation mit very small ironoxid particles (VSOP) markierten,
mesenchymalen Stammzellen zu visualisieren, wurde die Berliner Blau Farbung eingesetzt. Die
Berliner Blau/Preussisch Blau Farbung ist dabei selektiv fiir Eisen und farbt somit die VSOP
selektiv an.

Um den Einfluss der MSC auf die posttraumatische Fibrosebildung und die Angiogenese zu

untersuchen, erfolgte eine Woche nach dem Trauma die Analyse der Préparate im Vergleich mit
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der Kontrollgruppe mittels der Siriusrot Farbung und der Immunhistochemie fiir a-SMA.
Hierbei wurde den Tieren der Kontrollgruppe Kochsalzlosung (NaCl) lokal injiziert.

Ergebnisse

Eine Woche nach dem Trauma fanden sich 40% lockeres Bindegewebe im traumatisierten
Muskelgewebe. Nach vier Wochen reduzierte sich der Gehalt an Bindegewebe auf 25% und
stagnierte an diesem Punkt bis zum letzten Messzeitpunkt, acht Wochen nach dem Trauma.

Die Gefdlldichte zeigte in der ersten posttraumatischen Woche einen Anstieg, im weiteren
Verlauf jedoch einen langsamen Abfall, als Zeichen einer langen Remodellingphase.

Die Lokalisation der mittels VSOP markierten MSC durch die Berliner Blau Farbung korrelierte
mit den makroskopischen Ergebnissen der MRT.

Einzelne Fusionsereignisse zwischen regenerierenden Muskelfasern und MSC konnten mittels
der Berliner Blau Féarbung beobachtet werden. Die lokale Transplantation von MSC zeigte
jedoch keinen signifikanten Einfluss auf die Fibrosebildung oder die Angiogenese.
Interpretation

Die posttraumatische Regeneration der Skelettmuskulatur folgt einem klaren histologischen
Zeitablauf.

Das Ausmal} der posttraumatischen Fibrose spielt eine wesentliche Rolle in der Regeneration
und kann nicht durch die lokale Transplantation von mesenchymalen Stammzellen
beeinflusst/reduziert werden.

Die Angiogenese weist eine lange Remodellingphase auf. Eine Beeinflussung durch die
transplantierten MSC findet nicht statt.

Die vereinzelt beobachteten Fusionsereignisse repréasentieren einen Teil des positiven Effektes
der transplantierten mesenchymalen Stammzellen auf die Regeneration, konnen aber auf Grund
threr Seltenheit nicht die Hauptursache sein. Um die Mechanismen der verbesserten
Regeneration nach Stammezelltransplantation zu verstehen, bedarf es weiterer Studien. Ein
Augenmerk sollte hierbei unter anderem der molekularen Ebene gelten, um unter anderem den

parakrinen Effekten der Zellen nachzugehen.
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ABSTRACT

Background and purpose

To investigate the situation after a severe muscle trauma a well understood animal model is
needed. To better understand the regenerative processes after a trauma, we completely analysed
the timecourse of the posttraumatic situation histologically for the time of eight weeks. Two
special targets were the amount of fibrosis and the angiogenesis.

It is allready proven that the local transplantation of mesenchymal stem cells (MSC) improves
muscle regeneration, especially the contraction force. A method of tracking the transplanted
mesenchymal stem cells histologically was established and a correlation with the macroscopic
findings with MRI was performed.

To understand the reason of improved force after local stem cell transplantation a histological
analysis in reference to fibrosis and angiogenesis after transplantation was made.

Methods

For the histological analysis of the time course of sceletal muscle injury soleus muscles of
Sprague-Dawley rats were traumatised in a standardized manner. Muscles were analysed at day
1, 2 and 4 and week 1, 4 and 8 after trauma. Haematoxylin & Eosin (H & E) staining was used
for a descriptive analysis, sirius-red staining was used for the analysis of fibrosis and an
immunohistological stain against a-SMA was used for the evaluation of vessel density.

For the visualisation of the transplanted VSOP-labeled MSC we used prussian-blue-staining. For
the visualisation of MSC, the cells were labeled with VSOP before transplantation. For the ex
vivo detection of the cells the prussian-blue-stain was used, which is selective for iron.

The amount of collagenous connective tissue and the vessel density were evaluated for animals
transplanted with MSC one week after trauma and control animals.

Results

One week after trauma loose connective tissue occupied 40 % of the traumatised muscle. The
connective tissue decreased to about 25 % in the fourth week, stagnating at this point up to the
eighth week.

Vessel density showed an increase of the angiogenesis in the first week, slowly decreasing in the
following weeks as a sign of a long remodelling phase.

The localisation of VSOP-labeled MSC via prussian-blue correlated with the macroscopic
findings in the MRI. Sporadic events of fusion between regenerating muscle fibers and
mesenchymal stem cells could be observed.

The local transplantation of mesenchymal stem cells did not have a significant influence on the

amount of fibrotic tissue or angiogenesis.
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Interpretation

The posttraumatic regeneration of skeletal muscle follows a clear histologic timecourse. The
substancial amount of fibrosis plays a main role in the regeneration and is not influenced/
reduced by the local transplantation of mesenchymal stem cells.

The observed fusion events may represent a part of the mechanism of action of MSC-therapy in

muscle injury. Nevertheless due to their rarity, further possible mechanisms have to be analysed.
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1.1 Muskulatur

Die Muskulatur reprisentiert im menschlichen Korper mit bis zu 45 % die grofite Gewebemasse
und kann funktionell und morphologisch in quergestreifte und glatte Muskulatur unterteilt
werden. Dabei wird die quergestreifte Muskulatur in Skelett- und Herzmuskulatur untergliedert.
Die Haupteigenschaft des Muskelgewebes ist die aktive Kontraktion des Aktin- und Myosin-
Gleitfilamentmechanismus auf molekularer Basis nach Huxley. Dabei fiihren die glatte und die
Herzmuskulatur autonome Bewegungen wie Darmperistaltik und Pumpfunktion des Herzens
aus, die Skelettmuskulatur hingegen fiihrt willkiirliche Bewegungen aus.

Das Muskelgewebe entwickelt sich in der Embryonalphase aus dem mittleren Keimblatt, dem
Mesoderm, wobei die glatte Muskulatur der Iris des Auges (Mm. dilatator und Mm. sphincter

pupillae) sowie die Myoepithelzellen einen ektodermalen Ursprung haben.

Die Skelettmuskulatur besteht aus ldnglichen Muskelfasern, welche aus Synzytien von
Muskelzellen bestehen und sich durch eine randstéindige Anordnung der Zellkerne auszeichnen.
Das Sarkoplasma besteht neben den zelluliren Grundelementen wie zum Beispiel den Golgi-
Apparaten und den Mitochondrien wiederum aus Myofibrillen, welche die kontraktilen Elemente
der Muskelfaser bilden. Die kontraktilen Untereinheiten der Myofibrille bilden dabei kettenartig
aneinander gereihte Sarkomere, welche die typische Querstreifung hervorrufen. Die willkiirliche

Innervation erfolgt direkt iiber motorische Endplatten.

Die Herzmuskulatur gilt auf Grund ihres Myofibrillenaufbaus zusammen mit der
Skelettmuskulatur als quergestreift. Gegeniiber der Skelettmuskulatur wird die Herzmuskulatur
jedoch vegetativ innerviert. Des Weiteren besteht eine Herzmuskelfaser aus Einzelzellen, den
Kardiomyozyten, welche wiederum einen zentralstindigen, meist singuldren Zellkern besitzen.
Ein weiteres Unterscheidungsmerkmal zur Skelettmuskulatur liegt in der Reizweiterleitung,

welche in den Herzmuskelfasern iiber in den Glanzstreifen liegende gap junctions funktioniert.

Die glatte Muskulatur hingegen weist iiberwiegend spindelartig geformte Zellen mit zentral
gelegenem Zellkern auf. Sie wird in single-unit- und multi-unit-Typen unterteilt, wobei der
single-unit-Typ tliber eine Spontanaktivitdt verfiigt. Die fiir die Kontraktion notwendigen Aktin-
und Mpyosinfilamente sind im Gegensatz zur quergestreiften Muskulatur nicht reguldr
angeordnet, weshalb sich glattes Muskelgewebe unter dem Polarisationsmikroskop anisotrop

darstellt. Das Hauptvorkommen der glatten Muskelzellen liegt in der Wandung innerer
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Hohlorgane und den BlutgefiBlen. Gegeniiber der Skelettmuskulatur ist die glatte Muskulatur
durch ihren speziellen Aufbau fahig eine tonische Dauerkontraktion ohne hohen Energieaufwand
oder eine schnelle Ermiidung aufzubauen, wobei die Reizleitung iiber gap junctions vermittelt

wird [1].

1.1.1 Skelettmuskulatur

1.1.1.1 Aufbau

Ein quergestreifter Muskel wird durch mehrere Bindegewebshiillen in Skelettmuskelfaserbiindel
unterteilt. Dabei umscheidet das Epimysium den gesamten Muskel und strahlt mit seinen
oberflachlichen Schichten in die Faszie ein. Zwischen Faszie und dem eigentlichen Epimysium
besteht in den meisten Féllen ein Verschiebeschichtspalt aus weniger straffem Bindegewebe.
Das Epimysium und die Faszie bestehen {iiberwiegend als Kollagen Typ I, welches
scherengitterartig angeordnet ist und damit eine ausreichende Stabilitit gewahrt.

Vom Epimysium ausgehend strahlen Blitter in die Tiefe ein und bilden das Perimysium
externum und internum, hauptsdchlich aus Kollagen Typ III und V bestehend. Die
charakteristische Faserung der Muskeln kommt durch das Perimysium externum zustande,
welches die Muskelfasern in Sekundérbiindel aufteilt. Feine Aufzweigungen dessen gliedern die
Sekundérbiindel wiederum in Primédrbiindel und werden somit als Perimysium internum
bezeichnet.

Die in den Primérbiindeln liegenden einzelnen Muskelfasern werden wiederum vom
Endomysium, hauptsédchlich aus Kollagen Typ III bestehend, umhiillt. Der kontinuierliche
Basalmembranschlauch, der jede Muskelfaser umbhiillt, setzt sich wiederum aus den retikuldren
Fasern des Endomysiums und der eigentlichen Basalmembran zusammen.

Die Hauptaufgabe des oben ausfiihrlich erlduterten Bindegewebsgeriistes liegt im
Uberdehnungsschutz des Muskels. Zusitzlich bildet das Bindegewebegeriist eine Leitstruktur fiir
Nerven und Gefdlle. Des Weiteren bietet das Kollagengeriist die Grundlage fiir den fiir die
Muskelkontraktion bendtigten Druckautbau.

Im Bereich des myotendindsen Uberganges weist der Muskel multiple fingerformige
Einstiilpungen der Zytoplasmamembran auf, an welchen die Basalmembran zusétzlich mit
Mikrofibrillen durchsetzt ist. Die Kollagenfibrillen der Sehne verflechten sich dort mit den
Mikrofibrillen der Basalmembran und gewihrleisten so eine feste Verankerung mit

entsprechender Stabilitit.
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Nahezu jeder Muskel, insbesondere der Musculus soleus, weist eine Area nervovasculosa auf,
tiber die GefdBe, Nerven und Lymphgefiae hilusartig eintreten, um sich dann als dichtes,

geschlossenes Kapillarnetz und motorische Endplatten an die Muskelfasern anzugliedern.

Das Synzytium Muskelfaser weist lichtmikroskopisch in der Hématoxylin-Eosin-Fiarbung eine
typische Querstreifung aus abwechselnd auftretenden hellen (I-Streifen inklusive Z-Streifen) und
dunklen Banden (A-Streifen inklusive H- und M-Streifen) auf. Die Querstreifung kommt durch
den inhomogenen Aufbau der Myofibrillen zu Stande. In einer quergestreiften Myofibrille
wiederholt sich regelméBig die kleinste Untereinheit, das Sarkomer. Elektronenmikroskopisch
lassen sich innerhalb der Myofibrille dicke Myosin- und diinne Aktinfilamente unterscheiden,
welche miteinander verzahnt sind. Die dicken Filamente befinden sich im A-Streifen, welcher
den mittleren Anteil des Sarkomers bestimmt und anisotrop/dunkel zur Abbildung kommt. Die
diinnen, isotropen/hellen Filamente, welche den I-Streifen bilden, haben die gleiche
Verlaufsrichtung wie die dicken Filamente. Sie sind mit einem Ende im Z-Streifen verankert und
ragen mit dem anderen Ende in die dicken Filamente des A-Streifens. Der Z-Streifen kann somit
als Verkniipfungsstelle der Sarkomere untereinander angesehen werden. Der Abschnitt des A-
Streifens, in dem keine Uberlappung von dicken und diinnen Filamenten besteht, also nur dicke
Filamente sichtbar sind, nennt sich H-Streifen. Der H-Streifen weist wiederum in der Mitte einen
feinen dunklen M-Streifen auf, der durch die Quervernetzung der Myosinfilamente zustande
kommt. Zusammengefasst kann die Streifenfolge in der kleinsten Untereinheit der Muskelfaser,
dem Sarkomer, wie folgt bezeichnet werden: Z-I-A-H-M-H-A-I-Z.

Zusétzlich zu den eben bereits erwédhnten Filamenten gibt es supradiinne, aus Nebulin und Titin
bestehende, parallel zu den Myofibrillen verlaufende Filamente, welche der Langsstabilisierung
der Sarkomere dienen.

Muskelfasern werden in extrafusale und intrafusale Typen unterschieden. Die intrafusalen
Muskelfasern, Fasertyp der Muskelspindeln, sind sehr diinn und fungieren als
Dehnungsrezeptoren und stellen die Empfindlichkeit der Muskelspindeln durch Spannungs- und
Langenanderung ein.

Die extrafusalen Muskelfasern, Fasertyp der Arbeitsmuskulatur, werden als Zuckungsfasern
bezeichnet und konnen sich innerhalb von Sekundenbruchteilen kontrahieren und wieder
erschlaffen.

Die Zuckungsfasern konnen wiederum in langsame (Typ-1) und schnelle (Typ-2) Fasern

unterteilt werden. Abgesehen von den Zuckungsfasern gibt es weiterhin noch Tonusfasern,
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welche jedoch nur in den Muskelspindeln und gering auch in den dufleren Augenmuskeln

vorkommen.

