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Kurzreferat

Der lumbale Bandscheibenvorfall ist eine der h&aufigsten Wirbelsaulen-
erkrankungen des Menschen. Die Pathogenese der degenerativen
Veranderungen der Wirbelsaule, die zum Bandscheibenvorfall fihren, ist
noch nicht vollstéandig aufgeklart. Jingste bioptische Untersuchungen des
M. multifidus sprechen fir eine Gber die zu erwartende rein neurogene
Veranderung hinausgehende Alteration von Muskelfasern [32]. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen der
Myopathologie und der Regenerationsfahigkeit des M. multifidus
untersucht. Der Fusionsindex mittels aus Biopsien isolierter
Satellitenzellen in-vitro — zellulare Quelle fur die Regeneration von
Muskelfasern — wurde analysiert und mit Befunden der Muskelbiopsien
quantitativ  korreliert. Die Ergebnisse zeigen eine Steigerung der
Fusionsrate der Satellitenzellen, bei allerdings nur sparlicher
Regenerationsaktivitdt der Muskelfasern in-vivo unter den Bedingungen
der durch den Diskusprolaps induzierten radikular neurogenen
Muskelalteration. Die Daten stutzen die Annahme einer Insuffizienz der
Muskelregeneration mit der Folge der myogenen Destabilisierung als

Ursache rezidivierender Lumbalgien.
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Einflihrung

1. Einfuhrung
1.1. Lumbaler Bandscheibenprolaps
1.1.1. Atiologie

Die Wirbelsaule ist das Achsenskelett des Rumpfes. Sie muss zwei sich
widersprechende Funktionen erflllen: einerseits muss sie starr,
andererseits aber auch biegsam sein. Mdglich ist dies durch den Aufbau
als gegliederter, beweglicher Stab, der aus den knéchernen Wirbeln sowie
den sie verbindenden Zwischenwirbelscheiben und Bandern besteht und
durch die Muskelzige, welche die Wirbelsaule in Form von Haltetauen
stabilisieren [49]. Unter dem Einfluss der zunehmenden Belastung werden
Wirbelkdrper und Zwischenwirbelscheiben von kranial nach kaudal breiter
und hoher, die Bander kraftiger und die Muskelziige kirzer, wodurch sie
im unteren Lendenbereich eine kompakte Muskelmasse bilden. Die freie
Wirbelsaule, oberhalb des Kreuzbeines, besitzt 24 Bewegungssegmente
mit 23 Bandscheiben, wobei die obersten Segmente zwischen Axis und
Atlas, sowie Atlas und Schadel keine besitzen [53]. Da die Bezeichnung
der Bandscheiben nach den benachbarten Wirbeln erfolgt, gibt es (bei 7
Hals-, 12 Brust- und 5 Lendenwirbeln je) 5 Hals-, 11 Brust- und 4 Lenden-
bandscheiben, sowie je eine am zervikothorakalen, thorakolumbalen und
lumbosakralen Ubergang. Frontal betrachtet ist die Wirbelsaule gerade, in
sagittaler Ansicht hingegen zeigt sie im freien Teil doppelt S-férmig drei
Krimmungen: die Halslordose, die Brustkyphose und die Lendenlordose.
Sie sind die Anpassung an die phylogenetische Entwicklung von der
quadripeden zur bipeden Fortbewegung [49].

An der Wirbelsdule unterscheidet man zwischen einem ventralen, von den
Wirbelkérpern und den Zwischenwirbelscheiben gebildet, und einem
dorsalen Pfeiler, welcher von den Wirbelb6gen mit ihren Gelenkfortsatzen
gebildet wird. Der ventrale Pfeiler hat vornehmlich statische, der dorsale
dynamische Funktionen. Nach Schmorl ist zwischen einem vom Wirbel
gebildeten passiven und einem bewegenden Segment zu unterscheiden

[90]. Das Bewegungssegment nach ,Junghans“ stellt die Bau- und
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Funktionseinheit der Wirbelsaule dar [53]. Es besteht aus dem Discus
intervertebralis, mit Nucleus pulposus und Anulus fibrosus, den Halften
der benachbarten Wirbel, dem Foramen intervertebrale, den
Facettengelenken, sowie dem Lig. flavum, den Ligg. longitudinale anterius
und posterius, dem Lig. interspinale und allen Muskeln die sich in gleicher
Hohe zwischen Dorn- und Querfortsdtzen befinden. Zwischen dem
vorderen und dem hinteren Pfeiler besteht eine funktionelle Verknipfung.
Aufgrund ihres strukturellen Aufbaus kann man die Wirbel mit Hebeln
vergleichen, deren Drehpunkt vom Wirbelgelenk gebildet wird. Dieses
System erlaubt eine Aufnahme und Weiterleitung von axialen
Druckkraften, direkt und passiv durch die Zwischenwirbelscheibe und
indirekt aber aktiv durch die tiefen autochthonen Riickenmuskeln [49,58].
Der Discus intervertebralis verbindet zwei Wirbel in Form einer
Synchondrose. Er besteht aus dem Anulus fibrosus und dem Nucleus
pulposus. Die aussere Zone des Anulus fibrosus besteht aus Lamellen mit
vertikalen Kollagenfibrillen. Die Innenzone mit fast horizontalen
Fibrillenzigen gleicht einem faserknorpligen Gewebe und geht ohne
scharfe Grenze in den Gallertkern Uber. Die Grundlage des Nucleus
pulposus stellt restliches Gewebe der Chorda dorsalis dar. Er enthélt
grosstenteils Typ Il Kollagen, blaschenférmige Chordazellen und
Glykosaminoglykane [21,37,83]. Diese Makromolekile binden aufgrund
ihres hohen effektiven hydrodynamischen Volumens einen grossen Teil
der Bandscheibenflissigkeit [57], wodurch der Gallertkern unter einem
inneren Druck steht [84]. Der Nucleus liegt in einer zugfesten Hulle, kranial
und kaudal von den Wirbelkdrperendflachen und peripher vom Anulus
fibrosus gebildet, die den Austritt von Gallertgewebe verhindert.

Die Bandscheibe steht mit ihren angrenzenden Gewebsstrukturen im
Stoff- und Flissigkeitsaustausch und stellt somit ein osmotisches System
dar [57,59]. Durch druckabhangige Flissigkeitsverschiebungen kommt es
zu einer vorerst reversiblen Bandscheibenerniedrigung [5], welche zu
einem Stabilitdtsverlust im Bewegungssegment fiuhrt. Dieser hat
funktionell solange keine Bedeutung, wie die autochthonen
Ruckenmuskeln die Insuffizienz der passiven Verspannungsstrukturen

kompensieren koénnen [83]. Durch Versorgungs- und Stoffwechsel-
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probleme des bradytrophen Bandscheibengewebes, hervorgerufen durch
Storungen der aktiven und passiven Transportmechanismen an der
Bandscheibengrenze, wie zum Beispiel Bewegungsarmut und
Haltungsfehler [54], kommt es zu regressiven Verdnderungen des
Gewebes der Zwischenwirbelscheibe. Diese gehen mit  einer
Verringerung des Wasseraufnahmevermogens einher, beruhend auf
qualitativen und quantitativen Veranderungen der Zusammensetzung der
Extrazellularmatrix [83,107]. Auch kdnnen anlagebedingte Faktoren bei
der Degeneration eine Rolle spielen [9].

Die ersten Anzeichen einer Bandscheibendegeneration sind meistens
radidar, seltener zirkular angeordnete Fissuren, welche von zentral
gelegenen Anteilen des Anulus fibrosus ausgehen [40,41,54,62]. Bei
Uberlastung oder asymmetrischer Belastung konnen Teile des Nucleus in
diese Fissuren gedrickt werden und den ausseren Anulus und das hintere
Langsband unter Zugspannung setzen [50]. Durch Reizung der R.
meningeus im Langsband kommt es zum so genannten Lumbago [55,78].
Es kann akut bei Fehlbelastung in Rumpfvorbeuge oder langsam [28,29]
durch allmahliche Verlagerung entlang der Einrisse zu einer Dorsal-
verschiebung des Nucleus pulposus und einer Bedrangung des Lig.
longitudinale posterius und des &usseren Anulus kommen. Diese
Bandscheibenprotrusion kann sich wieder zuriickbilden [35,102] oder
weiter vordringen und den Bandscheibenring sprengen. Man spricht dann
vom Bandscheibenprolaps. Dieser erfolgt meist paramedial oder lateral,
da das hintere Langsband medial am kréftigsten ist. Es kommt dann zur
Bedrangung der Nervenwurzel der entsprechenden Etage, was sich dann
als Ischialgie aussert.

Das Prolapsgewebe kann nach kranial, kaudal, medial oder lateral
weiterwandern und dadurch die Beteiligung von anderen Etagen
vortauschen. Durch Prolabierung grésserer Mengen kann es zu einer
raschen Sinterung im Segment kommen [74,90], verbunden mit
Problemen an den Wirbelgelenken sowie am Foramen intervertebrale,
was zu einer zuséatzlichen Bedrangung der Nervenwurzel und damit zur

Entstehung eines chronischen Wurzelreizsyndromes filhren kann [55].
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Im Bereich der Lendenwirbelsdule nehmen die Bandscheiben von kranial
nach kaudal an Hohe zu, bis auf den lumbosakralen Ubergang. Hier ist sie
ungefdhr um ein Drittel niedriger als die nachsthéhere. Auch sind im
Lendenbereich die Zwischenwirbelscheiben ventral hoher als dorsal. Im
Gegensatz zum thorakalen Bereich befindet sich das Foramen
intervertebrale in Hohe der Bandscheibe [55]. Spinalganglien und
Wurzeln, deren Kaliber von L1 nach L5 ebenfalls zunimmt [55], liegen
weiter ventral und befinden sich somit unmittelbar neben der
Bandscheibe. Grund fur das haufige Auftreten von Ilumbalen
Wurzelreizsyndromen sind die enge topografische Situation und die
besondere mechanische Beanspruchung in den unteren zwei
Bewegungssegmenten [55,99]. Selbst geringe degenerative
Verdnderungen der kntchernen Strukturen sowie der Bandscheiben

fuhren zu einer Bedrangung der Nervenwurzel.

1.1.2. Klinik

Die Anamnese eines Prolapspatienten ist fast immer durch das plétzliche
Auftreten einer Lumbalgie bei Fehlbelastung der flecktierten Wirbelsaule
oder abrupten Rotationsbewegungen gekennzeichnet. Begleitend tritt eine
konstante Schonhaltung in Form einer skoliotischen Fehlstellung der
Wirbelsaule auf, die in Abhangigkeit von der Lokalitat der Wurzel-
bedrangung ipsilateral oder kontralateral erfolgt [80].

Das Hauptsymptom ist der tiefe Kreuzschmerz, der bei monoradikularer
bandférmig und bei polyradikularer Bedrangung eher inselférmig ins Bein
ausstrahlt. Die Schmerzen werden beim Husten, Niesen und Pressen
durch Druckerhéhung im epiduralen Venengeflecht, sowie in den lumbalen
Bandscheiben [75] verstarkt und sind typischerweise positionsabhangig.
Im Allgemeinen sind die Schmerzen proportional dem Druck, der auf die
Nervenwurzel ausgeilbt wird. Die Patienten klagen Uber Hyper- oder
Hypasthesien sowie Parasthesien (Kribbeln, Ameisenlaufen). Die
oberflachlichen Sensibilitatsstorungen, mit teils individuell differierenden
Dermatomgrenzen [77,112] und bei alteren Patienten mit peripheren

Neuropathien konkurrierend, sind aufgrund ihrer Subjektivitat eher

10
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unspezifisch fur die Festlegung einer direkten Wurzelbeteiligung. Es gibt
nur kleine Autonomiegebiete fir die einzelne Nervenwurzel, wie in Tabelle
1 dargestellt. Eventuell berichten die Patienten im frihen Stadium schon
Uber motorische Stérungen, die jedoch gegen schmerzbedingte oder
reflektorische Ruhigstellung abzugrenzen sind. Motorische Stérungen im
Sinne der Abschwéachung von Kennmuskeln oder Reflexen sind im
Hinblick auf die Diagnosefindung spezifischer.

Tabelle 1 Symptome und Zeichen bei Radikularsyndrom L3-S1

L3 L4 L5 S1
Schmerz anteromedialer anteriorer posterolateraler posteriorer
Oberschenkel Oberschenkel Oberschenkel, Ober- und
lateraler Unterschenkel
Unterschenkel
sensibles mediales medialer lateraler Aussenkante
Autonomiegebiet Knie Unterschenkel Unterschenkel, FuR
FulBriicken
Muskel Adduktoren, Quadrizeps Ext.hall.longus, Triceps surae,
schwéache Quadrizeps Tibialis anterior ~ Gluteus max.
abgeschwachter  Adduktoren-Reflex, PSR TPR ASR
Reflex PSR

PSR: Patellarsehnenreflex, TPR: Tibialis-posterior-Reflex, ASR: Achillessehnenreflex,
Ext.hall.longus: Extensor hallucis longus, max.: maximus

Bei der klinischen Untersuchung fallen eine rigide Wirbelsaule mit
entsprechenden  Haltungsfehlern, ein  Spasmus der lumbalen
paravertebralen Muskulatur sowie eine Teilfixierung der LWS auf [55]. Der
Patient zeigt dabei eine seitenbetonte Bewegungseinschrankung der
Wirbelsaule und bei motorischen Stérungen eventuell Defizite beim
Fersen- oder Zehenstand. Mit dem Lasegue-Test, dem gekreuzten
Lasegue-Test, die eine Dehnung des N. ischiadicus provozieren, und dem
umgekehrten Lasegue-Test, der zur Dehnung des N. femoralis fuhrt [97]
und anderen spezifischen Tests lassen sich differentialdiagnostische
Ausschlisse treffen und die Nervenwurzeldiagnostik festigen.
Radiologisch kann man im konventionellen Réntgenbild der LWS in zwei
Ebenen eine reflektorische Steilstellung, sowie eine skoliotische
Schonhaltung finden und gleichzeitig urséchliche degenerative oder
neoplastische Verédnderungen ausschliessen. Bildgebendes Mittel der

11
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Wahl beim Bandscheibenvorfall ist heute die
Magnetresonanztomographie, aufgrund der besseren Darstellung der
Weichteilstrukturen in verschiedenen Wichtungen, der Erfassung aller
Segmente und der Darstellungsmoglichkeit mehrerer Ebenen. Auch
Computertomografie, Myelografie und Diskografie kdnnen zur Diagnostik
eingesetzt werden, wurden aber durch das MRT und seine Vorteile

verdrangt.

1.1.3. Therapie

Trotz moderner bildgebender Verfahren gilt auch heute der Grundsatz, es
wird kein Rontgenbild behandelt [15,110]. Hauptaufgabe der Therapie ist
zuerst die Schmerzbeseitigung. Die Therapie von Patienten mit einem
Bandscheibenvorfall hat zwei Saulen: die Konservative und die Operative.
Bei akut auftretenden Beschwerdebildern sind angezeigt eine Entlastung
der Wirbelsaule und eine Traktion zur Unterstitzung einer eventuellen
Ruckverlagerung des Prolapses [60].

Medikamentds kann die Gabe von Analgetika und Antiphlogistika erfolgen,
um eine Abschwellung der gereizten Wurzel zu erreichen, sowie die
Verabreichung von Muskelrelaxantien, um den Circulus vitiosus aus
Schmerz - Fehlhaltung - Muskelverspannung - Schmerz zu
unterbrechen. Mit physikalischen Mitteln kann man die Therapie je nach
Stadium unterstitzen. Akupunktur als zuséatzliche Option senkt den
Analgetikaverbrauch und durchbricht ebenfalls den Circulus vitiosus
[31,34]. Bei jungeren Patienten mit rezidivierenden Schmerzepisoden
bietet sich die peridurale Anasthesie (PDA) an, wobei es durch Injektion
eines Analgetikums in Kombination mit einer Kortisonverbindung zur
Wurzelabschwellung und Reizlinderung kommt und somit eine schnellere
Aufnahme von konservativen Therapieoptionen ermdglicht wird.

Perkutane lumbale intradiskale Therapien wie Chemonukleolyse oder
Laserdiskotomie werden bei Bandscheibenprotrusionen, diskogen
bedingten Ischialgien Uber 6 Wochen oder Patienten mit hohem
Leidensdruck eingesetzt. Indikationen zur operativen Behandlung sind

konservativ frustran verlaufende Falle, zunehmende sensible oder

12
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motorische Stoérungen, sowie grosse Vorfalle mit dadurch erhdhter
Komplikationsrate. Absolute Indikationen sind akute L&ahmungen, das
Kauda - Equina Syndrom und Reithosenanasthesien. Bevorzugte
operative Methoden sind die mikroskopische oder endoskopische
Diskektomie. Der Einsatz beider Operationstechniken wird in der Literatur
kontrovers diskutiert [76,105]. Bei postoperativer Segmentinstabilitat kann
zusatzlich eine dorsale Spondylodese oder eine Interbodyfusion indiziert
sein. Der Outcome des operativen Ergebnisses ist abhangig von der
Grosse des Vorfalles, dem Alter des Patienten, dem Zustand des
Bandscheibenrestgewebes und der OP-Methode [19,76]. Ursachen fur
das Bestehen bleiben oder Wiederauftreten einer Ischialgie postoperativ
sind unter anderem eine unzureichende Nervenwurzeldekompression, ein
Rezidivprolaps im selben Segment, Prolaps oder Protrusion in einem
anderen Segment, sowie Narbengewebsbeschwerden (Postdiskektomie-
syndrom) [55].

Zur Festigung des Therapieergebnisses dienen Muskelstabilisierung und
Kraftigung durch physiotherapeutische MalRnahmen. Die Schulung der
Patienten in bandscheibenschonenden Bewegungsablaufen, Rundriicken-
und Hohlkreuzprophylaxe sind ebensowichtig wie die Wiederherstellung
der Beweglichkeit im betroffenen Wirbelsdulenabschnitt, um einer
Uberlastung benachbarter Segmente vorzubeugen und die physiologische

Lordose der LWS zu unterstitzen.

1.2. Autochthone Ruckenmuskulatur

1.2.1. Musculus multifidus

Die dem Achsenskelett dorsal unmittelbar aufliegenden Muskeln werden
als autochthone Rickenmuskeln bezeichnet und entsprechen dem M.
erector spinae [83]. Man unterteilt ihn in einen medialen und einen
lateralen Trakt. Die Einteilung erfolgt nach Lage und Innervation. Der
laterale, oberflachliche Trakt, der hauptsachlich aus langen Muskelziigen
besteht, wird nochmals in ein intertransversales, ein sakrospinales und ein

transversospinales System unterteilt. Der mediale, tiefe Trakt besteht aus
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kurzen und langen Muskelzigen und wird in ein spinales und ein
spinotransversales System untergliedert [83]. Zu letzterem gehort der M.
multifidus. Er ist besonders in der zervikalen und lumbalen Region

ausgepragt und nimmt nach kaudal an Masse zu.

Abbildung 1 Anordnung des Musculus multifidus (nach Kalimo et al. [48])

Im lumbalen Bereich untergliedert sich der M. multifidus in 5 separate
Gruppen, wie in Abbildung 1 dargestellt ist. Jede dieser Gruppen
entspringt von einem Processus spinosus von L1 bis L5 und besteht aus
mehreren Faszikeln, von funf bei L1 zu einem bei L5. Der kirzeste
Faszikel inseriert am Processus mammilares zwei Wirbel tiefer und der
nachstlangere immer einen Wirbel tiefer, wobei der Langste am Sakrum
inseriert. Dabei liegen die kranialen Anteile oberflachlich Uber den
Kaudalen [48].

14
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Der M. multifidus wird innerviert vom Ramus medialis des Ramus dorsales
der segmental entsprechenden Spinalnerven. Die Innervation ist
unisegmental, wobei jeder Faszikel der an L(x) [x=1-5] entspringenden
Gruppe vom Spinalnerven L(x) versorgt wird und keine
Kollateralinnervation existiert. Im Gegensatz dazu zeigt der M. erector
spinae intersegmentale Kollateralisationen [48].

Die Funktionen des M. multifidus sind Extension der Wirbelsaule, jedoch
ohne Translation der Wirbel, bei einseitiger Aktivitat Rotation und
Seitneige, sowie Antagonist der Bauchmuskulatur. Vor allem sein
sakrolumbaler Anteil ist ein wichtiger Teil des Verspannungssystems der
Wirbelsaule und tragt so zu ihrer Stabilisierung bei. Insuffizienzen in
diesem muskularen System fiuhren zu Instabilitaten mit dadurch erhohter
Verletzungsgefahr im lumbalen Bereich oder typischen Schmerz-
syndromen [48,65,81].

Alle Muskeln enthalten zwei Haupttypen von Muskelfasern. Typ-1 Fasern
sind langsam kontrahierend (slow-switch) mit einem oxidativen
Stoffwechsel. Sie sind vor allem fir tonische Muskelarbeit zustandig. Typ-
2 Fasern sind schnell kontrahierend (fast-switch), haben einen mehr
glykolytischen Stoffwechsel und sind hauptsachlich in phasischen Muskeln
anzutreffen. Bei der Muskelkontraktion reagieren zuerst die Typ-1 Fasern
und erst bei grosserer oder schneller Rekrutierung die Typ-2 Fasern. Die
relative Anzahl der unterschiedlichen Fasertypen in den einzelnen
Muskeln variiert in Abhangigkeit von deren Funktion und, wie in einigen
Studien gezeigt wurde, der Veranlagung interindividuell [48,65,69]. Im M.
multifidus dominieren, laut Literaturangaben, die Typ-1 Fasern mit 64% -
66% gegenuber den Typ-2 Fasern [47,65,69] mit individuellen
Schwankungen der Untersuchten von 36% - 93% [47].

1.2.2. Myopathologie

Die Skelettmuskulatur zeigt unter pathologischen Bedingungen
morphologische Veranderungen wie andere Gewebe auch, aber sie hat
zwei spezielle Charakteristiken, die ihre Reaktionen bei Verletzungen oder

Krankheiten beeinflussen.
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Erstens ist jede Muskelfaser ein Synzytium, welches durch Fusion von
vielen hundert Myoblasten entstanden ist und zweitens besteht ein
grosser Anteil aus kontraktilen Elementen [68]. Verdnderungen kdnnen
also einen kleinen Teil einer Faser betreffen oder zu verschiedenen Zeiten
unterschiedliche Teile der Faser. Des Weiteren kann dadurch, dass der
Muskel ein funktionell spezialisiertes Gewebe ist, eine primare Pathologie
zu sekundéren Begleiterscheinungen fuhren, welche nur schwer von der
initialen Schéadigung zu unterscheiden sind. In der Diagnostik werden die
einzelnen Prozesse meistens drei Hauptsyndromen zugeteilt, da das
Einzelsymptom oft keine genlgende Aussagekraft besitzt. Man
unterscheidet ein neurogenes, ein myopathisches und ein myositisches
Gewebssyndrom [45].

Pathologische Muskelreaktionen  die dem Neurogenen zugeordnet
werden, sind elongierte atrophische Fasern, Gruppenatrophien, polygonal
atrophische Fasern, Kernkonglomerate, Faser-Typ-Gruppierung,
hypertrophe Muskelfasern und die Zentralisation von Muskelfaserkernen.
Die meisten beruhen auf der Tatsache, dass das Motoneuron den
Muskelfasertyp  bestimmt. Dazu gehért die  Gruppenatrophie,
hervorgerufen durch insuffiziente Reinnervation, und die durch De- und
Reinnervation in einem Muskelfaszikel auftretende Faser-Typ-
Gruppierung. Da die Fasern verschiedener motorischer Einheiten in Form
eines Mosaiks verteilt sind, erscheinen die atrophierten Fasern, aufgrund
der Rauminanspruchnahme der benachbarten noch innervierten Fasern
und die Abnahme der Myofibrillenanzahl, elongiert. Kernkonglomerate, als
Restbestandteil von atrophischen Muskelfasern, Faserspaltbildungen,
sowie  zentralisierte Kerne sind  Zeichen  von  chronischen
Denervierungsprozessen. Bei diesen treten oft auch myopathische
Verédnderungen als Zeichen einer sekundaren Begleitmyopathie auf.

Zum myopathischen Gewebssyndrom gehdren degenerative und
regenerative Muskelfasern, die Invasion von Makrophagen, eine
Begleitentziindung sowie eine peri- oder endomysiale Bindegewebs-
vermehrung. Die regenerierenden Fasern erscheinen in der Hamatoxylin-
Eosin Farbung, aufgrund erhéhter RNA Synthese, basophil und zeigen

viele vesikulare Kerne mit prominenten Nucleoli [24]. Die Abrdumung der
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wachsig, hyalinen Degeneration erfolgt als Myophagie durch invasierte
Makrophagen.

Die Degeneration kann je nach Lokalitdt und zeitlichem Auftreten auf ihre
Ursache hinweisen. Monophasisch-monofocal meist bei Muskeltraumen,
monophasisch-polyfocal tritt sie eher bei toxischen oder ischamischen
Schaden auf und polyphasische-polyfocale Prozesse sind ein Hinweis auf
genetisch bedingte oder chronische Myopathien.