Typ-1-Fasern sind durch ihren hohen Anteil an Myoglobin dunkel, insgesamt schmal und weisen
eine reiche Blutversorgung, einen hohen Anteil an Neutralfetten und viele Mitochondrien auf.
Die Energiegewinnung der langsamen Muskelfasern erfolgt hauptsichlich durch oxidative
Phosphorylierung.

Typ-2-Fasern sind dicker, weisen weniger Mitochondrien auf und sind zur schnellen, kraftvollen
Kontraktion befdhigt, wobei die Hauptenergiegewinnung in der anaeroben Glykolyse liegt. Die
Typ-2-Fasern konnen wiederum in Typ-2-A, -B und -C unterteilt werden. Dabei bezieht sich die
Subklassifizierung auf die unterschiedliche Aktivitit der myofibrilliren Aktomyosin-ATPase

[1,2].

Der in dieser Arbeit untersuchte Muskel ist der Musculus soleus, ein schollenartiger Muskel der
vom oberen Drittel der Tibia und der Fibula entspringt, unter dem Musculus gastrocnemius
verlduft und mit dessen Sehne zusammen die Achillessehne bildet.

Der Musculus soleus zeichnet sich durch ein zentrales Einstrahlen der Gefdfle und eine zentrale
Anordnung der Nervenendplatten aus, womit eine komplette Traumatisierung des

Muskelgewebes unter Erhalt der Innervation und der Blutversorgung realisierbar war.

1.1.1.2 Regeneration

Durch thermische, mechanische oder chemische Noxen geschiddigtes Muskelgewebe besitzt die
Fahigkeit zur Regeneration auf Grund gewebespezifischer, mononukleédrer Satellitenzellen, von
denen der Grof3teil der Regeneration ausgeht. Im menschlichen Korper befinden sich circa 800
Satellitenzellen pro mm® Muskelgewebe, welche auch als organtypische Stammzellen bezeichnet
werden konnen [1,3]. Neben den Satellitenzellen existieren zusétzliche muscle-derived stem
cells (MDSC), welche im Falle eines Traumas aktiviert werden und durch Proliferation und
Differenzierung die Regeneration des Muskelgewebes unterstiitzen [4,5].

Mauro et. al. beschrieben 1961 erstmals die Existenz der Satellitenzellen und brachten sie mit
der muskuldren Regeneration als ,,schlafende Myoblasten* in Zusammenhang, welche unter der
Basalmembran liegen und nach einem Trauma aktiviert werden [7].

Die Aktivierung der Satellitenzellen erfolgt durch Wachstumsfaktoren wie fibroblast growth
factor (FGF), insulin-like growth factor (IGF), hepatocyte growth factor (HGF) und Interleukin

(IL)1 und -6, welche im Rahmen der Inflammation wihrend des Traumas freigesetzt werden. [7-
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11]. Die Aktivitdt der Satellitenzellen an sich kann wiederum durch den Tumornekrosefaktor-
alpha (TNF-a) inhibiert werden [6].

Nach der Teilung der Satellitenzelle bleibt eine der Zellen orststindig, um den Pool aufrecht zu
erhalten, die andere Zelle wandert in das verletzte Areal ein, um sich dort weiter zu einem
Myoblasten zu differenzieren, mit weiteren Myoblasten ein Synzytium und letzten Endes eine
Mpyofibrille zu bilden [3,7,12-14].

Srikuea et. al. stellten 2010 die These auf, dass es zwei verschieden weit differenzierte
Satellitenzellen im Pool geben muss. Sie wiesen anhand der mRNA von Myogenin nach, dass es
nach einem Trauma zwei Peaks gibt, einen nach 6 Stunden und einen nach 7 Tagen [15]. Diese
Angaben lassen vermuten, dass es bereits ,,wartende” Satellitenzellen gibt, die sich direkt
differenzieren konnen und dass es die bereits bekannte Population gibt, welche sich erst teilt um
dann eine Satellitenzelle ortsstindig zu lassen und die andere Zelle zur Differenzierung
freigegeben wird.

Hawke et. al. konnten im Mausmodell nachweisen, dass die Zellpopulation der Satellitenzellen
im Alter abnimmt [3,16-18]. Des Weiteren ist bewiesen, dass chronische Regenerationsprozesse
auf Grund stdndig vorherrschender De- und Regenerationszyklen, wie sie bei
Muskeldystrophien, zum Beispiel der Muskeldystrophie Typ Duchenne, vorkommen, den
Zellpool erschopfen [18]. Dabei ist der Zellpool eines 8-Jahrigen mit Muskeldystrophie Typ
Duchenne bereits auf die Grofle des Zellpools eines gesunden 80-Jéhrigen reduziert [3].

Die Aktivitdt der Satellitenzellen 14sst sich durch aktives Training erhohen [19,20], wohingegen
die Einnahme von NSAIDS ihre Aktivitit vermindert [21]. Des weiteren beeinflusst die
Intensitit eines Traumas die Aktivitit der Satellitenzellen [22].

Neben den Satellitenzellen gibt es noch weitere Stammzellpopulationen, die an der
Muskelregeneration beteiligt sind. Im Muskel selbst gibt es die sogenannte Side Population,
deren Zellen im Interstitium nahe der BlutgefaBe liegen [23]. Ob die Side Population eine
Subpopulation der Satellitenzellen, Satelliten-Progenitorzellen oder eine eigenstindige
Progenitorzellpopulation darstellt, ist noch nicht geklért [17,24]. Eine Interaktion dieser Zellen in
der Regeneration konnte jedoch nachgewiesen werden. Die Zellen der Side Population nehmen
wie auch die Satellitenzellen an der Regeneration teil und formieren neue Myotuben [23], eine
Interaktion zwischen der Side Population und den Satellitenzellen zur Auffiillung von deren Pool
erscheint denkbar [25].

Zuséatzlich werden im Falle eines ausreichend schweren Traumas mesenchymale Stammzellen,
hauptsdchlich aus dem Knochenmark, aktiviert und iiber die Blutbahn in das verletzte

Muskelareal gelockt und differenzieren dort zu Muskelzellen [26-31], wobei gemil Ferrari et. al.
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die angelockten myogenen Precursorzellen gegeniiber den Satellitenzellen die Hauptanzahl der
Zellen vor Ort ausmachen [18,32].

Umgekehrt konnen die MDSC unter Einbezug der Satellitenzellen in andere Gewebe ihrer
Zelllinie als auch in die ektodermale Linie iibergehen [13,33,34], oder bei entsprechend
schweren Traumata anderer Gewebe eben dorthin auswandern [35].

Zusammengefasst fungieren die muskeleigenen Stammzellen inklusive der Satellitenzellen sowie

die angelockten mesenchymalen Stammzellen als Hauptakteure der muskulidren Regeneration.

Der Heilungsprozess setzt wenige Stunden nach dem Trauma ein und kann grob in drei Phasen

unterteilt werden [1,7,16,36]:

1.) Degeneration/Inflammation

Nach dem initialen, durch das Trauma bedingte, Zerreilen der Muskelfasern und damit der
Zerstorung der Integritdt beginnt die Phase der Degeneration. Es kommt zu einem erhohten
Einstrom von extrazellulirem Kalzium nach intrazelluldr, worauthin die Zellen sich selbst
verdauen und die Nekrose eingeleitet wird. Die eigentliche Entziindungsreaktion beginnt in
den ersten sechs Stunden, wobei die Aktivierung der Satellitenzellen circa drei Stunden nach
dem Trauma einsetzt und ihren Hohepunkt nach zwdlf Stunden aufweist. Neben einer
ausgepragten Leukozyteninfitration wandert eine hohe Anzahl an Makrophagen ein, welche
den Debris beseitigt. Zusétzlich setzen die Makrophagen dabei die bereits oben erwédhnten
Faktoren frei, welche die Satellitenzellen zusétzlich aktivieren [9]. Die eigentlichen
regenerativen Prozesse werden jedoch durch die Ausbildung eines lokalen Hématoms

begrenzt, welches im Verlauf zusétzlich die Bildung von Narbengewebe fordert.

2.) Regeneration

Bereits ab Tag 3 sammeln sich die angelockten und aktivierten mononukledren Zellen des
peripheren Blutes in den zerstorten Muskelfasern und initiieren somit die eigentliche
Regenerationsphase. Durch die Fusion einzelner Myoblasten durch Verschmelzung der
Plasmamembranen und den iiberstindigen Membranen der zerstérten Myofibrillen, formen
sich zarte Myotuben aus, welche sich dann mit den intakten Abschnitten der verbliebenen
Myofibrillen vereinigen. Der Fusionshdhepunkt liegt ungefahr am 10. Tag nach dem Trauma
wobei die Satellitenzellen eine frithere Fusion als die angelockten mesenchymalen

Stammzellen aufweisen [18]. Neben der Neubildung von Myotuben kommt es zu einer
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vermehrten Einsprossung von Kapillaren. Die Regenerationsphase erfahrt ihren Hohepunkt

circa 2 Wochen nach dem initialen Trauma.

3.) Heilungsabschluss/Fibrose

Zwischen der zweiten und dritten posttraumatischen Woche beginnt iiberlappend mit den
Reparaturprozessen der Muskelfasern die Formation des lockeren Bindegewebes zu
Narbengewebe, welches den Endzustand des Heilungsprozesses darstellt. Die diinnen Anteile
der Muskelfasern vereinigen sich und es ldsst sich nun wieder das Bild einheitlicher, dicker

Muskelfasern nachweisen.

Abschlieflend lasst sich noch erwahnen, dass das Ausmal3 des Traumas erheblich das Ausmaf
des reparativen Prozesses beeinflusst. Je intensiver und ausgeprigter das Trauma, desto

langwieriger und ausgeprigter gestaltet sich die Regeneration [22].

1.1.2 Schédigung der Skelettmuskulatur

Die haufigsten Schiadigungen liegen im Bereich der Sportverletzungen, wobei die Verletzungen
der Skelettmuskulatur 10-55 % ausmachen und es sich in den hdufigsten Fillen um
Muskeliiberdehnungen, -zerrungen und Muskelrisse sowie Prellungen handelt [37-39].

Haufigste Ursache der Verletzungen ist ein bestehendes Missverhéltnis aus Belastbarkeit der
Muskulatur und der ihr zugemuteten Belastung, wobei die Belastung entweder eine akute oder
eine chronische Uberbelastung darstellt [37,40]. Bereits kleine, jedoch im Alltag ungewohnte
Belastungen fiihren durch Dehnung der sich im Kontraktionszustand befindlichen Muskulatur zu
Mikrotraumen, welche jedoch reversibel sind [3]. Von den indirekten Traumata der
Muskeliiberdehnungen und —zerrungen lassen sich direkte Verletzungen wie Kontusionen,
Schnitte oder Drucknekrosen unterscheiden, wobei es dabei héufig zu einer
Kontinuitdtsunterbrechung der Muskelfasern kommt [41]. Die mit Kontusionsverletzungen
hiufig einhergehende Gefahr des Kompartmentsyndroms, bei welchem der Gewebedruck durch
das posttraumatische Odem iiber den Kapillardruck steigt und somit eine Minderperfusion des
Muskelgewebes und folglich ein muskuldres Funktionsdefizit hervorruft, stellt ein groBes
Problem in der Versorgung von Weichteiltraumata dar [42,43]. Eine Mindervaskularisierung des
Muskels muss nicht unbedingt nur durch ein traumatisch bedingtes Kompartementsyndrom
hervorgerufen werden. Akute GefaBverschliisse im Rahmen angiologischer Erkrankungen oder

die intraoperative, gewollte Blutsperre erweisen sich ebenso als problematisch in Bezug auf den

15



EINLEITUNG

ischdmiebedingten Funktionsverlust der Muskulatur. Die Lénge der Ischdmie beeinflusst das
Ausmal} sowie die Dauer des muskuldren Regenerationsprozesses, im schlimmsten Falle kann
sie zu einer Amputation fithren [44-46]. Nach Beseitigung der Ursache der Ischdmie muss an
das Postrevaskularisationssyndrom gedacht werden, welches durch schwerwiegende
Elektrolytentgleisungen bis zum Multiorganversagen mit Todesfolge fithren kann [47].
Insgesamt ldsst sich feststellen, je grofer das Trauma, desto groBer das Regenerationsdefizit
[48,49].

AbschlieBend stellt das muskuldre Funktionsdefizit, bedingt durch die oben genannten Traumata/
Erkrankungen, ein groBes Problem in der Wiedererlangung der eigentlichen korperlichen

Integritat dar.

1.1.3 Therapie

1.1.3.1 State of the Art

Fithrendes Therapieregime bei Muskelverletzungen ist derzeit weiterhin die konventionelle
Behandlung mittels des PECH/RICE-Schemas (Pause, Eis, Compression, Hochlagern). Studien
tiber die Wirksamkeit des Schemas existieren nicht, es gibt lediglich fiir die einzelnen
Komponenten bestehende Studien. Hauptziel des PECH-Schemas ist die Begrenzung des lokalen
Schadens, durch zum Beispiel Reduktion der lokalen Einblutung und Vermeidung einer

Retraktion der verbliebenen Muskelstiimpfe [37,50-52].

1.) Pause/Rest

Bei Faser-/Muskelrissen sollte nach vorerst erfolgter Kryotherapie eine Schonung des
Muskelgewebes zur Vermeidung von Kontraktionen und somit Retraktionen der
Muskelstiimpfe erfolgen. Die Phase der Immobilisation liegt nach derzeitigem Wissenstand
und dem Ausmaf} der Verletzung zwischen 5-10 Tagen. In diesem Zeitraum bildet sich ein
stabiles Narbengewebe, welches die Muskelstiimpfe miteinander verbindet. Das einst von
Jarvinen et. al. postulierte Taping/Bandagieren zur Ruhigstellung wurde je nach Ausmal des

Traumas durch die Anwendung von Casts erginzt [51,53].