Das myositische Gewebssyndrom ist vor allem durch die Pradominanz
von Rundzellinfiltraten, welche perivaskuléar, peri- oder endomysial liegen
konnen, gekennzeichnet oder das Auftreten von granulomatdsen
Infiltraten. Bei der primaren Myositis dringen Lymphozyten und
Makrophagen oft in gesunderscheinende Muskelfasern ein. Da bei den
anderen  Gewebssyndromen sekundar ebenfalls  mononucleare
Infiltrationen beobachtet werden konnen, ist die Abgrenzung des rein
myositische Syndroms schwierig.

Es gelingt nicht immer die pathologischen Prozesse einer Muskelbiopsie
einem speziellen Gewebssyndrom zuzuordnen. Die Beurteilung lautet

dann ,diagnostisch unspezifische myopathologische Veranderungen“ [45].

1.2.3. Myopathologie des M. multifidus beim
lumbalen Bandscheibenvorfall

Die paraspinale Muskulatur spielt eine grosse Rolle bei der funktionell
korrekten Bewegung und Stabilitat der Wirbelsaule, aber ihre Rolle im
Rahmen der muskularen Dysbalance ist noch unklar [39]. Der M.
multifidus ist der grésste und medialste Muskel im lumbalen Bereich und
fur zwei Drittel der Stabilitat in der LWS verantwortlich [111].

Es gibt viele Studien die sich mit den pathologischen Veranderungen des
M. multifidus im Zusammenhang mit dem lumbalen Bandscheibenvorfall
beschéftigt haben. Das Hauptinteresse richtete sich dabei auf die
Verteilung und Pathologie der Muskelfasertypen. Die Ergebnisse sind sehr
kontrovers. Einige Autoren beschreiben eine signifikante Abnahme sowohl
des Typ-1 als auch des Typ-2 Faserdurchmessers [113,114,116], andere
hingegen sehen keinen Zusammenhang mit der Atrophie beider
Fasertypen [26,69], oder nur mit einer Abnahme des Typ-2
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Faserdurchmessers [117]. Ebenfalls fanden sich klassische Zeichen der
Denervation wie Faser-Typ-Gruppierung, elongierte atrophische Fasern,
Gruppenatrophien und zentralisierte Kerne [116]. Einige myogene
Schéden wurden, etwas starker auf der betroffenen als auf der normalen
Seite, gefunden und als Folge muskelspasmusinduzierter Ischamien oder
muskularer Uberlastungen gewertet [116]. Trotz dieser Diskrepanzen lasst
sich eine Schadigung und Schwéachung der erkrankten Seite feststellen
und dadurch bedingt eine Instabilitdt der Wirbelséaule.

Die Frage ist, ob diese Pathologie Ursache oder Konsequenz einer
bandscheibenbedingten Erkrankung ist. Ob die Muskelatrophie bei diesem
Krankheitsbild [39] nun durch Denervation, schmerzreflektorische
Verspannungen, Fehlbelastung, auch im taglichen Leben der heutigen
Zeit, oder Inaktivitat hervorgerufen wird, so fuhrt sie doch zu einem Kraft-
und Kontrollverlust [61,81], verbunden mit einer erhdhten Disposition fir
Instabilitaiten,  Uberlastungen,  Verletzungen oder  degenerative
Veranderungen im LWS Bereich [38,39,81,96]. Da der M. multifidus den
grossten Anteil an der Stabilisierung der unteren LWS hat, kann jede
pathologische Veréanderung einen Effekt auf die lumbale Segmentstabilitat

und damit die physiologische Funktion haben.

1.3. Satellitenzelle

1.3.1. Biologie

Satellitenzellen sind spindelférmige, mononucleare Zellen, die zwischen
dem Plasmalem und der Basalmembran von Skelettmuskelfasern liegen
und zustandig fur das Muskelwachstum und die Regeneration sind [70].
Sie koénnen sich in myogene, osteogene und adipogene Zelllinien
differenzieren [3]. Ihre Verteilung im Muskel ist abhangig von Ort,
Muskeltyp und Alter [16,25]. In der Nahe der neuromuskularen Verbindung
ist die Satellitenzellzahlfrequenz bis auf das zwanzigfache erhoéht,
morphologisch besteht aber keine Verbindung zur Nervenendigung [25].

Bei der Geburt stellen sie ca. 32% und im Erwachsenenalter nur noch 5 -

8% der Muskelfaserkerne, die unter der Basalmembran liegen, dar
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[18,89,94]. In Typ-1 Fasern (slow switch) ist ihr Anteil 1 — 4%, wohingegen
ihre Anzahl in Typ-2 Fasern (fast switch) auf das 3 — 4fache steigt
[25,28,89]. Wahrend des Muskelwachstums sind die Satellitenzellen durch
Proliferation, Differenzierung und Fusion mit den Muskelfasern fur die
Erhéhung der Muskelfaserkerne verantwortlich. Dabei entstehen zuerst
aus jeder Satellitenzelle zwei Tochterzellen. Die eine proliferiert und
differenziert sich weiter, die zweite bleibt in der Go Phase des Zellzyklus
zurick und fungiert als Reserve- oder Stammzelle [18,25,95]. Durch
diesen Selbsterhalt nimmt die absolute Zahl der Satellitenzellen nicht ab.
In der Literatur findet man ihre Unterscheidung in zwei Populationen, mit
Differenzen in Zellzykluszeit und Morphologie, wobei eine das
Reservezellkompartment darstellt, dessen Zellen erst mehrere Zellzyklen
durchlaufen missen, bevor sie zur Fusion bereit sind, und die andere das
Kompartment mit proliferationsbereiten Zellen [71,73,95]. Asakura et al. [4]
beschrieben neben den Satellitenzellen die ,side population cells® im
Skelettmuskel, welche pluripotent sind, einen positiven Einfluss auf die
Proliferation von Myoblasten haben und unter bestimmten Bedingungen
sogar selbst zu Myocyten differenzieren kdénnen. “Muscle-derived stem
cells* werden von Deasy et al. [22] beschrieben und durch ihr grol3eres
Differenzierungspotentials im Vergleich zur Satellitenzelle als weitere
Stammzellpopulation betrachtet.

Aufgrund der eingeschrankten lichtmikroskopischen Identifizierung der
Satellitenzellen hat man sich verschiedene Antikérper gegen spezifische
Strukturen als Marker zunutze gemacht. Einige Bewéhrte sind N-CAM
(neural cell adhesion molecule,CD56), Desmin oder Transkriptionsfaktoren
wie myogenin, MyoD1, myf-5 und 6, mit denen auch der Funktionszustand
erfasst werden kann [30,43,94].

1.3.2. Regeneration

Die Regeneration von geschadigten Muskelfasern erfolgt durch die
Satellitenzellen, als Grundlage fur die Myoblasten, die fur die Reparatur
notig sind [94]. Abbildung 2 zeigt eine grafische Darstellung der Stadien

wahrend der embryonalen und adulten Muskelregeneration. Sie ist
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abhangig von der Schwere der Schadigung, der Innervation, der
Vaskularisation und der Anwesenheit von diffusiblen Faktoren, wie z.B.
Wachstumsfaktoren [11,13,94]. Der physiologische Kontakt der
Satellitenzelle mit der Muskelfaser inhibiert deren Proliferation durch

Desensibilisierung gegen mitogene Reize [13].

Abbildung 2 Stadien der Muskelregeneration
Embryonale
Muskelentwicklung Premyoblasten \

Myoblasten —» Fusion — Myotuben

Adulte / \
Muskelentwicklung Satellitenzellen

Zellteilungen Organisation von
Myofibrillen

Funktionelle Fasertyp-
Muskelfaser <€— Differenzierung <— Innervation <€— Muskelfaser

Bei fokalen Schéadigungen beschrénkt sich die Aktivierung meist auf die
Satellitenzellen der betroffenen Faser [25]. Grossere Alterationen
bewirken durch die Freisetzung von Wachstumsfaktoren und
Chemotaxinen einen grossen Proliferationsreiz auf die Umgebung [12,25].
16-18 Stunden nach dem mitogenen Stimulus beginnt die DNA-Synthese
in den Satellitenzellen [11,25]. Die friihe Proliferation mit anschlie3ender
Myotubenbildung durch Fusion ist innervationsunabhéngig. Die Reifung
zur Muskelfaser bendtigt hingegen eine nervale Versorgung [13,25]. Bei
besonders schweren Muskelsch&den mit Satellitenzelluntergang, kdnnen
durch Migration Satellitenzellen aus weiter entfernten Faszikeln die
Regenerationsfunktion Ubernehmen [12,25,94]. Dabei penetrieren sie die
Basalmembran, um an den Ort der Schadigung zu gelangen. Diese
Erkenntnis ist wichtig fir den Einsatz von autologen Transfer - Therapien
in der Zukunft [12].

Man unterscheidet bei der Regeneration eine Kontinuierliche, durch
Fusion von Myoblasten mit noch vitalen Muskelfaserstimpfen, von einer
Diskontinuierlichen, bei der aus Satellitenzellen neufusionierte Myotuben

die zerstorten Strukturen im Plasmalemschlauch Gberbriicken [25,20].
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Das Proliferationspotential der Satellitenzellen, in Form von verbleibenden
Zellteilungen, vermindert sich mit jeder durchgemachten Regeneration, da
es zu Telomerverkirzungen kommt, was bei alten Menschen und
Myopathien nachgewiesen wurde [85,93]. Muskelerkrankungen wie
Dystrophien, Polymyositis, Myotonien, Amyotrophe Lateralsklerose (ALS)
und Spinale Muskelatrophie (SMA) zeigen eine gegenuber dem Normalen
erhohte Satellitenzellzahl von 10 -20% [14,42,103,109]. Die Dystrophien
zeichnen sich durch ein stdndiges Nebeneinander von Degeneration und
Regeneration aus, wodurch die Zellteilungskapazitat der Satellitenzellen
herabgesetzt ist [42,63]. Trotz erhdhter Zellzahlen und in einigen Studien
gezeigter Aktivierung der Satellitenzellen kommt es zur Abnahme der
Muskelfasern [44,109]. Dieser Widerspruch Iasst eine ineffiziente
Regeneration vermuten. Ein eventuell kongenitaler Defekt der Satelliten-
zellen wurde noch nicht untersucht. Bei Denervierungsprozessen erhoht
sich die Anzahl der Satellitenzellen bis auf das 2-3fache [98]. Dies ist
jedoch auf eine kurzzeitige Denervierung beschrankt und geht bei
chronischen Verlaufen in eine Zellzahlabnahme UUber [63]. Da bei
neurogenen Schaden keine nekrotischen Fasern ersetzt werden mussen,
erfolgt die Myotubenbildung im Interstitium [20,25]. Die Bildung von
Tochterfasern erscheint wie eine Fragmentierung der Muskelfaser.

Bei langerfristiger Denervation kommt es zu einer Veranderung der
muskelspezifischen Isoenzyme und die Muskelfaserreifung stagniert
[25,67]. Eine Studie zeigte bei ALS, trotz erhodhter Aktivierung der
Satellitenzellen und anfanglich erhohter Zahl der Satellitenzellen, kaum
oder keine regenerativen Muskelfasern in-vivo, was auf eine Stérung der
Regeneration hinweisen kann [44].

Sollte es primare Storungen der Satellitenzelle geben, so kdnnten diese
durch insuffiziente Regeneration zu einer Schwachung der Muskulatur

fuhren, verbunden mit muskularen Instabilitaten im Bewegungsapparat.
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2. Material und Methoden

2.1. Ubersicht

In diesem Kapitel wird zuerst das Patientengut dargestellt und dann die
Gewinnung der Muskelbiopsien beschrieben. Anschliessend werden die
zellbiologischen Methoden ausfuhrlich dargelegt. Am Ende des Kapitels
wird auf die Schnittpraparategewinnung und die verschiedenen

histologischen Farbemethoden eingegangen.

2.2. Patienten

Bei 24 Patienten (Tabelle 2, S. 23), die sich zwischen Mai 2000 und Juni
2001 in stationarer Behandlung in der Klinik flr Orthopadie der
Universitatsklinik Magdeburg befanden, wurde im Rahmen eines
operativen Eingriffes eine Muskelbiopsie aus dem Musculus multifidus
entnommen. Die Biopsieentnahme erfolgte entsprechend der Richtlinien
der Ethikkommission der Universitatsklinik der Otto-von-Guericke
Universitdt Magdeburg. (Alle Patienten wurden mindestens 24 Stunden
vor der Operation Uber die Studie aufgeklart. Vorraussetzung fur die
Gewinnung einer Muskelbiopsie war die schriftliche Einverstandnis-
erklarung der Patienten nach ausreichender Aufklarung und Bedenkzeit.)
20 Patienten unterzogen sich einer Diskotomie bei lumbalem
Bandscheibenvorfall. Die Kontrollbiopsien wurden von 4 Patienten
gewonnen, wobei 2 Patienten zur Frakturversorgung und 2 Patienten zur
diagnostischen Entnahme bei Tumorverdacht kamen. Dabei handelte es
sich um 17 Manner und 6 Frauen im Alter zwischen 19 und 79 Jahren.