2.) Eis/Ice
Der von Dyment et. al. sofortig geforderte Einsatz von kryotherapeutischen Maflnahmen zur

Schadensausmaflbegrenzung konnte in der Literaturrecherche von Burgess et.al. als
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akuttherapeutisches Mittel zur Symptomlinderung und Heilungsbeschleunigung bestétigt
werden [50,54]. Die Arbeit von Schaser et. al. belegte ebenso den positiven Einfluss der
Kryotherapie im Rattenmodell, wobei die Reduktion der mikrovaskuldren Dysfunktion, der
Inflammation und der Nekrosenbildung nachgewiesen werden konnten [55].

Takagi et. al. wiesen hingegen im Rattenmodell eine verzogerte Heilung mit vermehrter
Bildung von Bindegewebe durch die verspdtete Inflammation mit folglich verzogerter
Aktivierung der Satellitenzellen nach und postulierten auf Grund dieser Ergebnisse den

Verzicht der Kiihlung [56].

3.) Kompression/Compression

Die Anwendung komprimierender MafBnahmen hat bisher keinen evident bewiesenen Effekt
auf die Heilung. Es wird davon ausgegangen, dass durch die Kompression die Ausbreitung
des Hdmatoms im Rahmen der traumatischen Einblutung verhindert wird. Thorsson et. al.
wiesen 1987 an jungen gesunden Athleten mit einer muskuldren Verletzung durch die
Anwendung moderater, lokaler Kompression eine Reduktion des intramuskulidren Blutflusses
um 50% nach [57]. Beziiglich der Mdglichkeit der Entstehung eines Kompartementsyndroms

gilt diesem Punkt des PECH-Schemas jedoch eine kontroverse Diskussion.

4.) Hochlagern/Elevate

Durch die Hochlagerung des verletzten Areals wird der arterielle Druck vermindert und der
vendse Riickfluss forciert, womit ebenfalls die Ausbildung eines Odems und somit die
Minderung des Gewebedruckes erreicht wird. Ausfiihrliche Studien zu diesem Therapiepunkt

existieren nicht.

Im Anschluss an das PECH-Schema wird eine baldige und =ziigige Mobilisation nach
Schmerzmaligabe gefordert, um die Regeneration der Muskelfasern durch zeitige und intensive
Kapillareinsprossung und Wiederherstellung der biomechanischen Eigenschaften zu
beschleunigen und zu fordern [37,51]. Neben den eben erwédhnten physikalischen Mallnahmen
erweist sich die kurzzeitige Einnahme von NSAIDs in der Akutphase zur Analgesie als niitzlich,

wirkt jedoch auf die Regeneration kontraproduktiv [58].

Als weitere TherapiemaBBnahmen stehen die Anwendung hyperbarer Sauerstofftherapie, der

therapeutische Ultraschall oder die operative Versorgung zur Option.
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Die operativen MaBnahmen kommen insbesondere bei Muskelrissen >50%, kompletten
Rupturen, der Myositis ossificans und bei groflen intramuskulidren Hidmatomen zum Einsatz,
wobei  sie  insbesondere bei  Nahtversorgung von Rissen eindeutig  bessere

Regenerationsergebnisse als die Immobilisation erzielen [37,59,60].

Zur hyperbaren Sauerstofftherapie gibt es nur wenige Studien. Best et. al. konnten 1998 im
Hasenmodell die Verbesserung der muskuldren Funktionalitidt nach 5-tdgiger Anwendung einer
60-miniitigen hyperbaren Sauerstofftherapie, begonnen 24 h nach dem Trauma, nachweisen [61].
Ein positiver Effekt auf die Heilung von Wunden konnte ebenfalls aufgezeigt werden [62,63].

Genauere Studien liegen derzeit jedoch nicht vor.

Die hidufige Anwendung des therapeutischen Ultraschalls bei Sportverletzungen entbehrt
ebenfalls eines begriindeten positiven Einflusses auf die Muskelregeneration. Rantanen et. al.
wiesen eine deutlich erhohte Aktivierung der Satellitenzellen in der frithen Regenerationsphase
durch die Anwendung von hochfrequenten Ultraschallwellen nach, eine vermehrte Bildung von
Muskelfasern konnte jedoch nicht nachgewiesen werden [64]. Objektivierbare Unterschiede
lieBen sich auch 2004 durch Wilkin et. al. nicht nachweisen, womit ein durch Patienten als
positiv. empfundener Effekt des therapeutischen Ultraschalls am ehesten auf die

Schmerzreduktion durch die Mikromassage zuriickzufiihren ist [65].

1.1.3.2 Experimentelle Ansitze

Die bisherigen experimentellen Ansétze in der Behandlung von Muskeltraumata lassen sich grob

in drei Kategorien unterteilen.

Antifibrotische Agenzien

Die Reduktion von Narbengewebe in der Heilungsphase flihrt zu einer deutlich verbesserten
Muskelfunktion. In der Literatur lieBen sich insbesondere zwei Agenzien, Suramin und Decorin
finden, welche {iber die Inhibierung des transforming growth factor § (TGF-f) der Bildung von
Narbengewebe entgegen wirken [66,67].

Suramin ist seit den 20er Jahren als Antiprotozoikum gegen die Schlafkrankheit bekannt. Chan
et. al. wiesen 2003 den positiven Effekt von Suramin auf die Regeneration der Muskelfunktion
nach, wobei Suramin TGF-B1, durch die kompetitive Bindung an den Rezeptor, inhibiert und

somit eine Verminderung der Fibroblastenaktivierung nach sich zieht [66].
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Foster et. al. und Jarvinen et. al. konnten durch die Hemmung der Fibroblastenaktivitéit durch
Decorin, ebenfalls iiber die Inhibierung von TGF-f1, eine Reduktion des Narbengewebes

nachweisen [67,68].

Einsatz von Wachstumsfaktoren

Eine weitere Methode zur Stimulierung der Regeneration ist der gezielte Einsatz von
Wachstumsfaktoren. Allen et. al. konnten in vitro belegen, dass die Anwendung von insulin-like-
growth factor I (IGF-I) und fibroblast growth factor (FGF) die Aktivierung von Satellitenzellen
stimuliert, TGF-p hingegen die Proliferation und Differenzierung schwicht bis sogar hemmt
[69]. In weiteren Versuchen wurde der positive Einfluss von IGF-I und II, epidermal growth
factor (EGF), FGF, granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) und platelet-derived growth
factor (PDGF) auf die Aktivierung von Satellitenzellen bestérkt, wobei in den meisten Fillen die
Wachstumsfaktoren einzeln oder in Kombination -eingesetzt wurden [10,11,36,70,71].
Zdanowicz et. al. konnten durch den Einsatz von IGF-I in Mausen mit Muskeldystrophie Typ
Duchenne, deren Muskelproteinhaushalt durch eine katabole Lage gekennzeichnet ist, den
Muskelproteinhaushalt in Richtung anabole Lage steuern, was eine vermehrte Benutzung der
Hinterlaufe der dystrophen Méause bewirkte [72].

Des Weiteren zeigte der Einsatz von Erythropoetin (EPO) einen positiven Effekt auf die
Regeneration, indem die Kapillardichte und die Satellitenzellaktivitit gesteigert und die

Leukozyteninfiltration vermindert wurde [73].

Stammzelltransplantation

Die in vielen Geweben postnatal vorkommenden adulten Stammzellen lassen sich in 2

Kategorien einteilen:
- lineage comitted: determinierte, als bereits organspezifisch geltende
Progenitorzellen
- lineage uncomitted: wiederum in Epiblasten-artige Stammzellen und Stammzellen
der drei embryonalen Keimblétter unterteilt, wobei die Epiblasten-artigen
Stammzellen pluripotent und die Stammzellen des Ekto-, Meso- oder Endoderms
multipotent sind.
Das heif}t, dass sich die pluripotenten Epiblasten-artigen Stammzellen noch in alle
Zelllinien entwickeln konnen (Pluripotenz), die multipotenten Stammzellen des Ekto-,
Meso- oder Endoderms konnen sich jedoch nur in Zelllinien ihres vorgegebenen

Keimblattes differenzieren (Multipotenz) [74,75].
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Bittner et. al. gelang es im Mausversuch, die Ansiedlung mesenchymaler Stammzellen aus dem
Knochenmark im Muskelgewebe nachzuweisen. Grundlage dieser Studie sind die
Muskeldystrophien, charakterisiert durch permanente De- und Regeneration von Muskelgewebe
mit der dauerhaften Notwendigkeit myogener Progenitorzellen. Er stellte die Hypothese auf, dass
es sich bei dem Pool der myogenen Progenitorzellen auch um rekrutierte, zusitzliche,
undifferenzierte Stammzellen handeln muss, wie zum Beispiel dauerhaft rekrutierbare
mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark. In seinem Experiment erhielten weibliche
gesunde und weibliche dystrophe (mdx) Mause das Knochenmark von gesunden ménnlichen
Maiusen. Nach 70 Tagen wurden Proben vom Skelett- und Proben vom Herzmuskel untersucht.
Die gesunden weiblichen Méduse wiesen keine Myonuclei mit Y-Chromosomen auf, die kranken
(mdx) Maiuse zeigten in allen Proben Y-Chromosomen Signale in den Zellkernen, womit Bittner
et. al. bewiesen, dass mesenchymale Stammzellen aus dem Knochenmark in die myogene Linie
differenzieren konnen [76].

2003 wiesen Brazelton et. al. iiber die Markierung der mesenchymalen Stammzellen mittels
green flourescent protein (GFP) ebenfalls die Aufnahme der Zellen in die Skelettmuskulatur
nach. Hierbei erhielten gesunde Méuse eine Bestrahlung, womit deren Knochenmark zerstort
wurde. Daraufthin wurden mittels GFP markierte MSC intravends appliziert. Die Mause wurden
16 Monate beobachtet, ein Trauma wurde nicht zugefligt. Die Auswertung zeigte eine
Ansammlung der GFP markierten mesenchymalen Stammzellen in der quergestreiften
Muskulatur. Dabei fanden sich gravierende Unterschiede in der Verteilung. Die meisten Muskeln
wiesen eine Aufnahme von unter 1% auf, der Musculus panniculus carnosus, ein subcutaner, den
Rumpf ummantelnder quergestreifter Muskel, zeigte eine Aufnahme von 5% [31]. Der Musculus
panniculus carnosus zeichnet sich durch eine hohe kontraktile Aktivitdt aus und weist ein hohes
Regenerationspotential auf. FEin hierbei vermuteter Zusammenhang zwischen der
Regenerationsfahigkeit und der Einwanderung mesenchymaler Stammzellen, fiithrt zu der
Hypothese, dass ein Trauma die Einwanderung mesenchymaler Stammzellen begiinstigt.

Im Herzmodell gelang es, einen positiven Effekt auf das Remodelling nach Herzinfarkt iiber die
Verminderung der Steifigkeit des Narbengewebes und vermehrte Angio- und Myogenese
nachzuweisen [77-79]. Dabei wurden die Koronargefile von Ratten ligiert und humane
mesenchymale Stammzellen direkt in das ischdmische Myokard injiziert oder per Tragermatrix
eingebracht. Zwischen den unterschiedlichen Applikationsformen lie8en sich keine signifikanten
Unterschiede finden.

In der Skelettmuskulatur konnten Irintchev et. al. 1997 erstmals durch die Implantation von

Myoblasten in einen durch Kalte geschiddigten Muskel im Rattenmodell einen Kraftzuwachs
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nachweisen [80]. Matziolis et. al. transplantierten autologe mesenchymale Stammzellen in einen
mittels Quetschung schwer verletzten Muskel der Ratte und wiesen ebenso einen Kraftzuwachs

gegeniiber der unbehandelten Seite nach [81].

1.2 Zielsetzung und Hypothesen der Arbeit in unserer Arbeitsgruppe

1.2.1 Ziele

Primérziel dieser Arbeit war es das 2006 neu etablierte und standardisierte Trauma des Musculus
soleus histologisch zu charakterisieren. In der Literatur fanden sich bisher unterschiedliche
Traumamodelle, von segmentaler Schidigung eines Muskels [12], bis zur totalen Zerstorung
eines Muskels [82], jeweils ohne Beriicksichtigung der fiir die Regeneration entscheidenden
myoneuralen Verbindungen. Der Erhalt der GefaB3-/Nervenversorgung und somit auch der
Endplatten ist maBgebend fiir die muskuldre Regeneration [83-85] und wurde in dem
vorliegenden Modell realisiert. Durch die besondere Anatomie des Musculus soleus, mit einem
zentralen GefdB-/Nervenbiindel, konnte die Aufrechterhaltung der Leitstruktur gewéhrleistet

werden. Es erfolgte die Quetschung der distal und proximal davon gelegenen Muskulatur.

Als Sekundérziel gilt die histologische Verfolgung/Detektion transplantierter mesenchymaler
Stammzellen. Die dabei verwendeten Stammzellen wurden vorher durch Eisennanopartikel
markiert und eine Woche nach Trauma transplantiert und konnten somit einerseits
makroskopisch in der MRT [86,87] und andererseits mikroskopisch nachgewiesen werden. Eine
Korrelation der makroskopischen Ergebnisse aus der MRT und der hier gewonnenen

histologischen Ergebnisse war hierbei ebenfalls Sekundérziel dieser Arbeit.

Als letzten Punkt galt es den Einfluss lokal transplantierter mesenchymaler Stammzellen auf
histologischer Ebene zu untersuchen. Die Vorarbeit von Matziolis et. al. zeigte einen
Kraftzuwachs des Musculus soleus um 14% nach lokaler Transplantation autologer MSC [81].
Die direkte Ursache des Kraftzuwachses ist bisher unklar. Wir postulieren, dass eine mdgliche
Ursache in der Reduktion von Narbengewebe oder in einer vermehrten Angiogenese liegen

konnte. Diese beiden Punkte wurden abschlieBend in der vorliegenden Arbeit untersucht.
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1.2.2 Hypothesen

Die Hypothesen lassen sich in folgende Untergruppen unterteilen:

Zeitlicher Verlauf der Muskelregeneration des Musculus soleus nach standardisiertem Crush-

Trauma:

- Die Regeneration durch ein Crush-Trauma verletzter Skelettmuskulatur folgt

beziiglich der Entwicklung von Fibrose und Angiogenese einem klaren Zeitverlauf.