Bei einem Patienten konnte aufgrund einer zu geringen Biopsiemasse
weder eine Zellkultur noch ein auswertbarer Muskelkryoschnitt angefertigt
werden.

Die demographischen, anamnestischen und klinischen Patientendaten

wurden den Krankenakten entnommen.
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2.3. Muskelbiopsie

Bei der Diskotomie erfolgte nach der Lagerung auf dem Wilson-Rahmen
ein Hautschnitt neben der Dornfortsatzreine in Hohe des betroffenen
Segments. Nach der Spaltung der Fascie und Darstellung der
paravertebralen Muskulatur entnahm der Operateur eine Muskelbiopsie
aus dem segmental versorgten Bereich des M. multifidus. Diese wurde auf
direktem Wege in das Institut fir medizinische Neurobiologie gebracht und
im Labor weiterverarbeitet. Die Biopsie wurde in zwei Teile zerlegt, ein Teil
fur die histologische Diagnostik und der andere flr die zellbiologische

Aufarbeitung.

Tabelle 2 Patientenkollektiv

Geschlecht Alter Diagnose
Fall 1 m 46 NPP L4-5
Fall 2 m 58 NPP L4-5
Fall 3 w 49 NPP L4-5
Fall 4 m 51 NPP L2-3u L3-4
Fall 5 m 40 NPP L5-S1
Fall 6 w 60 NPP L4-5
Fall 7 w 47 NPP L4-5
Fall 8 m 37 NPP L4-5 u L5-S1
Fall 9 m 35 NPP L5-S1
Fall 10 m 52 NPP L5-S1
Fall 11 m 49 NPP L4-5
Fall 12 m 41 NPP L5-S1
Fall 13 m 49 NPP L4-5
Fall 14 m 29 NPP L4-5 u L5-S1
Fall 15 m 44 NPP L4-5
Fall 16 K m 31 BWK 11 Fraktur
Fall 17 K w 50 V.a. Met. Th8
Fall 18 K m 75 V.a. Met. L5
Fall 19 w 79 NPP L4-5
Fall 20 m 56 NPP L4-5
Fall 21 w 42 NPP L5-S1
Fall 22 K m 20 LWK 1 Fraktur
Fall 23 m 19 NPP L5-S1

NPP: Nucleus pulposus prolaps, V.a.: Verdacht auf, K: Kontrolle, u: und,
Met.: Metastase, m: mannlich, w: weiblich
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2.4. Satellitenzellkultur

24.1. Zellisolierung

Die Isolierung der adulten Satellitenzellen erfolgte nach der Methode von
Allen R.E. et al. (1982) [2] mit Modifizierungen.

Die gewonnene Muskulatur wurde von Sehnen, Fascien und Fettgewebe
befreit, gewogen, mit warmem PBS (phosphat buffered saline) gespilt und
in ca. 1mm? kleine Sticke zerkleinert. Diese wurden zusammen mit 3 mi
PBS/g Muskulatur, welches 1,25 mg/ml Protease Typ XVII vom
Streptomyces griseus enthielt (Fa. Sigma P5147), in ein Falconréhrchen
(50 ml Zentrifugationsrohrchen, Fa. Greiner) gegeben und anschlieRend 1
Stunde bei 37°C, unter viertelstiindigem Schutteln, inkubiert. Dann wurde
die Suspension bei 2000 U/min fir 4 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, 40 ml (Gesamtvolumen) warmes PBS zugeflgt und auf dem
Vortex-Mixer (Reax 2000, Fa. Heidolph) 20 Sekunden gemischt. Diese
Suspension wurde fir je 10, 8 und 5 Minuten bei 700 U/min zentrifugiert,
wobei als Zwischenschritt der Uberstand gesammelt, neues PBS
hinzugefigt und die Gewebesuspension wieder gemischt wurde. Die
Uberstande wurden zusammengefiihrt und fir 3 min bei 2000 U/min
zentrifugiert um die Zellen zu pelletieren.

Abbildung 3 Kulturmedien fur adulte Satellitenzellen

Medium Prozent
Isolationsmedium 88 DMEM mit HEPES
10 HS (horse serum)
1 Penicillin/Streptomycin
1 L-Glutamin
Proliferationsmedium 78 DMEM mit HEPES
20 FCS (foetal calf serum)
1 Penicillin/Streptomycin
1 L-Glutamin
Differentiationsmedium 96 DMEM mit HEPES
2 HS (horse serum)
1 Penicillin/Streptomycin
1 L-Glutamin
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Nach dem Verwerfen des Uberstandes erfolgte die Zugabe von DMEM +
10% HS (Isolationsmedium siehe Abb. 3) zum Zellpellet unter
Volumenanpassung auf 1 ml Medium pro g Biopsieausgangsmasse. Die
Zellsuspension wurde durch ein steriles Metallsieb gegossen, mit DMEM +
10% HS gespult, dann durch ein Zell-Dissoziationssieb gegossen und
nochmals mit DMEM + 10% HS gespult. Im Anschluss daran wurde diese
Zellsuspension bei 700 U/min fir 3 min zentrifugiert, der Uberstand
verworfen, das Pellet mit Isolationsmedium resuspendiert und auf eine
finale Konzentration von 1 g Ausgangsgewebe pro ml gebracht.
Abschliessend wurden die Zellen in einer sterilen Kulturschale (Fa.
NUNCA, Nunclon) ausgesat (1 g Muskelgewebe/ 400 mm?) und bei 37°C
mit 5% CO: inkubiert.

Beim ersten Mediumwechsel nach 2 Tagen wurde auf das
Proliferationsmedium umgestiegen. Dieses wurde jeden dritten Tag
gewechselt und nach ausreichendem Wachstum erfolgte das Umsetzen
der Satellitenzellen in eine kleine Kulturflasche (Fa. NUNCA, Nunclon)
Nach jedem Vollwachsen der Flasche wurden die Zellen in drei
nachstgrossere Flaschen umgesetzt. Die Zusammensetzung der

verschiedenen Kulturmedien zeigt Abbildung 3.

2.4.2. Trypsination

Das Umsetzen der Satellitenzellen erfolgte durch Trypsination bei sterilen
Bedingungen unter einer Laborwerkbank. Zuerst wurde das Medium
entfernt, die Kulturflasche mit HBSS zweimal behutsam gewaschen und
dann Trypsin-EDTA (Accutase), in gleicher Menge wie sonst das Medium,
zugegeben. Das entsprach 4 ml fur kleine, 8 ml fur mittlere und 20 ml fur
grosse Kulturflaschen. Nach 5-10 min Inkubation bei 37°C wurde die
Trypsination der Zellen durch Zugabe der gleichen Menge Medium
geblockt. Danach wurde die Flasche zweimal mit einer grossen Pipette
gespult, um eventuell noch anhaftende Zellen abzulésen. Die Zell-
suspension wurde in ein Falcon-Rdhrchen tberfuhrt, 5 min bei 1000 U/min

zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes in 100-1000 pl Medium
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resuspendiert, um sie anschliessend auf drei mit Medium gefillte

Kulturflaschen zu verteilen.

2.4.3. Einfrieren und Auftauen

Einfrieren: Nach 5-6 Passagen wurden die Satellitenzellen eingefroren,
um fur eventuelle spatere Experimente noch genigend Zellen zur
Verfigung zu haben. Die Satellitenzellen wurden, wie unter 2.4.2.
beschrieben, abtrypsiniert. Ein spezielles Einfriermedium wurde
angefertigt, entsprechend 70 % Proliferationsmedium, 20% FCS und 10%
DMSO, und dann auf Eis gelegt. Das bei der Trypsination gewonnene
Zellpellet wurde bei Raumtemperatur mit 100-1000 pl Einfriermedium
resuspendiert und anschliessend in entsprechender Konzentration in auf
Eis stehende Kryoréhrchen verteilt. Die Zellen wurden fur 2 Stunden bei
-20°C und dann uber Nacht bei -80°C aufbewahrt. Am nachsten Tag
wurden die Kryoréhrchen (Fa. NUNCA) mit der Satellitenzellsuspension

zur Lagerung in fllissigen Stickstoff gegeben.

Auftauen: Die Kryorohrchen wurden aus dem flussigen Stickstoff
genommen und im 37°C warmen Wasserbad unter stidndiger Bewegung
aufgetaut, bis kein Eis mehr sichtbar war. Die Zellsuspension wurde
zusammen mit warmem Proliferationsmedium in ein 15 ml Roéhrchen
gegeben und 5 min bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen, das Zellpellet mit 4 ml warmem Proliferationsmedium
resuspendiert und in 25 cm? kleine Kulturflaschen, die Medium enthielten,
gegeben. Dann wurden die Satellitenzellen bei 37°C und 5 % CO:

inkubiert.

Material, Puffer (2.4.1.-2.4.3.)

e PBS: Fa. Fluka (10 x Konz.), Cat.Nr.79383
e Protease Typ XVII: Fa. SIGMA, Cat.Nr. P5147

e DMEM (low glucose) Fa. PAA, Cat.Nr. 15-007

e Horse Serum: Fa. Gibco, Cat.Nr. 26050-039

e FCS: Fa. PAA, Cat.Nr. A11-042
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e HEPES Fa. Sigma, Cat.Nr. H-0887
1M=1,55%=155mM
500 ml + 7,75 ml

e PENICILLIN/STREPTOMYCIN Fa. Life Technologies, Cat.Nr. 15140-114
5000 IU/ml / 5000 IG/ml = 1%
500 ml + 5 ml

e L-GLUTAMIN: Fa. Life Technologies, Cat.Nr. 25030-024
29,2 mg/ml
200 Mm/ml = 1% = 2 mM/ml
500 ml + 5 ml

e HBSS
(Hanks balanced salt solution): Fa. PAA, Cat.Nr. H15010

e Trypsin-EDTA (Accutase): Fa. PAA, Cat.Nr. L11-007

e DMSO: Fa. Sigma, Lot.Nr. 99H0020

¢ Metallsieb (60 mesh): Fa. Sigma, Cat.Nr. S-1020

¢ Zell-Dissoziationssieb (200 mesh):  Fa. Sigma, Cat.Nr. S-4145

¢ Zentrifuge (Megafuge 1.0R): Fa. Heraeus

2.4.4. May-Grinwald Farbung

Zur Beurteilung des Fusionsindex der Satellitenzellen der jeweiligen
Biopsie wurden die Zellen von einer grossen Kulturflasche abtrypsiniert
und in 20 kleine Kulturschalen ausgesat. Diese Zellen bekamen dann
anstatt des Proliferationsmediums ein Differenziationsmedium, welches fur
die Fusion noétig ist. Einen Tag nach dem Aussden wurde mit der
Auswertung begonnen. Dafir wurden 10 Tage lang jeden Tag zwei
Schalchen nach May-Grinwald gefarbt und anschliessend unter dem
Axiophot (Fa. Zeiss) ausgezahlt und fir die Datenarchivierung fotografiert
(Kamera: Microview RTE/CCD-768K/1, Fa. Visitron Systems GmbH;
Software: WinView). Die Farbung wurde wie folgt durchgefuhrt:

Das Differenzierungsmedium wurde entfernt, die Schalen mit HBSS
gespult und ca. 1,5 ml May-Grunwald-Lésung (Fa. Fluka, Cat.Nr. 63590)
fur 10 min dazugegeben. Anschliessend wurde mit Aqua dest. ausgiebig
gespult und far 15 min 10% Giemsa-Losung (Fa. Fluka, Cat.Nr. 48900)
dazugefugt. Dann wurde noch einmal mit Aqua dest. gespult.

Zur Auswertung wurde mit einem 10x oder 20x Acroplan-Objektiv
mikroskopiert. Es wurden pro Schalchen 8 Gesichtsfelder in

verschiedenen zentralen und lateralen Positionen fotografiert und
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ausgezahlt. Dabei ergaben sich pro Tag und Biopsie 200 bis 600
Zellkerne.

2.4.5. Fusionsindex

Der Fusionsindex ist die Prozentzahl der Myoblasten die fusioniert sind. Er
berechnet sich aus der Zahl der Zellkerne, die sich im Gesichtsfeld
innerhalb einer vielkernigen Zelle oder Myotube befinden, dividiert durch

die Gesamtzahl der Kerne im gleichen Feld, multipliziert mit 100.

2.5. Muskelhistologie

2.5.1. Kryofixierung und Schnittpraparate

Das Stuck der Muskelbiopsie, welches fir die histologische Aufarbeitung
bestimmt war, wurde entsprechend der Faserrichtung mit Tissue-Tek (Fa.
Miles) auf einem entsprechend nummerierten Korkplattchen fixiert. In der
Zwischenzeit wurde ein Becher mit 2-Methylbutan (Fa. Roth) in fllissigen
Stickstoff gestellt, um es fur das Einfrieren der Biopsie vorzubereiten. Zum
Schockgefrieren wurde das Korkplattchen mit dem Muskelgewebe fir 1
min in das 2-Methylbutan getaucht und dann zur weiteren Aufbewahrung
in flissigen Stickstoff gebracht.

Von diesen tiefgefrorenen Muskelbiopsien wurden mit einem Mikrotom
(HM505, Fa. MicroM) Kryoschnitte von 5-10um Stérke hergestellt. Diese
wurden auf Objekttrager (Fa. Merck, Cat.Nr. 6319403) aufgezogen und

sofort gefarbt oder fur spatere Farbungen bei -20°C gelagert.

2.5.2. Hamatoxylin-Eosin Farbung

Zur histologischen Beurteilung der Biopsien wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin-Eosin gefarbt.

Die Objekttrager mit den bei -20 °C gelagerten Muskelkryoschnitten
wurden in eiskaltem Aceton (Fa. Fluka, Cat.Nr. 00560) fir 10 min fixiert

und dann luftgetrocknet. Danach wurden sie fir 15 min in Hamatoxylin
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nach Mayer (Fa. Merck, Best.Nr. 1.09249.0500) gegeben, dann mit Aqua
dest. gespult und fur 15-20 min unter laufendem Wasser ,geblaut”. Zu den
Schnitten wurde fir 5 min Eosin 0,5% (Fa. Sigma, Best.Nr. HAT 110-2-16)
mit 1 Tropfen/ml Eisessig (Fa. Roth) gegeben, dann wieder mit Aqua dest.
gespult und anschliessend wurden sie in der aufsteigenden Alkoholreihe
(70%, 80% und 96%) differenziert. Zuletzt wurden sie in Xylol (Fa. Roth,
Cat.Nr. 9713.1) getaucht und dann mit DePex (Fa. Serva, Best.Nr. 18243)
eingebettet.

Die histologische Auswertung erfolgte mit dem Axiophot (Fa. Zeiss), einem
10x oder 20x Acroplan-Objektiv, unter Benutzung definierter
Gesichtsfelder. Die myopathologischen Kriterien wurden wie folgt
festgelegt:

e neurogen:
» regenerative Muskelfasern (Basophilie)
= elongierte Muskelfasern
= Gruppenatrophien
= polygonal atrophische Muskelfasern
= Kernkonglomerate
» hypertrophierte Muskelfasern

= zentralisierte Muskelfaserkerne

¢ unspezifisch myopathologisch:
» regenerative Muskelfasern (Basophilie)
= degenerative Muskelfasern
= Invasion von Makrophagen

» Begleitentziindung

e myositisch:
» pradominante Rundzellinfiltrate
e perivaskular
e perimysial

e endomysial
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Pro Gesichtsfeld wurden die Muskelfasern gezahlt und die
histopathologischen Veranderungen auf 100 gezahlte Muskelfasern
bezogen.

2.5.3. Immunfluoreszenzfarbung der Satellitenzellen

Zur Beurteilung der Satellitenzellsituation in-situ entschieden wir uns fur
eine Immunfluoreszenzfarbung der Muskelschnitte mit dem satellitenzell-
spezifischen Antikérper gegen das Antigen CD'56 [30,88,91], um einen
Vergleich zur Zellkultur zu haben. Ausserdem haben wir einen zweiten
Antikorper in Form des Endothelzellmarkers CD36 [88,92] eingesetzt, um
der Hypothese einer friheren Studie nachzugehen [92]. Die Autoren
hatten beobachtet, dass CD36 positive Zellen aus dem Gefal3system in
den Muskel einwanderten und dort zu einer Art myogener Stammzelle
differenzierten.

Bei der Immunfluoreszenzfarbung unterscheidet man eine direkte von
einer indirekten Methode. Benutzt man einen spezifischen Antikérper,
welcher mit einem Farbstoff markiert ist, um die gesuchte Struktur
darzustellen, so nennt man dies eine direkte Farbung. Bei der indirekten
Variante benutzt man zuerst einen unmarkierten spezifischen Antikorper
gegen die gesuchte Struktur. Im zweiten Schritt wird nun ein mit Farbstoff
markierter Antikdrper, welcher spezifisch am ersten Antikdrper bindet,
benutzt, um die gesuchte Struktur sichtbar zu machen. Dabei verbessert
sich die Darstellbarkeit, da sich mehrere Zweitantikdrper am Erstantikorper
binden kdénnen. Zur Sichtbarmachung mussen die Farbstoffmarkierungen
Licht mit einer bestimmten Wellenlange ausgesetzt werden, um die
Fluoreszenz zu aktivieren.

Wir wahlten eine indirekte Markierung der Satellitenzellen mit CD56-PE
und eine direkte Markierung der CD36 positiven Zellen mit CD36-FITC.
Dazu wurden die Muskelkryoschnitte 10 min in -20°C kaltes Aceton
gestellt, 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Anschliessend wurde ein
Fettrand um jeden Schnitt gezogen. Nach 10 min in PBS wurden alle
Schnitte mit NGS (normal goat serum, Fa. Gibco, Cat.Nr. 16210-015) im

! Cluster of Differentiation
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Verhdltnis 1:30 bedeckt. Die Muskelschnitte wurden nach 30 min
ausgiebig mit PBS gespult und mit dem ersten Antikorper, CD56 (Leu 19;
Fa. Becton-Dickinson, CatNr 347740), in der Verdinnung 1:10 bedeckt
und fur 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliessend wurde
wieder ausgiebig mit PBS gespdult, um dann den zweiten Antikdrper GAM-
PE (goat anti mouse — Phycoerythrin; Fa. Dianova, Lot.Nr. 51247) im
Verhaltnis 1:10 fur weitere 30 min auf die Schnitte zu geben.

Zum Abbinden unspezifischer Bindungen wurde nach wiederholtem
Spulen mit PBS fir 30 min NMS (normal mouse serum, Fa. Sigma, CatNr
M-9505) im Verhdltnis 1:5 auf die Kryoschnitte gegeben. Danach wurde
mit PBS gespult und die Schnitte mit dem dritten Antikdrper, CD36-FITC
(CD36 - Fluoresceinisothiocyanat, Fa. Immunotech, Cat.Nr. 0766), im
Verhdltnis 1:10 fur 30 min bei 4°C inkubiert. Am Schluss wurden alle
Schnitte mit 100 pl PBS bedeckt und aufgrund der kurzen Bestandigkeit
der fluoreszierenden Farbstoffe unverziglich mikroskopiert, dabei
fotografiert und anschliessend ausgewertet.

Die Auswertung erfolgte am Inversmikroskop Axiovert 135 M der Firma
Zeiss-Germany, welches mit der Kamera CH250/A der Firma
Photometrics ausgerustet war. Von jedem Praparat wurden in zufalliger
Auswahl 15 Gesichtsfelder im Phasenkontrast, im PE-Kanal und im FITC-
Kanal fotografiert.

Zur Beurteilung wurden die mit CD56-PE spezifisch markierten
Satellitenzellen pro Muskelfaser ausgezahlt und eine eventuelle
Doppelmarkierung mit dem Endothelmarker CD36-FITC registriert.

2.6. Datenkorrelation

Die Patienten wurden entsprechend der histologischen Daten den drei
Gewebssyndromen zugeteilt. Es waren 12 Patienten in der neurogenen, 8
in der unspezifisch myopathologischen Diagnosegruppe und 3 in der
Kontrollgruppe. Diese Daten wurden dann mit den entsprechenden
Fusionsindizes und den in der Klinik fir Orthopéadie, Universitatsklinik
Magdeburg, erhobenen anamnestischen und Kklinischen Patientendaten

korreliert.
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3. Ergebnisse

3.1. Ubersicht

Der Ergebnisteil ist in zwei Teile gegliedert. Im ersten Teil werden die
Auswertungsergebnisse der Kklinischen, zellbiologischen, und myo-
pathologischen Daten und die durch Immunfluoreszenzfarbung
gewonnenen Daten beschrieben. Im zweiten Ergebnisteil werden die

erhobenen Daten korreliert.

Teil |

3.2. Klinische Daten

Im Zeitraum zwischen dem 11. Mai 2000 und dem 21. Juni 2001 wurde in
der Klinik fir Orthopadie, Universitatsklinik Magdeburg, bei 20 Patienten
im Rahmen einer Diskotomie, bei 2 im Rahmen einer Frakturversorgung
und bei 2 Patienten im Rahmen einer diagnostischen Entnahme bei
Metastasenverdacht eine Muskelbiopsie aus dem Musculus multifidus

entnommen.

Tabelle 3 Patientenverteilung

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3
neurogenes unspezifisch, normal
Gewebssyndrom myopathologisches

Gewebssyndrom
Fall 1 Fall 2 Fall 17 (Kontrolle)
Fall 3 Fall 5 Fall 18 (Kontrolle)
Fall 4 Fall 7 Fall 23 (Kontrolle)
Fall 6 Fall 10
Fall 8 Fall 12
Fall 9 Fall 13
Fall 11 Fall 14
Fall 15 Fall 21
Fall 19 (Kontrolle)
Fall 20
Fall 22
Fall 24
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Entsprechend der histologischen Diagnose wurden sie 3 Gruppen
zugeteilt, wie in Tabelle 3 dargestellt ist.

Gruppe 1 enthalt Patienten mit einem neurogenen, Gruppe 2 mit einem
unspezifisch myopathologischen Gewebssyndrom (GS) und die Gruppe 3
besteht aus Patienten mit einem normalen histologischen Befund. Gruppe
1 besteht aus 12, Gruppe 2 aus 8 und die dritte Gruppe aus 3 Patienten.
Ein Patient fiel wegen unzureichend gewonnenem Biopsiegewebe, sowohl

aus der zellbiologischen als auch aus der histologischen Beurteilung, aus.

B Gruppe 1
@ Gruppe 2

Haufigkeit
N

1 1
1 4
N W
0 -
L2/3 L3/4 L4/5 L5/S1

Bandscheibenvorfall

Diagramm 1 Verteilung der lumbalen Bandscheibenvorfalle: Gruppe 1 (neurogenes
GS), Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS)

In Diagramm 1 ist die Verteilung der betroffenen lumbalen Segmente im
Patientengut dargestellt, wobei sich eine Haufung von Bandscheiben-
vorfallen L4/5 vor L5/S1 zeigt.

3.2.1. Altersstruktur und Geschlechtsverteilung

Das Patientenkollektiv bestand aus 17 Mannern und 6 Frauen. Diagramm
2 zeigt die Geschlechterverteilung mit einer relativen und absoluten
Haufung der Manner in allen drei Gruppen.

Das Durchschnittsalter des gesamten Patientengutes betrug 46 Jahre,
wobei der jungste 19 und der alteste Patient 79 Jahre alt war. Die Frauen
waren im Durchschnitt 54,5 und die Manner 43 Jahre alt. In Diagramm 3

ist die Altersverteilung dargestellt.
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E B Gruppe 1
= @ Gruppe 2
§ O Gruppe 3

mannlich weiblich
Geschlecht

Diagramm 2 Geschlechterverteilung: Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2
(unspezifisch myopathologisches GS), Gruppe 3 (normal)

2 B Gruppe 1
2 B Gruppe 2
=}
§ O Gruppe 3
2
0 O

< 40 Jahre 40-60 Jahre > 60 Jahre
Alter

Diagramm 3 Altersverteilung in den einzelnen Gruppen: Gruppe 1 (neurogenes GS),
Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS), Gruppe 3 (hormal)

Wie in Diagramm 4 dargestellt ist, lag das durchschnittliche Alter der
Patienten mit einem Bandscheibenvorfall L5/S1 mit 33 Jahren in Gruppe 1
unter dem von Patienten mit einem Bandscheibenvorfall von L2/3 bis L4/5
(Durchschnittsalter 51,33 Jahre). Bei der Gruppe 2 zeigte sich mit einem
Durchschnittsalter von 40 Jahren, bezogen auf Patienten mit einem
Bandscheibenvorfall L5/S1, die gleiche unterdurchschnittliche Verteilung
im Vergleich mit den anderen Segmenthdhen (Durchschnittsalter 48

Jahre).
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%01 52
51 51

48
50 -

40,50
33,2

40 -
m Gruppe 1
m Gruppe 2

30 +

20 +

Durchschnittsalter

10 +
0 0

L2/3 L3/4 L4/5 L5/S1

Bandscheibenvorfall

Diagramm 4 Altersverteilung der Bandscheibenvorfélle: Gruppe 1 (neurogenes
GS), Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS)

3.2.2. Patientendaten

Vergleichskriterien bei den Patientendaten (Tabelle 6, S. 37) waren die
Krankheitsdauer, Sensibilitdtsstorungen, motorische Stérungen und die
Muskelkraft. Die Krankheitsdauer galt dabei als Zeitraum zwischen dem
ersten Auftreten von Symptomen, wie Schmerzen, sensiblen oder
motorischen Defiziten und der Operation. Zu den sensiblen Stérungen
wurden Hypasthesien, Hyperasthesien und Pardsthesien im betroffenen
Segment gezahlt. Die Abnahme der Muskelkraft der entsprechenden
Kennmuskeln galt als motorische Stérung. Die Muskelkraft wurde nach
Janda in 5 Kraftgrade eingeteilt, welche in Tabelle 4 dargestellt sind.