Tracking lokal transplantierter MSC unter folgenden Gesichtspunkten:

- Die makroskopisch mittels MRT visualisierten MSC lassen sich mikroskopisch

beziiglich ihrer Lokalisation und Verteilung korrelieren.
- Die lokale Transplantation autologer MSC

= verringert die posttraumatische Fibrose.

= zeigt einen positiven Einfluss auf die Angiogenese.

Im Folgenden gliedern sich die Abschnitte jeweils adaptiert an die Untergruppen, wie folgt in:

Traumacharakterisierung

MSC-Transplantation
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2  MATERIAL UND METHODEN
2.1 IN VIVO UND IN VITRO

2.1.1 Traumacharakterisierung

Versuchsautfbau

Alle Tiere erhielten ein offenes Crush-Trauma des linken Musculus soleus [81]. Es erfolgte eine
Einteilung der Tiere in Gruppen, wonach gruppenweise die Kontraktionskraft des Muskels
gemessen sowie eine sequenzielle MRT-Darstellung desselben in vivo 1, 4 und 8 Wochen post
traumam erfolgte. Daraufhin erfolgte die Euthanasie der Tiere und der Musculus soleus beider

Seiten wurde der Histologie zugefiihrt.

Versuchstiere

Fiir die Versuche wurden 36 ménnliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem Gewicht von 450 -
550 g (Charles River, Sulzbach, Deutschland) herangezogen. Die Versuche erfolgten unter
standardisierten Bedingungen unter einer Raumtemperatur von 25° C, wobei die Tiere freien
Zugang zu Futter (Altromin Pellets, Altromin-GmbH, Lage, Deutschland) und Wasser (ad
libitum) hatten und an einen normalen Tag-Nacht-Rhythmus angepasst waren. Die
Versuchsreihen wurden nach den Richtlinien fiir die Durchfiihrung von Tierversuchen unter
Einhaltung des Tierschutzgesetzes (§2 und §8) durchgefiihrt.

Es erfolgte eine Einteilung der Ratten in 3 Obergruppen. Die erste Gruppe bestand aus 18 Ratten,
welche insgesamt in drei Gruppen a 6 Tieren aufgeteilt wurden. In dieser Gruppe erfolgte die
Kraftmessung und die anschlieBende histologische Auswertung nach 1, 4 und 8 Wochen.

Die zweite Gruppe bestand aus 6 Tieren, bei denen eine Auswertung mittels MRT nach 1, 4 und
8 Wochen erfolgte.

Die letzte Gruppe bestand aus einer Aufteilung der Ratten in jeweils drei Untergruppen a 4

Ratten, wobei hier die histologische Auswertung an Tag 1, 2 und 4 erfolgte.
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Kraft Kraft Kraft | Histo | Histo | Histo | MRT | MRT | MRT

Histo Histo Histo

Gruppe W 4W 8W 1d 2d 4d W 4W 8W

Anzahl 6 6 6 4 4 4 6

Tabelle 1:Einteilung der Ratten zur histologischen, biomechanischen und MR-morphologischen

Auswertung im zeitlichen Verlauf nach Crush-Trauma.

Traumatisierung

Zur Setzung des Traumas wurden die Ratten mittels einer subkutanen Injektion aus einer
Mischung von 0,15 ml Ketamin und 0,15 ml Xylazin 2% auf 0,2 ml 0,9% Kochsalzlosung
betdubt und anschlieBend das linke Bein rasiert.

Nach der Rasur erfolgte die Desinfektion des Hautareals mit Povidon-Jod. AnschlieBend wurde
ein 2 cm langer Hautschnitt von der Achillessehne bis zum lateralen Kopf des Musculus
gastrocnemius gesetzt, der Musculus soleus identifiziert und freiprapariert/mobilisiert.

Das Quetschtrauma wurde mittels einer Arterienklemme (Aesculap, Tuttlingen, Deutschland),
deren Branchen mit einem Polyethylenschlauch zum Schutz der Faszie iiberzogen waren,
durchgefiihrt.

Dabei wurde das erste Trauma direkt proximal der Achillessehne gesetzt, direkt an das erste
Trauma angeschlossen wurden weitere drei Traumata. Es erfolgte eine Aussparung des
GefaBnervenbiindels (trapezformig mit 3 mm Basis am Hilus und 2 mm am lateralen Rand). Drei
weitere Traumata wurden proximal davon gesetzt. Insgesamt wurde die Klemme jeweils fiir 20
Sekunden auf der dritten Stufe geschlossen gehalten.

Der Druck bei geschlossenen Branchen entspricht 112 + 5,1 N (Daten aus Voruntersuchungen
mittels Materialpriifgerdt Zwick 1455 (Zwick GmbH, Ulm, Deutschland)).

Nach mehrmaliger Spiilung mittels NaCl erfolgte der schichtweise Wundverschluss. Unmittelbar

postoperativ sowie 24 h danach erfolgte eine Analgesie mittels Rimadyl.
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Abbildung 1: Innervation und Blutversorgung des Musculus soleus. Pfeilspitzen: laterale
Begrenzung des M. soleus (SO), Pfeil: neurovaskuldres Biindel kommend vom
M.gastrocnemius (GM), in den SO medial eintretend, die Pfeilspitze zeigt auf den

Nerven, PE: Musculus peroneus, Sternchen: Achillessehne.

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Musculus soleus, seiner zentralen Area

nervovasculosa und der traumatisierten Bereiche.
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Muskelkraftmessung

Die 18 der Muskelkraftmessung zugefiihrten Tiere erhielten erneut die bereits oben erwihnte
subcutane Anésthesie. Es erfolgte die Priparation des Nervus ischiadicus sowie des Musculus
soleus beidseits. Der Musculus soleus wurde von der Achillessehne abgesetzt, die Tiere im
Messgerit (Experimentria, Budapest, Ungarn) fixiert und der Musculus soleus mittels Naht an
den Kraftmesser angeschlossen. AnschlieBend erfolgte die Stimulation des Nervus ischiadicus
mit einer Stromstirke von 9 mA und einer Frequenz von 75 Hz (bipolar) fiir 0,1 Sekunden, 5 x
mit 5 Sekunden Abstand fiir die fast-twitch Auswertung sowie fiir 3 Sekunden, 5 x, ebenfalls im
5 Sekundenintervall zur Messung der tetanischen Kontraktionskraft.

Nach Ende der Messung wurden die Tiere mittels einer Uberdosis Anisthetika euthanasiert und

fiir die histologischen Farbungen vorbereitet.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Muskelkraftmessung.

MRT

6 Tiere wurden 1, 4 und 8 Wochen nach dem Trauma einer MRT-Untersuchung unterzogen.
Hierbei wurden die Tiere mittels einer Inhalationsnarkose (Isofluran/O;) anésthesiert und
anschliefend mittels eines 7 Tesla Kleintier-MRT (Pharmascan 70/16, Bruker, Ettlingen,
Deutschland) unter Kreislaufiiberwachung untersucht, verwendet wurde eine 68 mm Spule. Der
Untersuchungsbereich bezog sich auf den Unterschenkel vom Kndchel bis zum Tibeaplateau. Es
wurden T1 und T2 Sequenzen (T1: TR/TE: 1000/10.6 ms; scan time 12 min; T2: TR/TE:
6351.6/75.6 ms; scan time 12 min) in einer Auflosung von 176 x 176 um in einer Schichtdicke

von 500 pm angefertigt und mittels ImagelJ (Version 1.38i, NIH, USA) ausgewertet.
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2.1.2 MSC-Transplantation

Versuchsaufbau

Alle Tiere erhielten das unter 2.1.1. beschriebene Trauma. Im Unterschied zum dort
beschriebenen Trauma erfolgte 14 Tage zuvor eine Knochenmarksbiopsie aus der Tibia mit
anschlieBender, dreiwdchiger Selektion und Kultivierung der mesenchymalen Stammzellen tiber
Plastik-Adhédrenz. Sieben Tage nach dem erfolgten Trauma wurden dann die kultivierten
Stammzellen in den Musculus soleus implantiert wobei einer Kontrollgruppe Kochsalzlosung
(NaCl) injiziert wurde.

Nach Transplantation erfolgte wie auch schon in der Traumacharakterisierungsgruppe die

biomechanische, histologische und MR-morphologische Auswertung.

Versuchstiere

Insgesamt wurden in diesem Versuch 42 weibliche Sprague-Dawley-Ratten (140-160 g) (Charles
River, Sulzbach, Deutschland) herangezogen. Es erfolgte die Einteilung der Tiere in insgesamt
sieben Gruppen, mit einer Hauptunterteilung in zwei Obergruppen ,,MRT* und ,, Kraftmessung*®,

wobei die Tiere in jeder dieser Obergruppen jeweils Stammzellen oder NaCl erhielten.

Biopsie/Kultivierung

Am Tag 0 der Versuchsreihe erfolgte unter sterilen Kautelen die Entnahme von Knochenmark
aus der Tibia der Ratten unter oben genannter Anisthesie. Nach Zentrifugierung der Proben
erfolgte die Aussaat in Zellkulturflaschen und die Kultivierung in DMEM + 10% FCS +
Penicillin-Streptomycin (Pen/Strep) (PAA, Pasching, Osterreich). Die Kultivierung der
Stammzellen erfolgte fiir insgesamt drei Wochen und die Differenzierungsfahigkeit wurde in

osteogenem und adipogenem Medium nachgepriift.

Traumatisierung

Die Applikation des Traumas erfolgte in identischer Weise wie bereits in der
Traumcharakterisierungsgruppe beschrieben wobei die Anzahl der Quetschungen auf Grund der

hier kleineren Tiere auf 3 + 2 statt 4 + 3 reduziert wurde.
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Stammzellmarkierung

Es erfolgte zum einen die Markierung der Stammzellen mittels VSOP (zur Detektion der Zellen
im MRT durch die ferromagnetischen Eigenschaften der Partikel), zum anderen wurden die
Zellen zweier Tiere zusétzlich mit Hoechst 33342 markiert. Der Farbstoff wurde hierzu mit
einem Integra Mikrofilter (Integra Biosciences, Fernwald, Deutschland) sterilisiert und nach der
Markierung der Zellen mit den VSOP fiir 5 Minuten in einer Konzentration von 7,5 pg/ml auf
die Zellen gegeben, um die Zellkerne spezifisch zu markieren. Die Markierung erfolgte

unmittelbar vor der Transplantation.

Transplantation

An Tag 21, also eine Woche nach Trauma, wurden die markierten Zellen unter Narkose den
Tieren lokal implantiert. Hierfiir wurde die Narbe um circa 5 Millimeter wieder eréffnet, der

Musculus soleus dargestellt und die Zellen von distal in den Muskel injiziert.

Muskelkraftmessung

An Tag 42  erfolgte die  Muskelkraftmessung, identisch zur in  der
Traumacharakterisierungsgruppe beschriebenen Messung. AnschlieBend wurden die Tiere

euthanasiert und zur Histologie iiberfiihrt.

MRT

Die Ratten wurden vor der Transplantation einer MRT-Untersuchung zugefiihrt. Nach der
Transplantation erfolgten die MRT-Untersuchungen am Tag 1, 4, 7, 14 und 21. Eine Ratte erhielt
weitere Untersuchungen an den Tagen 28, 35 wund 42 zur Uberprifung der

Langzeitnachweisbarkeit.

Abbildung 4: Kleintier-MRT, 7 Tesla.
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Vorbereitung zur Histologie

Fiir die Vorbereitung der Muskeln zur Paraffin-Weiterverarbeitung erfolgte die Konservierung in
4% Formaldehydlosung.

Fiir die Vorbereitung der Kryo-Schnitte erfolgte nach einer Vorspiilung mit 100 ml PBS eine
transkardiale Perfusion mit 200 ml einer 4% PBS gepufferten Glutaraldehydlosung (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland). Danach wurden die Muskeln entnommen und zwei Minuten in

fliissigem Stickstoff gekiihltem 2-Methylbutan kryokonserviert.

2.2 EXVIVO

2.2.1 Versuchsgruppen

2.2.1.1 Traumacharakterisierung

In die deskriptive histologische Traumacharakterisierung flossen die histologischen Ergebnisse
von insgesamt 30 Ratten ein. Das Trauma wurde an den Tagen 1, 2 und 4 mit jeweils 4 Ratten

und langfristig nach 1, nach 4 und nach 8 Wochen mit jeweils 6 Ratten ausgewertet.

Neben der deskriptiven Auswertung erfolgte die histomorphometrische Analyse zum Zeitpunkt
der Wochen 1, 4 und 8. Hierbei bezog sich die Auswertung auf den zeitlichen Verlauf der

Fibrose und der Angiogenese.

2.2.1.2 MSC-Transplantation

Insgesamt erfolgte die Auswertung dieser Versuchsreihe mit 30 Ratten.

Die deskriptive Auswertung bezieht sich hierbei auf den Nachweis der mittels VSOP markierten
Stammzellen. Es wurden hierzu insgesamt 10 Tiere verwendet, welche mittels VSOP markierte
transplantierte Stammzellen enthielten. Als Negativprobe wurden 2 Tiere aus der mit NaCl
behandelten Gruppe herangezogen.

Des Weiteren erfolgte die deskriptive Auswertung zweier Ratten, welche zusétzlich mit dem
fluoreszierenden Kernfarbstoff Hoechst markiert waren.

Zusétzlich erfolgte die histomorphometrische Analyse der Muskeln von 20 weiteren Ratten

wobei es sich dabei um 10 Tiere handelte, denen 1 x 10° Zellen transplantiert wurden und um 10

29



MATERIAL & METHODEN

Tiere, denen als Kontrollgruppe statt der Zellen 20 ul physiologische Kochsalzlosung lokal

injiziert wurde. Die histomorphometrische Auswertung erfolgte vier Wochen nach dem Trauma.

Im Folgenden wird auf die Einteilung in die zwei Gruppen ,,Traumacharakterisierung® und
»MSC* verzichtet, da es sich um die Beschreibung der einzelnen Methoden handelt, welche

anteilig in beiden Gruppen angewandt wurden.

2.2.2 Aufbereitung der Priparate

2.2.2.1 Paraffin

Die entnommenen Muskelpriparate wurden fiir vier Tage in einer 0,4% Formalinlosung fixiert.
Danach wurden sie maschinell mit Hilfe eines Entwésserungsautomaten (Leica TP 1020, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) nach folgendem Schema fiir drei Tage entwissert:
1 x70 %, 2 x 80%, 2 x 96%, 3 x 100% Alkohol, 2 x Xylol, 2 x Paraffin.

AnschlieBend erfolgte die achsgerechte Einbettung in Paraffin (Paraplast Plus Tissue Embedding
Medium, Tyco Healthcare, Masfield, USA). Dazu wurden die Préparate aus dem
Kunststoffbehédlter entnommen, in einer metallenen Gussform achsengerecht mit der
Schnittfliche nach unten in fliissigem Paraffin aus dem Paraffinbad (Leica EG 1120, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) eingebettet und mit dem beschrifteten
Kunststoffbehélter versehen, womit eine regelrechte Kennzeichnung von Beginn an garantiert
wurde. Die Paraffinprdparate hirteten im Anschluss auf der Kiihlplatte (Leica EG 1300, Leica
Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) bei -12° C aus, wonach die metallene Gussform

entfernt werden konnte.

2.2.2.2 Kryo

Das mittels fliissigem Stickstoff kryokonservierte, auf einem Korkpléttchen aufgespannte

Préaparat wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -8° C tief gefroren autbewahrt.
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2.2.3 Anfertigung der Schnitte

2.2.3.1 Paraffin

Um die Ausdehnung des Paraffins bei Erwdrmung zu verhindern, erfolgte eine stetige Kiihlung
mittels eines Eisblockes, womit ein akkurates Schneiden der Blocke moglich war. Die Blocke
wurden mit der Schnittfliche parallel zum Messer des Rotationsmikrotoms (Leica RM 2125,
Leica Microsystems, Nussloch GmbH, Deutschland) eingespannt. Nach Aufsuchen der
optimalen Schnittfliche durch entsprechendes Einstellen der Blockwinkel wurden 4 um
Serienschnitte angefertigt. Die Schnitte wurden dann mittels Pinsel und Sonde in ein 20° C
warmes Wasserbad iiberfiihrt, mit einem feinen Pinsel weitmdglichst geglittet, von einander
getrennt und auf beschriftete Objekttriger (Marienfeld, Histo Bond Adhidsions-Objekttrager 75 x
25 x 1 mm) aufgezogen. Zur weiteren Gléittung wurden die auf den Objekttrigern haftenden
Schnitte in ein 45° C warmes Wasserbad (Leica HI 1210, Leica Microsystems, Nussloch GmbH,
Deutschland) tiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte die Trocknung bei 37° C im Brutschrank. Um
eine ausreichende Haftung der Priparate am Objekttriger zu erzielen, wurden die Priparate fiir

zweil Tage im Brutschrank belassen.

2.23.2 Kryo

Die tief gefrorenen Préparate wurden am Kryostaten (Microm HM 560, MICROM International
GmbH, Walldorf, Deutschland) in 10 pum dicke Schnitte geschnitten und durch Wérme auf
Objekttrager aufgezogen. AnschlieBend erfolgte eine Spiilung in Aceton. Nach erfolgter
Lufttrocknung wurden die Schnitten wieder der Tiefkiihlung liberfiihrt.

2.2.4 Vorbereitung zur Firbung

2.2.4.1 Paraffin

Alle Paraffinschnitte wurden fiir 2 x 10 Minuten in Xylol entparaffiert. Danach wurden sie in
einer absteigenden Alkoholreihe nach unten stehendem Schema rehydriert und anhand der

Inkubation mit Aqua destilata (Aqua dest.) an das wissrige Farbemedium angepasst.

2 x 100% Alkohol je 2 Minuten
1 x 96% Alkohol je 2 Minuten
1 x 80% Alkohol je 2 Minuten
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1 x 70% Alkohol je 2 Minuten
1 x Aqua dest. fiir 2 Minuten

2.24.2 Kryo

Die Gefrierschnitte wurden ebenfalls in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert und mittels
Aqua dest. dem wissrigen Farbemedium angepasst. Es entfielen hier als Unterschied lediglich

die Xylolbdder, da keine Entparaffinierung von Néten ist.

2.2.5 Farbungen

2.2.5.1 Konventionelle histologische Firbungen

2.25.1.1 HE

Fir die deskriptive Histologie wurden die in Paraffin eingebetteten Prdparate mit der
Hamatoxylin-Eosin-Methode geférbt. Die HE-Féarbung ist eine Succedanfiarbung, das heift es
wird nacheinander gefiarbt. Aus Hématoxylin, einem aus Blauholz gewonnenen
Pflanzenfarbstoff, wird iiber Oxidation und Zugabe von Alaunen der Farbstoff Hamalaun
hergestellt. Der positiv geladene Farbstoff farbt die basophilen Zellbestandteile wie die DNA des
Kernchromatins, die RNA des rauen endoplasmatischen Retikulums und die sauren
Glykosaminoglykane des hyalinen Knorpels. Dabei lagern sich die positiv geladenen
Komplexverbindungen des Hé&malaun an die negativ geladenen Phosphatgruppen der
Nukleinsduren. Das tietblaue Fiarbeergebnis der Kerne wird durch Einstellen des pH-Wertes >3
mit Hilfe des Leitungswassers erreicht. Dieser Schritt bezeichnet das sogenannte Blauen. An den
damit abgeschlossenen progressiven Teil der HE-Féarbung schliefit sich der regressive Teil, die
Eosin-Fiarbung. Das negativ geladene Eosin gehort der Fluoreszin-Gruppe an und bindet sich
iiber elektrostatische Adsorption an die positiv geladenen Gewebsbestandteile, womit die
rotliche Plasmafirbung zustande kommt. Regressiv bedeutet hier, dass erst iiberfarbt und dann

differenziert wird.
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Abbildung 5: Hdamatoxylin-Eosin-Fdrbung des Musculus soleus nach Transplantation VSOP
markierter MSC 21 d nach der Transplantation. Die VSOP erkennt man an braun-goldenen

Partikelansammlungen.

Durchfiihrung:
* Héamatoxylin nach Harris fiir 7 Minuten
* 3 x Spiilen in Aqua dest.
e HCI-Alkohol 0,25% kurz
* Bléuen unter flieBendem Leitungswasser fiir 10 Minuten
* 3-4 x Tauchen in Eosin
* Entwissern in 2 x 96% Alkohol und 2 x 100% Alkohol
* Entfetten mit Xylol 2 x 10 Minuten

Danach erfolgte die Konservierung der Schnitte mittels 24 x 60 mm grolen Deckglidsern

(Menzel-Gldser, Braunschweig, Deutschland) unter der Verwendung von Vitro Clud (R.

Langenbrinck, Labor- und Medizintechnik, Emmendingen, Deutschland).
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2.2.5.1.2 Berliner Blau

Mit der Berliner Blau Reaktion, auch bekannt als PreuBlisch Blau Reaktion, wird dreiwertiges
Eisen iiber zweiwertiges Kaliumhexacyanoferrat nachgewiesen. Der Name Berliner Blau geht
dabei auf den Berliner Chemiker und Farbenhersteller Diesbach zuriick, der 1704 zufdllig diesen
ersten synthetischen Farbstoff entdeckte. Er fand nicht nur in der Kunst grofle Bedeutung,
sondern auch in der Medizin bei Cédsium- oder Thalliumvergiftungen. Dabei bindet sich das
Berliner Blau durch Kationenaustausch an das Gift, womit es {iber den Darm ausgeschieden und
somit nicht mehr aufgenommen wird.

Bei dieser Farbung wird 2% Kaliumhexacyanoferrat (II) (Merck, Deutschland) mit 2% Salzsdure
(Merck Deutschland) zu gleichen Teilen versetzt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Losung
jeweils frisch angesetzt wird und die Benutzung von metallenen Gegenstidnden, wie zum Beispiel
die Biigel der Firbeschiffchen, vermieden werden muss um Artefakte zu vermeiden. Die

Darstellung der Kerne erfolgt iiber die Gegenfarbung mit Kernechtrot.

Abbildung 6: Berliner Blau Reaktion im Musculus soleus nach Transplantation VSOP
markierter MSC, 21 d nach der Transplantation, starke Blaufdrbung des VSOP
markierten MSC.
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Durchfiihrung:
* 2 x Aqua dest. jeweils 5 Minuten
* ,Berliner Blau Losung* (Herstellung siche oben) fiir 20 Minuten
* Spiilen in Aqua dest.
* Kernechtrot fiir 5 Minuten
e Spiilen in Aqua dest.
* Entwissern anhand der aufsteigenden Alkoholreihe
= 70% Alkohol fiir 2 Minuten
= 80% Alkohol fiir 2 Minuten
*  96% Alkohol fiir 2 Minuten
= 2x 100% Alkohol fiir je 2 Minuten
* Entfetten mit Xylol, 2 x 10 Minuten

Eindeckeln der Schnitte wie unter 3.5.1.1. beschrieben.

2.2.5.1.3 Siriusrot

Mit der Siriusrotfirbung werden Kollagenfasern nachgewiesen, welche sich unter dem
Polarisationsmikroskop auf Grund ihrer Anisotropie differenziert darstellen. Dabei erscheinen
diinne Fasern griin und dickere Fasern orange-rot. Die aus Kollagen IV bestehende
Basalmembran wird dabei nicht dargestellt. Die Siriusrotfarbung ist spezifischer als die Elastica
von Gieson Féarbung.

Zur Herstellung der Siriusrot-Farbelosung wurden 5 g Sirius Red (Fluka, Direct Red 80, Sigma-
Adlrich, Miinchen, Deutschland) in 500 ml gesittigter Pikrinsdure (Honeywell Riedel-de Héen,
Seelze, Deutschland) gelost. Dazu wurde die Losung, bestehend aus 5 g Sirius Red, 500 ml Aqua
dest. und Pikrinsdure, bis zur Ausfillung von Kristallen mit Pikrinsdure angereichert. Das
Essigwasser wurde aus 1000 ml Aqua dest. und 5 ml Eisessig hergestellt.

Lichtmikroskopisch stellen sich die Kollagenfasern rot und das Zytoplasma gelb dar. Beim
Entwissern ist auf extrem kurze Einwirkzeiten des jeweiligen Alkohols zu achten, da sich sonst

das Pikringelb wieder aus dem Zytoplasma I0st.
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Abbildung 7:a) Siriusrotfirbung eines traumatisierten Musculus soleus 4 Wochen nach dem

Trauma. b) Muskelsehneniibergang in Siriusrotfirbung unter polarisiertem Licht.

Durchfiihrung:
* Inkubation mit Siriusrot-Farbelosung fiir 60 Minuten
* Spiilen in Aqua dest.
* Entfernen der iiberschiissigen Farbreste durch Essigwasser, 2 x Spiilen
* Spiilen in Aqua dest.
* Entwissern anhand der aufsteigenden Alkoholreihe
= 70% Alkohol
»= 80% Alkohol
* 96% Alkohol
= 2x 100%Alkohol
* Entfetten mit Xylol, 2 x 10 Minuten

Eindeckeln der Schnitte wie unter 3.5.1.1. erwahnt.
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2.2.5.2 Markierung

Die Zellkernmarkierung mittels des fluoreszierenden Kernfarbstoffes Hoechst 33342 erfolgte
bereits in vitro. Eine Lichtabschirmung der Schnitte musste wiahrend der Auswertung beachtet

werden.

Abbildung 8: Zusdtzlich zu den VSOP mittels

Hoechst markierte Zellkerne im Musculus

soleus, 21 d nach der Transplantation.

2.2.5.3 Immunhistochemie

Bei der Immunhistochemie macht man sich das System der Antigen-Antikérper-Bindung
zunutze. Durch die Spezifitdt der Antikorper (Ak) kann man gezielt die gesuchten Antigene (Ag)
im Prédparat nachweisen. Dafiir wird ein unkonjugierter Priméarantikorper (PAK) auf das Gewebe
gegeben, welcher sich dann gezielt gegen die Gewebe-Ags richtet. Um die unspezifische
Bindung an andere Proteine durch Ladungsverteilungen oder dhnelnde Strukturen zu vermeiden,
werden sie durch Aufbringen von Normalserum geblockt. Die Ag-Ak-Komplexe werden durch
die Zugabe des biotinylierten sekunddren Aks detektiert, welcher sich an die Fc-Region des
Primérantikorpers bindet. Um falsch positive Ergebnisse zu vermeiden, verwendet man
Normalserum aus der Tierspezies, aus der der sekundire Antikorper gewonnen wurde. Durch die
Zugabe des Avidin-Biotin-Komplexes wird die hohe Sensitivitdit der hier in der Arbeit
durchgefithrten immunhistochemischen Firbungen gewéhrt. Avidin, ein aus Hiihnereiweif3
gewonnenes Glycoprotein, besitzt eine hohe Affinitit zu Biotin (Vitamin H). Das an den
Zweitantikorper gekoppelte Biotin kann somit eine der vier Bindungsstellen des Avidins
besetzen. Die weiteren Bindungsstellen konnen durch an Biotin gekoppelte Markermolekiile
besetzt werden. In den immunhistochemischen Versuchen dieser Arbeit dient die Alkalische
Phosphatase als Markermolekiil und katalysiert ihrerseits die folgende Farbreaktion. Bei der

zugegebenen Substrat-Chromogen-Losung handelt es sich um Neufuchsin als Substrat, das durch
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die gekoppelte Alkalische Phosphatase enzymatisch zum sichtbaren roten Chromogen reduziert

wird. Das in der Substrat-Losung enthaltene Chromogen sichert den optimalen pH-Wert fiir die

stattfindende enzymatische Reaktion. Die dadurch sichtbar gewordenen Gewebsstrukturen

konnen nun zur quantitativen und deskriptiven Auswertung herangezogen werden.