Tabelle 4 Muskelkraftgrade nach Janda

Grad Beurteilung Beschreibung

5 normal volles BA gegen
starken Widerstand

4 gut volles BA gegen
leichten Widerstand

3 schwach volles BA gegen
die Schwerkraft

2 sehr schwach volles BA ohne Ein-
wirkung der Schwerkraft

1 Spur sicht-/tastbare Aktivitat,
BA nicht vollstandig

0 Null komplette Lahmung,
keine Kontraktion

BA: Bewegungsausmafl
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Kein Patient mit einem lumbalen Bandscheibenvorfall hatte Anzeichen
eines Kauda- oder Konus-Syndromes. Die 4 Kontrollpatienten hatten
keine sensiblen oder motorischen Defizite.

Beim Vergleich der Krankheitsdauer zeigte sich bei Gruppe 1 eine
Durchschnittsdauer von 10,58 Monaten. Der Maximalwert entsprach 24
Monaten und der Minimalwert betrug 1 Monat.

Gruppe 2 zeigte eine durchschnittliche Krankheitsdauer von 4,38 Monaten
mit einer Maximaldauer von 12 Monaten und einer Minimaldauer von 1
Monat und lag damit deutlich unter der Krankheitsdauer der Gruppe 1 mit
dem neurogenen Gewebssyndrom. Die Gruppe 3 als Kontrollgruppe
zeigte eine Krankheitsdauer die im Durchschnitt unter 1 Monat lag, da die
beiden Frakturpatienten akut innerhalb weniger Tage operiert wurden und
ein Patient mit Metastasenverdacht keine Symptome hatte. Der zweite
Tumorverdachtspatient klagte nach einem Sturz auf den Rlcken seit 6
Monaten Uber Ruckenschmerzen. Dieser Patient wurde jedoch aufgrund

seiner histopathologischen Veranderungen der Gruppe 1 zugeordnet.

Tabelle 5 Verteilung der Krankheitsdauer
Monate Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

1-3 2 4 3
4-6 4 2 0
7-9 1 1 0
10-12 1 1 0
>12 4 0 0

Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2 (unspezifisch myo-
pathologisches GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)

In Tabelle 5 ist die Verteilung der Krankheitsdauer fur die 3 Gruppen

dargestellt.
Alle Patienten der 3 Gruppen, aul3er der 4 Kontrollpatienten, hatten zum

Anamnesezeitpunkt sensible Ausfélle im Bereich des durch den

Bandscheibenvorfall gestdrten Segments.
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Tabelle 6 Patientendaten

KD sensSt  motorSt MuKr

Gruppe 1 (neurogenes GS)

Fall 1 24 + + 4
Fall 3 2 + + 3
Fall 4 4 + - 5
Fall 6 5 + + 3
Fall 8 24 + + 4
Fall 9 10 + - 5
Fall 11 1 + + 3
Fall 15 6 + - 5
Fall 19 6 - - 5
Fall 20 18 + - 5
Fall 22 18 + - 5
Fall 24 9 + - 5
Mittelwert 10,58 3,4
Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS)

Fall 2 12 + 1
Fall 5 1 + + 3
Fall 7 3 + + 1
Fall 10 4 + - 5
Fall 12 2 + 5
Fall 13 1 + - 5
Fall 14 7 + + 4
Fall 21 5 + + 4
Mittelwert 4,38 2,6
Gruppe 3 (Kontroligruppe)

Fall 17 <1 - - 5
Fall 18 <1 - - 5
Fall 23 <1 - - 5
Mittelwert <1 5

KD: Krankheitsdauer in Monaten, sensSt: sensible Stérungen,
motorSt: motorische Stérungen, MuKr: Muskelkraftgrad,
+ : vorhanden, - : nicht vorhanden

5 von 12 Patienten der Gruppe 1 hatten motorische Stérungen mit einer
durchschnittichen Abnahme der Muskelkraft um 1,6 Kraftgrade nach
Janda. Bei der Gruppe 2 zeigten 5 von 8 Patienten motorische Defizite mit
durchschnittlich 2,4 Kraftgraden Abschwéachung der Muskelkraft bei den
Betroffenen.

Damit hatten im Vergleich zur Gruppe 1 relativ mehr Patienten der Gruppe

2 motorische Defizite. Die Patienten der Gruppe 2 hatten ebenfalls eine
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durchschnittlich starkere Abnahme der Muskelkraft gegentber der Gruppe

1 mit dem neurogenen Gewebssyndrom.

3.3. Fusionsverhalten primarer Satellitenzellen des
M. multifidus in-vitro

Wie im Material- und Methodenteil genauer beschrieben wurde, berechnet
sich der Fusionsindex aus dem Verhaltnis der Zellkerne innerhalb der
Myotuben zur Gesamtanzahl der Zellkerne pro Gesichtsfeld. Zu diesem
Zweck wurden die Satellitenzellen gefarbt und ausgezahlt, um
anschliessend den Fusionsindex zu berechnen.

Entsprechend der Erwartungen [7] zeigten die Kurven der Fusionsindizes
(Abbildung 4) 3 Phasen. Eine lag-Phase vom Anfang bis Tag 2, eine log-
Phase bis Tag 5 und bis Tag 10 eine Plateauphase.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Abbildung 4 logarithmische Phasen der Fusionskurven

Zellkulturen konnten nicht von jeder Biopsie bis zur Auswertungsgrosse
gezichtet werden. Insgesamt standen sieben Satellitenzellkulturen von
Gruppe 1, drei von Gruppe 2 und eine Zellkultur von Gruppe 3 zur
Auswertung zur Verfigung. Man muss dabei verschiedene Probleme und

Stérungen unterscheiden.
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Die Abbildungen 5 und 6 zeigen verschiedene Stadien der Satellitenzellkultur.
Abblldung 5

Abb 5a: zelgt mononucleare (5a1) Satellltenzellen an Tag 1 nach dem Umsetzen auf
das Differenzierungsmedium, Abb. 5b: zeigt die Satellitenzellen an Tag 6 der
Differenzierung, in der Mitte ist eine multinucledre Myotube (5c) zu sehen, die Pfeile (¢ )
in Abb. 5c zeigen 3 Kerne in der fusionierten Myotube

Abblldung 6

Abb. 6d zelgt Zwei multlnucleare Myotuben (6d1) an Tag 7 der Dlﬁeren2|erung, sie
bilden lange Auslaufer (6d2) und nehmen Kontakt zu anderen Myotuben auf (6d3),

Abb. 6e: zeigt eine grosse Myotube an Tag 9 mit einer zentralen Ansammlung von > 10
Kernen (6f), welche in Abb. 6f gesondert dargestellt ( « ) sind
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Aufgrund einer Hefepilzinfektion der Kultur mussten die Zellkulturansatze
von Fall 14 und 15 verworfen werden. Bei den Biopsien von Fall 1, 6 und 7
war das Ausgangsmaterial zur erfolgreichen Anlegung einer Zellkultur zu
gering. Wahrend der Auswertungsperiode von Fall 9 kam es zu einer
Kontamination mit zeitgleich im Inkubator gezichteten Rhabdo-
myosarkomzellen. Dadurch konnten die Tage 8, 9 und 10 der
Differenzierung und Fusion nicht ausgewertet werden.

Die restlichen Ansatze von Satellitenzellkulturen (Gruppe 1: Fall 19, 20;
Gruppe 2: Fall 10,13,21 und Gruppe 3: Fall 17,18) zeigten keine
ausreichende Proliferation der gewonnenen Zellen und wurden deshalb

nach dem ersten Mediumwechsel verworfen.

Tabelle 7 Fusionsindizes pro Fall

Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Fall FI Tag des Fall FI Tag des Fall FI Tag des
max Maximum max Maximum max Maximum

Fall 3 37,6 7 Fall 2 23,2 8 Fall 23 10,3 8

Fall 4 28,5 8 Fall 5 23,1 5

Fall 8 17,5 10 Fall 12 19,5 8

Fall 9 22,9 6

Fall 11 21 9

Fall 22 21,4 7

Fall 24 27,8 6

Mw 25,24 21,93 10,3

FI: Fusionsindex in %, max: maximal, Mw: Mittelwert, Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2
(unspezifisch myopathologisches GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)

In Tabelle 7 ist der maximale Fusionsindex je Fall und Gruppe dargestellt.
Der durchschnittliche Fusionsindex von Gruppe 1 betrug 25,24% + 6,19%
mit dem Maximum der Werte zwischen dem 6. und 10. Tag nach dem
Umsetzen auf das Differenzierungsmedium. Der Maximalwert betrug
37,6% und der Minimalwert 17,5%.

In der Gruppe 2 betrug der Durchschnitt 21,93% + 1,72% mit dem
Maximum der Werte zwischen Tag 5. und 8. Der Maximalwert betrug
23,2%, der Minimalwert 19,5%.

Da in Gruppe 3 nur eine Zellkultur erfolgreich geziichtet und dadurch
ausgewertet werden konnte, existiert in dieser Gruppe ein Einzelwert. Der

Fusionsindex dieser normalen Biopsie betrug 10,3% am 8. Tag.
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) H Gruppe 1
E E Gruppe 2
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S E Gruppe 3
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Tag

Diagramm 5 Vergleich der Fusionsindizes: Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2
(unspezifisch myopathologisches GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)

Der Fusionsindex der Gruppe 1 mit dem neurogenen Gewebssyndrom
war mehr als doppelt so hoch wie der Fusionsindex der Gruppe 3 ohne
myopathologische Veréanderungen, wie aus Diagramm 5 erkennbar ist. Er
war aber nur leicht erhéht im Vergleich zur Gruppe 2, welche durch ein

unspezifisch myopathologisches Gewebssyndrom gekennzeichnet war.

3.4. Myopathologie des M. multifidus

Die 23 Patienten wurden entsprechend der histologischen Diagnose den 3
Gruppen zugeteilt. Wie im Einfuhrungsteil ausfuhrlich dargestellt wurde,
entsprechen myopathologische Veranderungen in Form von elongiert
atrophischen Fasern, Kernkonglomeraten und Faserhypertrophien dem
neurogenen Gewebssyndrom und degenerative Fasern dem unspezifisch
myopathologischen Gewebssyndrom. Das Auftreten von regenerativen
Fasern kann beiden Gewebssyndromen zugeordnet werden. Die
Pradominanz von Rundzellinfiltraten ist charakteristisch flr ein
myositisches Gewebssyndrom. In Abbildung 7-12 sind diese Alterationen

in-situ dargestellt.
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Abbildung 7

b o

Abb. 7a/b (10x Objektiv) zeigen das Auftreten von regenerativen Fasern (regF) in-situ,
7a zeigt 3 regF (7a2) mit vakuolisierten Zellkernen (7al) mit prominenten Nucleoli von
aktivierten Satellitenzellen, 7b zeigt eine basophile Muskelfaser (7bl) und eine
Muskelfaserspaltung (7b2)

bbildung 8

S SR AT N LA a1 S
Abb. 8a (10x Objektiv) zeigt eine degenerative Muskelfaser (degF) (8al) mit
randstandigen mononucledren Zellen (8a2) und geringem Resorptionssaum, Abb. 8b
(20x Objektiv) zeigt eine grobschollige Degeneration (8bl) einer Muskelfaser mit
invasiven Makrophagen (8b2), (8b3) zeigt einen zentralisierten Kern

42



Ergebnisse

Abbildung 9

Abb. 9a (20x Objektiv) zeigt ein Kernkonglomerat (9al) als Folge einer Muskelfaser-
atrophie, Abb. 9b (10x Objektiv) zeigt mehrere Kernkonglomerate (9b1) und Kaliber-
schwankungen, (9b2) Perimysium, (9b3) polygonal atrophische Muskelfaser

Abbildung 10

i - . ol | s . '
Abb. 10a (10x Objektiv) zeigt eine elongierte atrophische Muskelfaser (10al) und eine
Muskelfaserspaltbildung (10a2), (10a3) zeigt eine Faser mit dem Beginn einer
Zentralisierung von Kernen, Abb. 10b (10x Objektiv) zeigt ebenfalls eine elongierte
atrophische Faser (10bl), daneben sieht man eine Kaliberschwankung der Fasern und
eine Vermehrung des endomysialen Bindegewebes (10b2)

43



Ergebnisse

Abbildung 11

Abb. 11a (10x Objektiv) Muskelfaserhypertrophie (11al), Abb. 11b (10x Objektiv) zeigt
eine Gruppe atrophischer Fasern (11bl) und Kaliberschwankungen im restlichen
Muskelschnitt

LY

Abbildung 12 _

Abb. 12a (10x Objektiv) zeigt eine herdférmige Rundzellinfiltration (12al) um eine
degenerative Muskelfaser (12a2) mit invasiven Makrophagen (12a3), Abb. 12b (10x
Objektiv) zeigt abgerundete Muskelfasern (12bl) und eine Vermehrung des
endomysialen Bindegewebes (12b3), am unteren Bildrand ist eine degenerative
Muskelfaser (12b2) mit einem Saum von mononuclearen Zellen zu sehen

—

44



Ergebnisse

Ein Kontrollpatient (Fall 19) zeigte in der Histologie trotz fehlender

Symptomatik chronisch neurogene Veranderungen mit Zeichen einer

sekundaren Begleitmyopathie. Aufgrund dessen konnten nur drei der vier

Kontrollpatienten in die normale Gruppe eingeteilt werden.