Durchfiihrung:

Spiilen in PBS-Puffer, pH-Wert 7,2 2 x 5 Minuten

Umranden der Schnitte mit Fettstift (Pap Pen, The Binding Site, Birmingham, GB)
Demaskierung der Ags durch Pepsin oder Hyaloronidase falls nétig bei 37° C mit
anschlieBendem Spiilschritt in PBS-Puffer fiir 2 x 5 Minuten

Inkubation mit Normalserum (Vectastain ABC Kit, Elite PK 6200, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) bei Raumtemperatur (RT) fiir 20 Minuten

Inkubation mit Primérantikorper bei 4° C {iber Nacht

Spiilen in PBS-Puffer 2 x 5 Minuten

Inkubation mit biotinyliertem Sekundir-Ak (Vector Laboratories, Burlingame, USA) bei
RT 30 Minuten

Spiilen in PBS-Puffer 2 x 5 Minuten

Inkubation mit dem AB-Komplex (Alkaline Phosphatase Standard Kit AK-5000, Vector
Laboratories, Burlingame, USA) bei RT fiir 50 Minuten

Spiilen in PBS-Puffer 2 x 5 Minuten

Inkubation mit Chromogen-Puffer, pH-Wert 8, 25 Minuten

Inkubation mit AP-Substrat (Red Alkaline Substrate Kit I, SK-5100, Vector Laboratories,
Burlingame, USA) Entwicklung unter Sichtkontrolle (Axioskop 2, Zeiss, Jena,
Deutschland)

Abstoppen der Farbreaktion durch Spiilen in PBS-Puffer kurz

Kerngegenfiarbung mit Himalaun nach Mayer

Spiilen in Aqua dest. kurz

3 x Tauchen in Himalaun (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Spiilen in Aqua dest. kurz

Bléduen unter flieBendem Leitungswasser 1-2 Minuten

Aufsteigende Alkoholreihe (1 x 70%-80%-96%, 2 x 100%) jeweils 1 Minute

Entfetten in Xylol 2 x 5 Minuten

Fiir die Auswertung der Angiogenese wurde hier der Monoclonal Mouse Anti-Human a-SMA

Antikorper (Daco Cytomation, Glostrup, Denmark) in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet.
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Fiir die Deskription in der Traumacharakterisierung wurden zusitzlich noch Monoclonal Mouse
Anti-Human EDI1 und Desmin (Daco Cytomation, Glostrup, Denmark) in einer Verdiinnung

1:100 verwendet.

Abbildung 9: Immunhistochemie des Musculus soleus 1 Woche nach dem Trauma. a) o-SMA

b) Desmin

AbschlieBBend erfolgte auch hier die Konservierung der Schnitte mittels Deckglédschen, siche

3.5.1.1.
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2.2.6 Auswertung der histologischen Priaparate

2.2.6.1 Deskriptive Histologie

Die jeweiligen Schnitte der Versuchstiere aus der Traumacharakterisierung wurden
lichtmikroskopisch mittels eines Leica DMRB Lichtmikroskopes (Leica, Wetzlar, Deutschland)
in verschiedenen Vergroferungen untersucht und abfotografiert.

Die Hoechst-markierten Schnitte wurde mittels eines Leica DMRB Fluoreszenzmikroskopes
(Leica DMRB Mikroskop, Leica, Deutschland) mit den Wellenldngen 365 und 420 nm
untersucht und abfotografiert.

Die mittels der Berliner Blau Reaktion gefarbten Schnitten wurden komplett aufgeschnitten und
gefarbt (jeder 20. Schnitt) um eine moglichst genaue Korrelation zu den MRT-Bildern zu

erhalten.

2.2.6.2 Histomorphometrie

2.2.6.2.1 Einlesen der Schnitte

Die Siriusrot/a-SMA gefirbten Schnitte wurden unter dem Lichtmikroskop (Leica DMRB,
Wetzlar, Germany) grob orientierend in 25er VergroBerung betrachtet und dann eingelesen. Uber
eine mit dem Mikroskop verbundene Kamera (Zeiss, AxioCam, MRc, Carl Zeiss, Gottingen,
Deutschland) wurden die erstellten Einzelbilder in das Programm Axio Vision Rel. 4.4
iibertragen.

Um den gesamten Schnitt auswerten zu konnen, wurde das Préparat jeweils in der oberen linken,
sowie der unteren rechten Ecke markiert. Fiir die Mosaikaufnahme wurden im Programm eine
Uberlappung von 15-20% und der automatische Autofokus auf jede Kachel eingestellt. Nach
dem Stitching der Kacheln wurden die Bilder jeweils konvertiert und ein Mal3stabsbalken

eingefiigt.

2.2.6.2.2 Quantifizierung der Fibrose

Anhand des Programms KS Run 400 3.0 (Carl Zeiss Vision, GmbH Eching, Deutschland) wurde
die Quantifizierung des kollagenen Bindegewebes vorgenommen. Die eingelesenen Schnitte
wurden mit einem Freihand-Tool umfahren, wodurch ihre Gesamtfliche ermittelt wurde. Die
Fibrose wurde anhand der Farbpixel vom Programm markiert und konnte manuell unter
mikroskopischer Kontrolle nachbearbeitet und somit zusitzlich sequenziert werden. Die somit

entstandene Maske wurde nochmals korrigiert, wobei die Sehnenansitze manuell
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herausgeschnitten wurden. Die absolute Flidche der Fibrose wurde in Prozent angegeben und

anschlieBend zur Gesamtfldche ins Verhéltnis gestellt.

2.2.6.2.3 Beurteilung der Gefifle

Die a-SMA gefirbten Schnitte wurden zur GefdBauswertung mit dem Photoprogramm Adobe
Photoshop 8.0.1 ausgewertet. Dafiir wurde das Prdparat anhand eines Rasters in regions of
interest (ROIs) aufgeteilt. Innerhalb der ROIs wurden dann die durch die immunhistochemische
Férbung sichtbar gewordenen Gefdlle erneut markiert und anhand einer am Maf3stab kalibrierten
Ellipse in kleine und grofle GefidBe eingeteilt. Als kleine Gefdfle galten dabei alle Gefdlle mit
einem Durchmesser unter 40 um und als groBe Gefile dementsprechend alle Gefille grofer
gleich 40 um. Am Ende der Auswertung aller ROIs wurde die jeweilige Gefdflanzahl addiert um

den absoluten Wert fuir einen Schnitt zu erhalten.

2.2.7 Statistische Auswertung

In der deskriptiven Statistik sind die absolute und die relative H&ufigkeit als Mittelwert =+
Standardabweichung angegeben. Fiir den Vergleich der von einander unabhéngigen Gruppen
wurde der Mann—Whitney—U-Test fiir unabhéngige, nicht parametrisch verteile Stichproben
verwendet. Bei den intraindividuellen Ergebnisvergleichen wurde der Wilcoxon-Test fiir
abhéngige, nicht parametrisch verteilte Stichproben gebraucht. Ein Testergebnis wurde als
signifikant bei p < 0,05 angenommen.

Die gesamte histologische Auswertung erfolgte durch einen verblindeten Untersucher.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Traumacharakterisierung

3.1.1 Deskription

In der histologischen Auswertung des Traumas am ersten posttraumatischen Tag zeigten sich in
der Siriusrotfirbung zum einen stark geschwollene rote Muskelfasern mit intakter Begrenzung,
zum anderen rupturierte Muskelfasern. Die beiden verschiedenen Typen beschéidigter
Muskelfasern lassen sich zwei Verletzungstypen zuordnen:

* In-situ-Nekrose-Typ

* Abscherungs-/ZerreiBungs-Typ

Die Tatsache, dass bei der Scherverletzung ebenfalls die in der Siriusrotfarbung nicht
angefdrbten Basalmembranen zerreiflen, ldsst sich mit den Auswertungen der Tage 2 und 4
bestdtigen. An diesen Tagen zeigten sich zunehmend isolierte regenerierende Muskelfasern in
der Siriusrotfarbung.

Die vom Quetschtrauma ausgesparte Area nervovasculosa zeigte sich histologisch ebenfalls
indirekt vom Trauma beeintrachtigt. Es fanden sich eine massive Infiltration der Region durch
inflammatorische Zellen, hauptsidchlich Monozyten und Makrophagen, sowie ein ausgeprigtes
interstitielles Hadmatom. Gegeniiber den gequetschten Arealen wies die Area nervovasculosa
jedoch deutlich mehr intakte Muskelfaserareale auf.

Im kurzfristigen zeitlichen Verlauf zeigten sich die inflammatorischen Zellen unmittelbar nach
dem Trauma pridsent. Der Hohepunkt der inflammatorischen Reaktion lag am zweiten und

vierten posttraumatischen Tag.

Eine Woche nach dem Trauma zeigten sich die grofiten Teile des Himatoms resorbiert. Es lie3
sich nun lockeres Bindegewebe finden, welches von Monozyten und Makrophagen durchsetzt
war, womit die Inflammation zu diesem Zeitpunkt weiterhin nachweisbar war, wie in den
Abbildungen 11, 12 und 15 mittels HE-Fiarbung und Siriusrot-Farbung dargestellt. Gegeniiber
den ersten Tagen dominierten nun jedoch zentrinukledre Muskelfasern als Zeichen der
Regeneration das Bild, veranschaulicht durch Abbildung 16, Desminfarbung. Weiterhin lieen
sich multiple neu gebildete vaskuldre Strukturen abgrenzen, ebenfalls als Zeichen der

stattfindenden Regeneration.
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Vier Wochen nach dem Trauma zeigte sich in der Siriusrot-Fiarbung das lockere Bindegewebe in
straffes Bindegewebe umgewandelt, wobei einige Fibroblasten immer noch eine lockere
Kernchromatinstruktur aufwiesen, sprechend fiir die weiterhin bestehende Aktivitdt. Vereinzelt
lieBen sich in den Strukturen kleine Narbenareale finden, jedoch fanden sich die Hauptanteile

des Bindegewebes interstitiell zwischen den in Regeneration befindlichen Muskelfasern.

Acht Wochen nach dem Trauma zeigte sich alles Bindegewebe ausgereift, die Fibroblasten
wiesen alle bereits spindelformige Kerne auf. Lockeres Bindegewebe liel sich kaum noch
finden, der iiberwiegende Teil stellt sich als reifes Bindegewebe dar, sichtbar gemacht unter dem
Polarisationsmikroskop anhand der Siriusrot gefarbten Schnitte. Das interstitielle Bindegewebe
zwischen den regenerierten Muskelfasern konnte nun als endo- und perimysiales Kollagendepot
identifiziert werden. Der Hauptanteil der existenten Muskelfasern zeigte sich ausgereift mit
randstidndigen Zellkernen, es fanden sich lediglich noch vereinzelte in Regeneration begriffene

Muskelfasern.

Der hier charakterisierte kurz- und langfristige zeitliche Verlauf der posttraumatischen
Regeneration kann wie bereits in der Literatur vorher beschrieben in die drei Phasen der
Inflammation/Regeneration/Heilungsabschluss mit Fibrosereifung unterteilt werden [36]. Eine

deutliche Uberlappung der Phasen wurde festgestellt.
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relativer Gewebeanteil in %

Wochen posttraumatisch

Abbildung 10: Die drei Phasen der Regeneration nach Li & Huard: Inflammation, Regeneration

und Heilungsabschluss, insgesamt in ihren Startpunkten iiberlappend.
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Abbildung 11: Siriusrot gefirbte Kryo-Schnitte des Musculus soleus in den ersten vier Tagen
nach dem Trauma. a) Ubersicht mit ersichtlicher Area nervovasculosa .b)Rupturierte
Muskelfasern ¢) Prdnekrotische geschwollene Fasern als Ausdruck der in situ Nekrose. d)
Ubersicht der erhaltenen Area nervovasculosa. e) Inflammation an der Grenzzone. f)

Mouskelfasern umgeben von losem Bindegewebe.
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Abbildung 12: Musculus soleus 4 Tage, 1, 4 und 8 Wochen nach Trauma. a) Quergeschnittener
Gefrierschnitt mit ausgeprdgtem inflammatorischem Gewebe 4 Tage nach Trauma (HE).

b) Zellreiches loses Bindegewebe und regenerierende Muskelfasern im Paraffinschnitt 1

Woche nach Trauma (HE). c) Siriusrot mit Darstellung des dichten Bindegewebes mit

lokaler Narbenbildung 4 Wochen posttraumatisch. d) Siriusrot gefirbter kompletter
Ldngsschnitt 8 Wochen nach Trauma mit typischer Fibrosebildung distal und proximal

der ausgesparten Area nervovasculosa. e) und f) Detailausschnitte aus d) mit bereits

interstitiell formiertem Bindegewebe.
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a) . : 3

Abbildung 13:a) Siriusrot gefirbter kompletter Lingsschnitt eines gesunden Musculus soleus.
b) Siriusrot gefirbter kompletter Lingsschnitt eines traumatisierten Musculus soleus, 8 Wochen

nach dem Trauma. Lichtmikroskopische Darstellung.
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Abbildung 14:a) Siriusrot gefdrbter kompletter Ldngsschnitt eines gesunden Musculus soleus. b)
Siriusrot gefirbter kompletter Lingsschnitt eines traumatisierten Musculus soleus 8 Wochen

nach dem Trauma. Darstellung unter polarisiertem Licht.
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Abbildung 15: Darstellung der ausgeprdgten Inflammation in der Friihphase, wenige Tage nach
dem Trauma, dargestellt mittels der HE-Fdarbung

Abbildung 16: Darstellung in Regeneration befindlicher Muskelfasern neben losem
Bindegewebe circa eine Woche nach dem Trauma; dargestellt mittels der immunhistologischen

Desmin-Markierung.
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3.1.2 Fibrose

Die histomorphometrische Auswertung der bindegewebigen Areale erfolgte 1, 4 und 8 Wochen
nach stattgehabtem Quetschtrauma.

Eine Woche nach dem Trauma lag der Anteil des kollagenen Bindegewebes im gesamten
Muskel bei 40 + 4%. Nach vier Wochen zeigte sich eine Reduktion auf 24 + 8%, nach acht
Wochen zeigte sich keine weitere wesentliche Reduktion. Die in der ersten Woche
beschriebenen 40 + 4% reprisentieren dabei loses Bindegewebe, welches sich im Verlauf der

folgenden Wochen der Reifung unterzieht.
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Abbildung 17: Relativer Anteil der Fibrose des gesamten Muskels im zeitlichen Verlauf.

3.1.3 Angiogenese

In der histomorphometrischen Auswertung der Angiogenese wurden die Gefdfle in kleine und
grof3e Gefde unterteilt und anschlieBend 1, 4 und 8 Wochen nach dem Traum ausgewertet.

In der ersten Woche fanden sich 145 + 23 kleine und 85 + 14 groBBe Gefille pro Schnitt. Zum
ndchsten Messzeitpunkt nach vier Wochen zeigte sich die Zahl der kleinen Gefdlle mit 146 + 53
nahezu identisch, die Zahl der groBen Gefdlle sank auf 37 + 15. Die letzte Messung zeigte ein

weiteres Absinken der kleinen Gefdfle und ein geringes Anwachsen der grofen Gefdfle. Im
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gesamten Verlauf sinkt die Gesamtanzahl der Gefdfle, dabei folgen die kleinen Gefdfle den
Groflen, was insgesamt fiir eine lange Remodellingzeit der Angiogenese spricht.
Als Kontrolle wurde die Gegenseite mit 38 + 25 kleinen und 34 + 18 groBlen Gefillen

herangezogen.
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Abbildung 18: Zeitlicher Verlauf der kleinen und grofien Gefdfse im posttraumatischen Muskel

mit der gesunden Gegenseite im Vergleich.

3.2 MSC-Transplantation

3.2.1 Deskription

Der deskriptive Abschnitt der MSC-Versuchsreihe bezieht sich auf die Korrelation der
makroskopisch mittels MRT lokalisierten und mikroskopisch mittels Berliner Blau Reaktion und
Hoechst visualisierten MSC.

In den transplantierten Muskeln konnten die VSOP markierten MSC nachgewiesen werden. Die
Negativprobe der mit NaCl behandelten Tiere wies keine mittels Berliner Blau markierte Zellen

nach, es zeigten sich auch keine weiteren Areale angefarbt, womit die Fiarbung als sensitiv flir
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die Eisenoxidnanopartikel anzusehen ist. Die genaue histologische Durchsicht der Berliner Blau
positiven Schnitte zeigte alle Eisenpartikel intrazelluldr, die beladenen Zellen fanden sich
zumeist im Interstitium.

Neben den interstitiell gelegenen Zellen konnten auch einige wenige Fusionsereignisse von MSC
mit regenerierenden Muskelfasern identifiziert werden. Diese waren gekennzeichnet von
intramysial unterhalb des Sarkolemms gelegenen aktiven Zellkernen, die noch von
Eisenoxidnanopartikeln umgeben waren, welche im Begriff waren, in das Sarkoplasma zu
diffundieren.

Die Hoechst Kernmarkierung zeigte ebenfalls die MSC zuverléssig auf, die Eisennanopartikel
lieBen sich hierbei als kleine dunkle Partikel um den Kern herum angeordnet nachweisen.

Zur Korrelation mit den makroskopischen Ergebnissen des Zellpools aus den MRT-Daten
wurden einzelne Muskeln komplett aufgeschnitten und gefarbt, anschlieBend mit der
entsprechenden MRT-Schicht korreliert. Die Verteilung der Zellen auf histologischem Niveau
entsprach hierbei der makroskopischen Verteilung. Eine versehentliche Fehltransplantation der
MSC in den unverletzten Musculus peroneus erwies eine nahezu lineare Ausbreitung der Zellen

entlang des Stichkanals, histologisch sowie auch in der MRT.
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Fusionsereignisse.

53



ERGEBNISSE

- » -
- " .
e
. > - —
‘i - - -t ®
YR | - —— -
L= A ] ® -——— —
- — - . " »o b -
. PPves "he . ot 3
-l - -
- > : -4 ‘e
" - L *re . . )
- > ‘- ) b :
’ e ST DAl AYTEe, L .
,.‘. B s — gy W e - 9

Yo - .
Y Sedny o e ol Peeags Y
- —

Abbildung 20: a) und b) VSOP markierte MSC dargestellt mittels der Berliner Blau Reaktion
mit ersichtlichen Fusionsereignissen zwischen VSOP markierten MSC und regenerierenden

Muskelfasern.
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Abbildung 21:a) Axiales MRT Bild eines Unterschenkels einer mit VSOP markierten Zellen
transplantierten Ratte (FLASH 2D Scan), die Hypointensitdt (weifser Pfeil) innerhalb des M.
soleus (rot) entspricht VSOP markierten Zellen. Die Hypointensitit findet in dem Berliner Blau

gefirbten Kryo-Schnitt (b)) das entsprechende Korrelat (schwarzer Pfeil). (Abbildung siehe auch
Dissertation Philipp von Roth [87])
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Abbildung 22: MRT Schnitte a) sagittal, b) axial, (Flash2D) des linken Unterschenkels einer
Ratte, bei der die Zellen filschlicherweise in den M. peroneus (rot markiert) transplantiert
wurden. Der Berliner Blau gefdirbte Lingsschnitt des M. peroneus (c)) illustriert die
longitudinale Verteilung der transplantierten Zellen im Interstitium des Muskels sowie die
Korrelation der Lokalisation im MRT und im histologischen Prdparat. (Abbildung siehe auch
Dissertation Philipp von Roth [87])
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3.2.2 Einfluss der MSC auf die Fibrose

Die Untersuchung der Tiere in Bezug auf die Fibrose im Vergleich der mittels MSC versus NaCl
behandelten Tiere erfolgte vier Wochen nach dem Trauma, also zu einem Zeitpunkt, an dem
geméil des oben charakterisierten Verlaufes bereits ein stabiles Fibroseareal besteht.

Zu diesem Zeitpunkt wiesen die mittels MSC behandelten Tiere 21,9 + 7% Fibroseareal, die
mittels NaCl behandelten Kontrolltiere 23,9 + 8% Fibrose auf. Ein signifikanter Unterschied

zwischen Therapie und Kontrollgruppe fand sich somit nicht.
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Abbildung 23: Verhdltnis der Fibroseareale zwischen Therapie- und Kontrollgruppe in %.
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3.2.3 Einfluss der MSC auf die Angiogenese

Analog zur Traumacharakterisierungsgruppe wurden auch hier die Gefile in klein und grof3
anhand der 40 um Grenze eingeteilt. Die mit MSC behandelten Tiere wiesen im Durchschnitt
127 + 56 kleine und 48 + 31 groBle Gefdlle pro Schnitt auf. Die Kontrollgruppe zeigte 146 + 53
kleine und 37 + 15 grole Gefdle im Mittelwert. Ein signifikanter Unterschied zwischen

Therapie- und Kontrollgruppe konnte nicht ausgemacht werden.
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Abbildung 24: Absolute Anzahl der kleinen und grofsen Gefdfse in Therapie- und
Kontrollgruppe.
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4 DISKUSSION

In der hier vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein selektives Skelettmuskeltrauma
standardisiert unter histologischen Gesichtspunkten, ergdnzend zu den biomechanischen
Aspekten im zeitlichen Verlauf charakterisiert werden, wobei eine genaue Analyse der

bindegewebig-narbigen Areale sowie der GefaBneueinsprossung erfolgte.

Die Hypothese, dass die Lokalisation mit Eisenoxidnanopartikeln markierter MSC in der MRT
mit den histologischen Daten korreliert, konnte bestitigt werden.

Die Hypothese, dass die verbesserte funktionelle Regeneration drei Wochen nach lokaler
Transplantation von 1 x 10° MSC in den Musculus soleus auf eine Steigerung der Angiogenese

oder eine Reduktion der Fibrose zuriickzufiithren ist, musste verworfen werden.

4.1 Traumacharakterisierung

In dieser Arbeit handelt es sich um die histologische Analyse eines selektiven Quetschtraumas
des Musculus soleus unter Aussparung der zentralen GefdB3- und Nervenversorgung. Die
bisherigen in der Literatur beschriebenen Traumata lassen sich in segmentale Traumata [12] oder
komplette Traumata [82,88] einteilen, wobei entweder immer nur ein Abschnitt des Muskels
oder aber die komplette Einheit inklusive der myoneuralen Verbindung zerstort wurde, welches
insgesamt als nachteilig fiir die Regeneration zu werten ist. Das hier verwendete Trauma
versucht dem zu entgegnen, in dem es das komplette Muskelareal distal und proximal der
ausgesparten Area nervovasculosa mit einbezieht und somit eine Grundlage zur Forschung an
der Skelettmuskulatur mit Erhalt der myoneuralen Versorgung bietet.

Im Vergleich mit der taglichen Klinik entspricht dies natiirlich nicht der gesamten Vielfalt der
komplexen Traumata und wird nicht immer so selektiv auftreten, allerdings ist anhand dieser
Basis eine genaue Betrachtung der Einfliisse eines Traumas auf die Muskulatur, welcher die
Regenerationsmdglichkeit durch erhaltene Innervation gegeben ist, moglich.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Traumamodell liegen zwei Verletzungstypen parallel vor,
der ,In-situ-Nekrose-Typ*“ und der ,,Abscherungs-/ZerreiBungs-Typ*“. Beim ,,Abscherungs-
/ZerreiBungs-Typ*“ kommt es zur ZerreiBung der Muskelfaser, wobei von den
geteilten/zerrissenen Anteilen der Muskelfasern jeweils die Regeneration ausgeht. Diese Form
der Regeneration wurde bereits frithzeitig durch Schmalbruch et.al. im segmentalen
Quetschtrauma des Musculus soleus in der Literatur beschrieben [12].

Adrimaa et. al. untersuchten die Muskelregeneration nach selektivem Trauma. Hierbei

durchtrennten sie den Musculus soleus und versorgten den Schnitt unmittelbar operativ mittels
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Adaptation der Muskelstiimpfe und Naht des Epimysium. Darauf folgte eine Ruhigstellung der
Extremitdt fir 7 Tage. Im Endergebnis zeigte sich hierbei eine deutliche Reduktion des
Narbengewebes und dariiber ein verbessertes Erlangen der muskuldren Funktion [89]. In den
Studien iiber segmentale Quetschungen oder selektive Muskeldurchtrennungen kommt es
lediglich zu kleinen segmentalen Fibrosearealen. Uber die Ausbildung neuer myotendindser
Verbindungen mit dem umschriebenen dichten Bindegewebe kommt es hierbei meist zu einer
kompletten Wiedererlangung der Funktion solange die Verbindung zur nervalen Innervation

nicht durchtrennt ist [8,60,90].

Im hier angewandten kompletten Quetschtrauma dominiert jedoch die Ausbildung fibrotischen
Gewebes den gesamten Regenerationsprozess. In der biomechanischen Auswertung fehlen dem
traumatisierten Muskel die Hailfte (tetanisch) und ein Drittel (fast twitch) der Kraft gegeniiber der
gesunden Seite, bezogen auf einen Untersuchungszeitpunkt acht Wochen nach dem Trauma.

Im Gegensatz zum selektiven Trauma, indem es zu umschriebenen, kleinen Fibrosearealen
kommt, herrscht hier ein diffuses interstitielles Bindegewebe vor, welches die mechanische
Eigenschaft des Muskels verdndert. Im Reifungsprozess der Fibrose vollzieht das Bindegewebe
einen Wandel von lockerem zu straffem Bindegewebe, womit die Steifigkeit des Muskelgewebes
verandert, in diesem Falle erhoht, wird.

Zuséatzlich zu den durch das Trauma herabgesetzten kontraktilen Fahigkeiten kommt nun die
Verdanderung der mechanischen Eigenschaft des traumatisierten Muskelgewebes, die
zunehmende Steifigkeit des Fibroseareals, erschwerend hinzu. Obwohl in dem vorliegenden
Traumamodell neue myotendindse Verbindungen dargestellt werden konnten, kommt es zu einer
fehlenden Erlangung der Ausgangskraft. Hierbei scheint die Ausdehnung des fibrotischen Areals
mallgebend zu sein [91].

Chan et.al. konnten 2003 nachweisen, dass die Bildung der posttraumatischen Fibrose effektiv
durch die Anwendung von Suramin reduziert werden kann. Hierbei wurde im Mausmodell die
lokale Anwendung von Suramin untersucht. Den Miusen wurde ein segmentales Trauma des
Musculus gastrocnemius zugefiigt und nachfolgend zu verschiedenen Zeitpunkten Suramin in
verschiedenen Konzentration injiziert. Suramin bindet sich dabei kompetitiv an den Rezeptor des
TGF-B. Als Antwort auf ein Trauma kommt es zu einer Uberproduktion vom transforming
growth-factor beta mit folglicher Aktivierung der Fibroblasten und somit zur Ausbildung von
Bindegewebe. Uber die kompetitive Bindung von Suramin an den Rezeptor des TGF-f wird die
Aktivierung von Fibroblasten verhindert und somit das Ausmal} der Fibrose mafigeblich

reduziert [66].
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Foster et. al. wiesen ebenfalls iiber die Inhibierung von TGF-f mittels Decorin und y-Interferon
eine deutliche Reduktion der Fibrose nach [67]. Die iiber die Anwendung antifibrotischer
Substanzen gewonnene Reduktion der Fibrose und die damit verbesserte muskuldre
Regeneration zeigen sich signifikant, womit den antifibrotischen Substanzen in zukiinftigen

Studien Rechnung getragen werden sollte.

Die Analyse der Angiogenese zeigte im Seitenvergleich eine deutliche hohere Anzahl von
sowohl kleinen als auch grofen Gefdlen im traumatisierten Muskel gegeniiber der gesunden
Gegenseite, wobei der Hohepunkt der Angiogenese innerhalb der ersten Woche lag, was mit dem
in der Literatur beschriebenen Traumaverlauf ibereinstimmt [16,92].

Im langfristigen Verlauf sank insgesamt die Anzahl der groBen und kleinen Gefédlle. Hierbei sank
zuerst die Anzahl der groBen GefiaBle nach vier Wochen, die Anzahl der kleinen Gefdlle sank
nach acht Wochen. Der zeitliche Verlauf lasst hierbei auf eine sehr lange Remodellingphase der
GefaBneubildung schlieBen.

In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass ein Trauma zur vermehrten Aktivierung von
endothelialen Vorlduferzellen fiihrt, woriiber eine vermehrte Angiogenese im traumatisierten
Areal initiiert wird [29]. Die Beschreibungen lassen sich sehr gut mit den hier gemachten
Ergebnissen korrelieren. Studien iiber den langfristigen Verlauf der Angiogenese nach einem
schweren muskuldren Quetschtrauma sind derzeit jedoch in der Literatur noch nicht vorhanden.
AbschlieBBend ldsst sich zur Angiogenese im achtwdchigen posttraumatischen Verlauf sagen,
dass es anfinglich zu einem deutlich erhdhten GefiaBautkommen sowohl kleiner als auch groB3er
Gefille kommt, die Anzahl im Verlauf jedoch kontinuierlich abnimmt und sich den Zahlen der
gesunden Gegenseite anndhert, was insgesamt als sehr lange Remodellingzeit der

Gefafneubildung interpretiert werden muss.