Tabelle 8 Daten der histologischen Auswertung

regF degF elongF KG Fh Flin %
Gruppe 1 (neurogenes GS)
Fall 1 0 0 7,9 0 - -
Fall 3 0 0 2,5 0,4 + 37,6
Fall 4 0 0 0 0 + 28,5
Fall 6 0,6 0,6 0 0 + -
Fall 8 1,1 0 4,3 0 - 17,5
Fall 9 3,4 1,45 3,8 3,4 - 22,9
Fall 11 0 0 0 54 + 21
Fall 15 0 0 2 3 + -
Fall 19 0 1,4 0,9 2,25 + -
Fall 20 0 1,7 0 4,8 + -
Fall 22 0 0,8 0,8 0,8 + 21,4
Fall 24 0 0 1,56 0 - 27,8
Mittelwert 0,43 0,49 1,98 1,67 + 25,24
Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS)
Fall 2 1,25 2,9 0 0,83 - 23,2
Fall 5 0 2,7 1.3 0 - 23,1
Fall 7 0,45 0,9 3,1 0,5 - -
Fall 10 0,41 4,1 0,41 2 -
Fall 12 0,85 0,85 0,85 2,1 19,5
Fall 13 0,4 1,6 2,4 2 - -
Fall 14 0 0 0,86 0,86 - -
Fall 21 0 0,4 0,4 0,4 - -
Mittelwert 0,42 1,68 1,17 1,08 - 21,93
Gruppe 3 (Kontrollgruppe)
Fall 17 0 0 1,8 0 - 10,3
Fall 18 0 0 0 0 - -
Fall 23 0 0 0,46 0 - -
Mittelwert 0 0 0,75 0 - 10,3

regF: regenerative Fasern, degF: degenerative Fasern, elongF: elongierte Fasern,
KG: Kernkonglomerate,Fh: Faserhypertrophie,Fl: Fusionsindex,GS: Gewebssyndrom

Zur histologischen
degenerativen und die elongiert

Kernkonglomerate

und

das

Auswertung wurden die

atrophischen

Auftreten  von

regenerativen,

Muskelfasern,

die
die

Faserhypertrophien
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herangezogen. Die Zahlenwerte entsprechen der Anzahl alterierter
Muskelfasern oder der Anzahl von Kernkonglomeraten bezogen auf 100
ausgezahlte Muskelfasern. Das Auftreten von Faserhypertrophien wurde
mit einem ,+“ gekennzeichnet und das Fehlen mit einem ,-“.

Die exakten Daten sind in Tabelle 8 aufgelistet. Die Durchschnitts-
haufigkeiten in der Gruppe 1 betrugen 0,43 regenerative Fasern (regF),
0,49 degenerative Fasern (degF), 1,98 elongierte Fasern (elongF) und
1,67 Kernkonglomerate (KG). Eine Faserhypertrophie war in 8 von 12
Fallen zu sehen.

In der Gruppe 2 betrugen die durchschnittichen Haufigkeiten an
pathologischen Verédnderungen 0,42 regF, 1,68 degF, 1,17 elongF und
1,08 Kernkonglomerate. Faserhypertrophien zeigten sich bei 2 von 8
Muskelschnitten.

Bei der Gruppe 3 wurde ein Auftreten von 0,75 elongierten Muskelfasern
beobachtet. Andere myopathologische Kriterien wurden in dieser Gruppe
nicht erfullt.

Die Anzahl der elongierten Fasern und der Kernkonglomerate ist in der
neurogenen Gruppe 1 im Vergleich zur unspezifisch myopathologischen
Gruppe 2 erhoht. Das Auftreten von Faserhypertrophien Uberwiegt
ebenfalls in der Gruppe 1. Die degenerativen Fasern sind dagegen in der
Gruppe 2 erhoht. Die regenerativen Fasern zeigen eine relative
Gleichverteilung zwischen den beiden Gruppen.

Bei der Auswertung der Muskelhistologie zeigten sich Haufigkeits-
unterschiede hinsichtlich der myopathologischen Kriterien in Abhangigkeit
vom zellbiologischen Verhalten in den einzelnen Gruppen, wie in Tabelle 9
dargestellt ist. Jede Gruppe konnte in 2 Untergruppen unterteilt werden.
Untergruppe x.1 entsprach dabei Fallen mit erfolgreich angewachsener
Satellitenzellkultur und Untergruppe x.2 Féllen ohne erfolgreiche
Satellitenzellkultur. Die durch  Kontamination oder Ausgangs-

materialmangel verursachten Ausfélle wurden dabei nicht beriicksichtigt.

Gruppe 1

Untergruppe 1.1 : Fall 3, Fall 4, Fall 8, Fall 9, Fall 11,
Fall 22, Fall 24

Untergruppe 1.2 : Fall 19, Fall 20
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Gruppe 2
Untergruppe 2.1 : Fall 2, Fall 5, Fall 12
Untergruppe 2.2 : Fall 10, Fall 13, Fall 21

Gruppe 3
Untergruppe 3.1: Fall 23
Untergruppe 3.2 : Fall 17, Fall 18

Tabelle 9 Untergruppen

regF degF elongF KG

Gruppe 1l 0,43 0,43 0,43 0,43
gesamt

Untergruppe 1.1
mit Zellkultur 0,64 0,32 1,85 1,43

Untergruppe 1.2
ohne Zellkultur 0,00 1,55 0,45 3,50

Gruppe 2 0,42 1,68 1,17 1,08
gesamt

Untergruppe 2.1
mit Zellkultur 0,70 2,15 0,72 0,98

Untergruppe 2.2
ohne Zellkultur 0,27 2,33 1,07 1,46

Gruppe 3 0,00 0,00 0,75 0,00
gesamt

Untergruppe 3.1
mit Zellkultur 0,00 0,00 0,46 0,00

Untergruppe 3.2
ohne Zellkultur 0,00 0,00 0,90 0,00

regF: regenerative Fasern, degF: degenerative Fasern, elongF:
elongierte Fasern, KG: Kernkonglomerate, Fh: Faserhypertrophie
Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2 (unspezifisch myo-
pathologisches GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)

Bei den Gruppen mit einem neurogenen oder einem unspezifisch
myopathologischen Gewebssyndrom zeigte sich in der Untergruppe x.1
eine Erh6hung der Haufigkeit der regenerativen Fasern im Vergleich zum

Gesamtdurchschnitt. In der Untergruppe Xx.2 zeigte sich bei beiden
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Gruppen eine Erniedrigung der regenerativen Muskelfasern. Besonders
auffallig ist diese Beobachtung bei Muskelbiopsien ohne erfolgreiche
Anlegung einer Satellitenzellkultur in Untergruppe 1.2. Hier lie3en sich im
Muskelkryoschnitt keine regenerativen Fasern finden.

Eine Erhéhung der degenerativen Fasern zeigte sich in der Untergruppe
X.2 bei Gruppe 1 und 2.

In der Gruppe mit einem neurogenen Gewebssyndrom ist trotz Erh6hung
des Fusionsindex in-vitro (Zellkultur) kaum oder keine echte Regeneration

in-vivo (Histologie) vorhanden.

3.5. Quantifizierung der Muskelsatellitenzellen des M. multifidus
in-situ

Mit der immunhistologischen Farbung der Muskelkryoschnitte sollte die
Anzahl der detektierbaren Satellitenzellen der Probanden erfasst werden,
da die Anzahl der Zellen einen gewissen Aufschluss Uber die

Regeneration der Muskelfasern gibt.

Tabelle 10 CD56 und CD36 Doppelmarkierung
in Abhéngigkeit von der Gruppenzuordung

CD 56 positive CD56 und CD 36 doppel-

Zellen pro 100 markierte Zellen pro 100
Muskelfasern Muskelfasern

Gruppe 1

Fall 1 10,00 1,00

Fall 3 14,34 3,30

Fall 6 14,59 0,30

Fall 15 13,20 1,70

Fall 19 13,00 2,89

Fall 20 12,27 2,15

Fall 22 11,49 1,01

Fall24 12,90 1,08
Mittelwert 12,76 1,70
Gruppe 2

Fall 10 12,91 3,20

Fall 12 12,53 1,81
Mittelwert 12,72 2,50
Gruppe 3

Fall 17 11,72 0,40

Fall 23 6,50 0,88
Mittelwert 9,11 0,64

Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches
GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)
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Dazu wurden die Kryoschnitte mit Antikérpern gegen das CD56 [30,88,91]
und das CD36 [88,92] Antigen markiert. Die markierten Zellen wurden
ausgezahlt und zum Vergleich auf 100 Muskelfasern bezogen.

Tabelle 10 zeigt die Durchschnittsanzahl der CD56 positiven Zellen und
die durchschnittliche Doppelmarkierung mit CD56 und CD36 pro Gruppe,
dabei wurden die Falle mit und ohne Fusionsindex in die Auswertung
eingeschlossen.

Es zeigte sich eine ungefahre Gleichverteilung der CD56 positiven Zellen
in Gruppe 1 und 2. Die Anzahl in Gruppe 3 lag mit ca. 1/3 weniger CD56
positiven Zellen merklich unter dem Durchschnitt von Gruppe 1 und 2.
Gruppe 2 hatte die meisten Doppelmarkierungen mit durchschnittlich 2,5
pro 100 Muskelfasern. Gruppe 1 mit dem neurogenen Gewebssyndrom
zeigte ungefahr 1/4 weniger und Gruppe 3, als normale Gruppe, sogar 3/4
weniger Doppelmarkierungen.

Aufgrund von Lagerungsproblemen der Kryoschnitte im Flussigstickstoff
konnten nicht von allen Biopsien nachtraglich Muskelschnitte hergestellt

und ausgewertet werden.

Die Satellitenzelle unterscheidet sich morphologisch von den normalen
Muskelfaserkernen. Sie ist nicht in die Faser eingebettet, sondern liegt ihr
auf. Ebenfalls besitzt sie dornenartige Zellfortsatze [91], welche den reifen
Muskelfaserkernen fehlen. Durch ihren spindelférmigen Korper erscheint
sie als kleine konvexe ,Haube* auf der Muskelfaser. Die Satellitenzelle ist
durch das Plasmalem von der Muskelfaser getrennt. Andererseits wird die
Satellitenzelle genau wie die Muskelfaser von der Basalmembran
umschlossen.

Die Immunhistologie sollte selektiv die Anzahl an Satellitenzellen pro
Muskelfaser und die verschiedenen Populationen von myogenen
Stammzellen aufzeigen.

In Abbildung 13 a-f sind 2 verschiedene Markierungen dargestellt.
Abbildungen 13 a-c zeigen eine CD56+/CD36- Zelle, die aufgrund ihrer
Morphologie als Satellitenzelle einzuordnen ist. In den Abbildungen 13 d-f
ist dagegen eine CD56+/CD36+ Zelle dargestellt, die wahrscheinlich einer

myogen differenzierenden endothelialen Zelle entspricht [92].
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Abbildung 13 a-f
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Teil Il

3.6. Korrelation der Daten

Die Faserbasophilie und damit das Auftreten von regenerativen Fasern in
der Histologie ist ein Hinweis auf die in-situ erfolgende Fusion von
Satellitenzellen zu Myotuben und demzufolge ein Zeichen fir
Regenerationsaktivitdt. Die basophile Anfarbung der Strukturen ist eine
Folge des hohen Anteils an neusynthetisierter m-RNA in aktivierten
Satellitenzellen.

Dieser Zusammenhang zeigt eine Abhangigkeit der biologischen Daten
voneinander, welche durch die Korrelation genauer dargestellt werden

soll.