AbschlieBend stellt sich die Frage der Reinnervation der von der zentralen Innervation
getrennten und zerstorten/sich regenerierenden Muskelfasern. In der Literatur wurde iiber
unterschiedliche Muskeltraumata die Folge der Denervation dargestellt [93]. Einerseits erfolgte
die totale Denervation im Rattenmodell durch Durchtrennung des Nervus ischiadicus [94],
andererseits erfolgte eine indirekte Denervation mittels lokaler Applikation des Schlangengiftes
Notexin in den Musculus soleus [95]. In allen Fillen zog die Denervation eine ausgepragte
Degeneration des Muskels mit folglicher Atrophie nach sich.

Rantanen et. al. konnte 1995 erstmals die Neubildung von myoneuralen Verbindungen

nachweisen. In diesem Versuch wurde der Musculus extensor digitorum der Ratte durchtrennt
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und der Heilungsverlauf 56 Tage lang beobachtet. Hierbei entdeckte man nach circa 10-15
Tagen an den denervierten Muskelfaserstiimpfen irreguldre Acetylcholinesterase- und alpha-
Bungarotoxin-positive Anhdufungen als erstes Zeichen der beginnenden Reinnervation. Im
Verlauf bildeten sich daraus neue myoneurale Verbindungen. Zusétzlich konnten aussprieBende,
durch das Bindegewebe dringende Axone entdeckt werden. Insgesamt wurde in dieser Studie der
Beweis aufgestellt, dass denervierte, zerrissene Muskelfasern zur eigenstdndigen Reinnervation
in der Lage sind [96].

In weiteren Versuchen der Arbeitsgruppe konnte mittels a-Bungarotoxin-Markierungen die
Neubildung myoneuraler Verbindungen und die Ausbildung von Endplatten an den

regenerierenden Muskelfasern ebenfalls nachgewiesen werden [91].

Zusammenfassend imponiert die Fibrose als groffter limitierender Faktor im
Regenerationsprozess. Um einer Wiederherstellung der Muskelfunktion nach ausgedehntem
Trauma in Zukunft ndherzukommen, bedarf es weiterer Studien zur Untersuchung der
Reduktionsmdéglichkeiten der posttraumatischen Fibrose.

Das in dieser Arbeit komplett histologisch charakterisierte, standardisierte Traum bietet hierbei

eine fundierte Grundlage fiir die weitere muskuldre Traumaforschung.

4.2 Korrelation der mikro- und makroskopisch visualisierten MSC

Zur Korrelation zwischen Mikro- und Makroskopie wurden in dieser Arbeit die Berliner Blau
Reaktion sowie die Hoechst-Kernmarkierung angewandt. Die mittels VSOP markierten MSC
konnten makroskopisch mittels MRT visualisiert werden. Die transplantierten Zellen zeigten sich
hierbei poolartig angeordnet. Eine Korrelation zwischen der Anzahl der transplantierten Zellen
und des Zellpoolvolumens fand sich jedoch nicht [87]. Es wird dabei davon ausgegangen, dass
nicht alle transplantierten Zellen iiberlebt haben und von Makrophagen abgeriumt wurden.
Zusétzlich fand sich im dreiwdchigen Verlauf eine Reduktion des Zellpoolvolumes von circa
44%. Hierbei sind Verdiinnungseffekte durch Fusion der MSC mit Muskelfasern oder ein
Absterben der transplantierten Zellen mit Abraumung mit folglich fehlender Detektierbarkeit im
MRT denkbar [87].

Die makroskopisch visualisierten, VSOP markierten MSC lieen sich mikroskopisch durch den
intrazelluldren Eisengehalt mittels der Berliner Blau Reaktion eindeutig nachweisen. Die
Negativkontrolle, sowie die Validierung durch die Doppelmarkierung mit Hoechst bestitigten

den Nachweis.
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Die mit Eisenpartikeln beladenen Zellen zeigten sich in allen Préparaten ebenfalls poolartig
angeordnet. Eine Fehltransplantation der Zellen in den vom Trauma nicht affektierten Musculus
peroneus zeigte eine ldngliche Aufreihung der markierten Zellen entlang des Muskels, eine
Ausbreitung der Zellen in der Transversalebene wurde hierbei nicht beobachtet. Insgesamt
verblieben die Zellen in ihrem Pool und dessen naher Umgebung.

Abwanderungsereignisse ins gesunde Gewebe konnten auf Grund des Versuchsaufbaus nicht
beobachtet werden, sind aber prinzipiell denkbar.

Es fanden sich zudem selten markierte Zellen in distalen Muskelbereichen. Eine Abwanderung
tiber die Blutbahn in andere Gewebe gilt es jedoch generell in Betracht zu ziehen. Um eine

mogliche Abwanderung der lokal transplantierten MSC zu verfolgen, bedarf es weiterer Studien.

In der Literatur wurde bewiesen, dass transplantierte MSC durch ihre Umgebung stark
beeinflusst werden und sich ihre Entwicklung an den Anforderungen des jeweiligen Gewebes
orientiert, insbesondere erfolgt hierbei die Beeinflussung durch die extrazelluldre Matrix,
Zytokine, Wachstumsfakturen und die eigentlichen physikalischen Bedingungen [97]. Zusétzlich
wurde das Einwandern von MSC aus anderen Geweben in das traumatisierte Areal beschrieben
[26-31,98,99].

Invers wurde durch Stout et. al. nachgewiesen, dass es ebenfalls eine Abwanderung muskuldrer
Stammzellen ins periphere Blut nach entsprechend schwerem Trauma gibt. Hierbei wurde im
Schweinemodell eine Splen- und Pankreatektomie durchgefiihrt. Es wurde der Gehalt an
blastomere-like stem cells im Skelettmuskel und im peripheren Blut gemessen. Gegeniiber der
gesunden Gruppe wies die traumatisierte Gruppe eine signifikante Erhdhung der Zellen im
peripheren Blut, mit entsprechender Erniedrigung ihrer Anzahl im Skelettmuskel, nach [35].

Der positive Effekt von lokal oder auch systemisch eingebrachten MSC ist in der Literatur
mannigfaltig belegt. Im Rattenmodell wurde durch die Legierung von Koronararterien eine
Ischdmie des Myokards hervorgerufen. Darauf folgend wurden MSC lokal in das ischdmische
Gewebe injiziert oder iiber eine Trigermatrix eingebracht. Beide Versionen fiihrten iiber eine
vermehrte Angio- und Myogenese sowie eine Verminderung der Steifigkeit des Narbengewebes
zu einem verbesserten Remodelling [77-79,100].

Irintchev et. al. wiesen 1997 erstmals durch die Implantation von Myoblasten in einen durch
Kalte geschiadigten Muskel im Rattenmodell einen Kraftzuwachs nach [80], spéter bestétigten
Matziolis et. al. den Kraftzuwachs durch lokal transplantierte MSC im Musculus soleus der Ratte

[81].
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Des weiteren wurde in der Literatur von einer Migration intravends applizierter MSC in
ischdmisches Hirngewebe im Rattenmodell berichtet, wobei das monocyte chemoattractant

protein-1 eine wesentliche Rolle zu spielen scheint [101].

Die einzeln nachgewiesenen Fusionsereignisse bestétigen die Beteiligung der Stammzellen an
der muskuldren Regeneration wie auch schon von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [18,76].
Der durch Matziolis et. al. nachgewiesene Kraftzuwachs des Musculus soleus nach lokaler
autologer MSC Transplantation von 14% tetanisch und 13% fast twitch gegeniiber der
Kontrollgruppe kann nicht alleine durch die einzelnen in dieser Arbeit beobachteten
Fusionsereignisse bedingt sein [81]. Fiir diese Behauptung fanden sich insgesamt zu wenige
Fusionsereignisse. Der iiberwiegende Teil der markierten MSC fand sich im Interstitium, nur
wenige markierte MSC zeigten sich in Fusion mit regenerierenden Myotuben begriffen. Hierbei
zeigten sich von Eisenoxidnanopartikeln umgebene aktive Zellkerne unter dem Sarkolemm,
sowie bereits in die regenerierende Myotuben integrierte Zellkerne deren Eisenoxidnanopartikel
sich liberwiegend schon verteilt hatten. Oft zeigten sich Akkumulationen von markierten MSC
intramuskuldr entlang von Gefal3en.

2008 konnten Chen et. al. die Freisetzung multipler Zytokine und Chemokine durch
Stammzellen in traumatisiertem Gewebe nachweisen. Hierbei konnten iiberwiegend
Wachstumsfaktoren wie EGF, IGF, TGF-B1 oder der vascular-endothelial growth-factor alpha
nachgewiesen werden. Des Weiteren erfolgte jedoch auch der Nachweis von EPO und dem
chemoattracting protein MIP-1a und MIP-1b (macrophage inflammatory protein) [102,103].

Da die einzelnen Fusionsereignisse als Ursache fiir den deutlichen Kraftzuwachs als
unwahrscheinlich erscheinen, ist es wahrscheinlich, dass die oben erwihnten parakrinen Effekte
der MSC eine grof3e Rolle spielen. Die auffillige Lage der markierten MSC in der Nédhe von
Gefillen mag darin bedingt sein.

Abschlielend bleibt zusammen zu fassen, dass es eine Korrelation zwischen den makro- und
mikroskopisch visualisierten markierten MSC gibt und der Kraftzuwachs der MSC
transplantierten Muskeln nicht alleine durch einzelne Fusionsereignisse bedingt sein kann. Die
wahrscheinlich maf3gebende Beteiligung parakriner Effekte der MSC sollte daher Bestandteil

weitergehender Studien sein.
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4.3 Einfluss der MSC auf die Ausbildung der Fibrose

Die hier erhobenen histomorphometrischen Ergebnisse der Auswertung der Fibroseareale ergab
keinen signifikanten Unterschied. In der Gruppe der transplantierten Tiere fanden sich 21,9 +
7% Bindegewebe im Muskel, in den mit NaCl behandelten Kontrolltieren 23,9 + 8%.

Die Messung erfolgte hierbei vier Wochen nach dem Trauma. Der ermittelte Wert der Fibrose ist
kongruent mit dem dargestellten nativen Traumamodell. Die Vermutung, dass die MSC einen
positiven Einfluss auf die Fibrose im Sinne einer Reduktion, zum Beispiel iiber die
Aktivierung/Sezernierung von Metalloproteinasen (MMP), haben, konnte nicht bestédtigt werden
[104]. Dennoch ist eine Beeintrachtigung der Fibrose durch die transplantierten MSC denkbar im
Sinne einer Beeinflussung der Art des Bindegewebes und der damit verbundenen Steifigkeit.
Discher et. al. konnten 2007 eine Abnahme der Fibrose nach MSC-Transplantation im
Infarktareal im Herzmodell nachweisen [77].

Ein moglicher Unterschied mag in der Beschaffenheit der unterschiedlichen Muskelgewebe
liegen. Weitere Untersuchungen beziiglich des Einflusses transplantierter Stammzellen auf die
Fibrose erscheinen sinnvoll, jedoch ist der Haupteinfluss der transplantierten MSC nicht in der

Verminderung des Narbengewebes zu suchen.

4.4 Einfluss der MSC auf die Angiogenese

Die histomorphometrischen Daten der Gefdfauszihlung beziiglich kleiner und grofler Gefille
ergab im Vergleich der mit MSC behandelten Tiere und der Kontrolltiere keinen signifikanten
Unterschied. Die hier analog des Verletzungsmusters Ischimie versus Quetschung in der
Literatur beschriebene Zunahme der Angiogenese durch die Transplantation von MSC [77,78]
nach Myokardinfarkt im Herzmodell konnte im Skelettmuskel nicht nachgewiesen werden. Die
in der Literatur beschriebenen unterschiedlichen Applikationswege in den Versuchen scheinen
beziiglich der Ursachenfindung nicht relevant zu sein. Discher et. al. applizierten die MSC lokal
direkt in das ischdmische Myokard [77]. Nagaya et. al. hingegen applizierten die Stammzellen
systemisch iiber eine intravenodse Injektion [78].

Auch hier scheint der Unterschied beziiglich der Regeneration in der Verschiedenheit der beiden

Muskelgewebe zu liegen.

Es ldsst sich zusammenfassen, dass die lokal transplantierten markierten MSC weder die Fibrose
signifikant reduzieren, noch die Angiogenese signifikant forcieren.
Insgesamt steht jedoch fest, dass MSC ein hohes Differenzierungspotential haben. Die vereinzelt

beobachteten Fusionsereignisse reichen dennoch nicht fiir den signifikanten Kraftzuwachs nach
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Transplantation aus. Die untersuchten Muskeln wiesen lediglich regenerierende Muskelfasern,
inflammatorische Zellen, die transplantierten markierten MSC und unterschiedliche Arten von
Bindegewebe sowie Gefifle auf. Ein moglicher Ansatz in der Ursachenforschung des MSC
bedingten Kraftzuwachses traumatisierter Muskulatur, konnte im Ubergang auf die molekulare
Ebene liegen.

Es ist nachgewiesen, dass durch die MSC sezernierte Zytokine die eigene Zellproliferation
steigern [105,106] und Zytokine wie IGF-2 einen positiven Einfluss auf das Uberleben sowie die
Differenzierung von Myoblasten haben [107,108]. Zusétzlich ist ein positiver Effekt der von
MSC produzierten Zytokine wie HGF, IGF oder auch FGF auf die Regeneration bewiesen
[105,106,109,110].

Inwieweit sich die durch die MSC freigesetzten Zytokine mit den durch die inflammatorischen
Zellen freigesetzten Zytokinen in ihrer Wirkung potenzieren oder beeinflussen, ist derzeit
unerforscht.

Weitere Forschung nach der Ursache des positiven Effektes lokal transplantierter MSC auf die
Muskelregeneration sollte unter anderem dem hier postulierten parakrinen Mechanismus der

Zellen nachgehen.
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