3.6.1. Korrelation des Fusionsindex mit quantitativen Daten der
Myopathologie

Tabelle 11 zeigt die Mittelwerte der einzelnen myopathologischen Kriterien
in Abhéangigkeit von der Fusionsindexhthe. Den einzelnen Gruppen
wurden zur besseren Ubersichtlichkeit die Fusionsindizes in Abhangigkeit
von ihrer Hohe zugeteilt.

Beim Vergleich der Werte zeigte sich bei steigendem Fusionsindex eine
stete Abnahme an regenerativen Fasern in Gruppe 1 und 2. Das Auftreten

von elongierten Fasern sinkt ebenfalls mit steigendem Fusionsindex.

Abb. 13 a: zeigt eine CD56+ Satellitenzelle (13al) an einem Muskelfaserquerschnitt, sie
zeigt den typischen spindelférmigen Zellkdrper, Abb. 13 b: zeigt neben CD36+ Zellen
(13b2) um die gleiche Faser auch das CD36+ Plasmalem (13b3) der Muskelfaser,
welches sie von der Satellitenzelle trennt; die Zelle (13al) aus Abb. 13a ist hier CD36-
Abb. 13 c: stellt eine Uberlagerung der beiden oberen Bilder (13a, 13b) dar, wobei
CD56+ Strukturen griin und CD36+ Strukturen violett erscheinen; (13c4) zeigt die
CD56+/CD36- Satellitenzelle, Abb. 13c1 zeigt die CD56+ (13c1-1) und CD36+ Zellen in
Verbindung mit dem normalen Phasenkontrastbild, mf: Muskelfaser

Abb. 13 d: zeigt ebenfalls eine spindelférmige CD56+ Zelle in Kontakt mit einer
Muskelfaser, Abb. 13e: zeigt neben den CD36+ endothelialen Zellen (13e2) eine positive
CD36 Markierung (13e3) der CD56+ Zelle (13d1) aus Abb. 13d, in Abb. 13 f wurden Abb.
13d und e lUberlagert; die CD36+ Strukturen sind violett und die CD56+ Strukturen grin
dargestellt; doppelmarkierte Strukturen, wie die CD56+/CD36+ Zelle (13f4), erscheinen
weil3, in Abb. 13f1 wurden die Fluoreszenzmarkierungen in das Phasenkontrastbild
eingebunden, um die in-situ Lage der CD56+/CD36+ Zelle (13f1-1) besser darzustellen
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Tabelle 11 Korrelation des Fusionsindex der Satellitenzellen mit dem
Biopsiebefund
Gruppe 3 Gruppel
IFaII 23:10,3% | Fall 8: 17,5% Fall 9: 22,9% Fall 3: 37,6%
Fall 11: 21% Fall 4: 28,5%
Fall 22: 21,4%  Fall 24: 27,8%
Gruppe 2
Fall 12: 19,5%  Fall 2: 23,2%
Fall 5: 23,1%
Fl <15% 15-20% >20-25% >25%
regF 0 0,98 0,93 0
degF 0 0,43 1,57 0
elongF 0,46 2,58 1,18 1,35
KG 0 1,05 2,09 0,13
Fh 0/1 1/2 2/5 2/3

regF: regenerative Fasern, degF: degenerative Fasern, elongF: elongierte Fasern,
KG: Kernkonglomerate, Fh: Faserhypertrophie, Fl: Fusionsindex in %, Gruppe 1
(neurogenes GS), Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches GS), Gruppe 3
(Kontrollgruppe)

Die Anzahl an degenerativen Fasern und Kernkonglomeraten nimmt
zuerst etwas zu, um dann bei weiterer Erhéhung des Fusionsindex wieder
abzunehmen.

Die Faserhypertrophien sind als Auftreten-pro-Gruppe dargestellt. Ein
erhohter Fusionsindex trat hierbei

gehaduft in Verbindung mit

Muskelfaserhypertrophien auf.

3.6.2. Korrelation zellbiologisch-bioptischer Daten mit der
Krankheitsdauer
Tabelle 12 Verteilung des durchschnittlichen Fusionsindex, der regenerativen Fasern und der CD56
positiven Zellen je Gruppe in Abhangigkeit von der Krankheitsdauer

KD Gruppe 1 Gruppe 2 Gruppe 3

Fl regF CD56 Fl regF CD56 Fl regkF CD56
1-3 29,3 0 14,34 21,3 0,43 12,53 10,3 0 9,11
4-6 28,5 0 13,59 - 0,41 12,91 - 0 -
7-9 27,8 0 12,90 - 0 - - 0 -
10-12 22,9 3,4 - 23,2 1,25 - - 0 -
>12 19,45 1,1 11,25 - 0 - - 0 -

KD: Krankheitsdauer in Monaten, FI: Fusionsindex in %, regF: regenerative Fasern pro 100 Muskelfasern, CD56:
CD56 positive Zellen pro 100 Muskelfasern, Gruppe 1 (neurogenes GS), Gruppe 2 (unspezifisch myopathologisches
GS), Gruppe 3 (Kontrollgruppe)

Bei der Gegeniberstellung der Krankheitsdauer mit dem Fusionsindex,

den regenerativen Fasern und den CD56 (spezifischer Satellitenzell-
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marker) positiven Zellen, wie es in Tabelle 12 dargestellt ist, zeigte sich
eine Abnahme des durchschnittichen Fusionsindex von 29,3% auf
19,45% mit Zunahme der Krankheitsdauer.

Gruppe 2 zeigte hingegen eine Zunahme des Fusionsindex uber die Zeit.
Gleichzeitig zeigte sich eine Zunahme oder der Beginn des Auftretens der
regenerativen Fasern in Gruppe 1 und 2 mit Zunahme der
Krankheitsdauer.

Die in Tabelle 11 gezeigte Korrelation zwischen dem Fusionsindex und
der Krankheitsdauer wird durch die hinzugezogenen immunhistologischen
Daten gestutzt. Mit Abnahme des Fusionsindex in der Gruppe 1 sank
gleichzeitig die Anzahl der CD56 positiven Zellen bei zunehmender
Krankheitsdauer. In Gruppe 2 zeigte sich eine Zunahme der CD56
positiven Zellen bei steigender Krankheitsdauer. Dies untermauert trotz
geringer Fallzahlen die beobachtete Zunahme des Fusionsindex mit
langerer Krankheitsdauer.

Schlussendlich zeigte sich eine Korrelation zwischen der Hohe des

Fusionsindex in-vivo und der Anzahl an CD56 positiven Zellen in-situ.
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4. Diskussion

Bandscheibenbedingte Erkrankungen werden schon seit der Antike
beschrieben [56]. Der lumbale Bandscheibenprolaps ist auch heute noch
eine der haufigsten Wirbelsaulenerkrankungen. Trotzdem ist die
Pathogenese der degenerativen Verdnderungen, die zum Bandscheiben-
prolaps fuhren, noch nicht vollstandig aufgeklart.

Jiingste Untersuchungen [32] zeigten eine Uber die zu erwartende rein
neurogene Veranderung hinausgehende Alteration von Muskelfasern des
M. multifidus bei Diskusprolapspatienten.

Wir wollten mit unserer Studie dieser Erkenntnis auf zellbiologischer
Ebene nachgehen und fanden bei den Patienten trotz erhdhtem

Fusionsindex in-vitro nur eine geringe Regenerationsaktivitat in-vivo.

4.1. Ubersicht

Der Diskussionsteil ist entsprechend dem Ergebnisteil untergliedert. Der
erste Teil beinhaltet eine kritische Auseinandersetzung der gewonnenen
klinischen, zellbiologischen, myopathologischen und immunhistologischen
Daten mit der Literatur. Der zweite Teil zeigt die aus den kritischen

Betrachtungen hervorgegangenen Schlussfolgerungen.

Teil |

4.2. Patientengut

Das Patientengut dieser Studie umfasste 19 Patienten mit einem lumbalen
Bandscheibenvorfall und als Kontrolle 2 Frakturpatienten und 2 Patienten
mit Metastasenverdacht.

Das Patientenkollektiv bestand aus 17 Mannern und 6 Frauen mit einem
Durchschnittsalter von 46 Jahren. Patientenkollektive anderer Studien
zeigten ebenfalls mehr ménnliche als weibliche Patienten und deren
Durchschnittsalter lag zwischen 36,6 und 47,2 Jahren [6,101,114,117].

Auch die in unserer Studie aufgezeigte Haufung von lumbalen
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Bandscheibenprolapsen im Segment L4/5 findet sich in der Literatur
[94,101,116]. Dammers et al. [118] zeigten eine Kranialisierung des

Bandscheibenvorfalls mit steigendem Alter, was unsere Daten unterstitzt.

42.1. Klinische Daten

Gral3hoff et al. [32] zeigten in einer friheren Arbeit die Abh&ngigkeit der
Krankheitsdauer vom muskuldren Gewebssyndrom. Mit unseren Daten
konnen wir die Beobachtung unterstitzen, dass eine durchschnittlich
langere Krankheitsdauer mit einem neurogenen und eine kirzere
Krankheitsdauer mit einem unspezifisch myopathologischen
Gewebssyndrom verbunden ist. Dies konnte auf eine langere
Kompensation der muskularen Insuffizienz bei Patienten mit neurogenen
Schaden hinweisen und im Gegensatz dazu auf eine schnellere
Instabilitatssituation, mit der Folge einer beschleunigten
Symptomverschlechterung, bei Patienten mit einem unspezifisch
myopathologischen Gewebssyndrom.

Eine weitere Beobachtung bei der Auswertung der Patientendaten war,
dass die Muskelkraft in Gruppe 2 im Vergleich zu Gruppe 1 haufiger und
starker herabgesetzt war. Postacchini et al. [79] beschrieben im Rahmen
ihrer Studie dber den Verlauf motorischer Defizite vor und nach der
operativen Therapie des Bandscheibenprolaps eine unterschiedliche
Verteilung von Muskelkraftgraden vor der Operation bei lhren Patienten.
Dabei war die Muskelkraft bei 67% der Patienten auf Grad 4, bei 21% auf
Grad 3 und bei 12% auf Grad 1+2 herabgesetzt.

Unsere Daten zeigten auch eine Abnahme der Haufigkeit der motorischen
Defizite mit sinkendem Kraftgrad, jedoch beobachteten wir mehr Patienten
mit einem Muskelkraftgrad unter 4. In konkreten Zahlen ausgedrickt
zeigten in unserer Studie 10 Patienten aus Gruppe 1 und 2 eine Abnahme
der Muskelkraft, wobei 40% von ihnen Grad 4 erreichten, 40% Grad 3 (mit
einer Mehrheit von 30% aus Gruppe 1 gegeniiber 10% aus der Gruppe 2).
Die 20% der Patienten, welche nur Grad 1 erreichten, stammten

ausschlief3lich aus Gruppe 2.
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Der erhdhte Anteil an Patienten mit einem Muskelkraftgrad unter 4, vor
allem in Gruppe 2, kdonnte auf eine mangelhafte Regeneration der
Muskelfasern [27,44,109] und damit eine eingeschrankte Muskelfunktion
(Kraft, Stabilisierung) hinweisen.

Aufgrund der pradominanten Muskelfaserdegeneration in Gruppe 2 oder
einer eventuell gestérten Muskelfaserneubildung in Gruppe 1 und 2
konnte auch die myoneuronale Kommunikation gestort sein, mit einem
daraus resultierenden Innervationsdefizit der Muskulatur. Da die
Muskelinnervation ein bedingender Faktor fur die Muskelreifung [25] und
die Muskelfunktion ist, ware eine insuffiziente Innervation eine maogliche
Ursache fur muskulare Regenerations- und Funktionsstorungen.

In unserer Studie zeigte sich eine Abnahme des Fusionsindex mit
zunehmender Krankheitsdauer. Diese beobachtete Korrelation lasst sich
nicht konkret mit Literaturangaben vergleichen. Einige Studien zeigten,
dass nach einer anfanglichen Erh6hung der Satellitenzellzahl und deren
Aktivierung  bei  akuter Denervierung [98], bei chronischen
Denervierungsprozessen  eine Zellzahlabnahme auftritt [63]. Diese
Beobachtungen lassen vermuten, dass eine erhéhte Anzahl an aktivierten
Satellitenzellen einen erhéhten Fusionsindex bedingen kann und
umgekehrt.

Die Zunahme von regenerativen Muskelfasern mit steigender
Krankheitsdauer war eine weitere Beobachtung. Gruppe 1 unterschied
sich im Vergleich zu Gruppe 2 in dem Punkt, dass erst ab einer
Krankheitsdauer von mindestens 10 Monaten das Auftreten von
regenerativen Fasern beobachtet werden konnte. Es ware denkbar, dass
die Satellitenzellen nach ihrer Aktivierung eine definierte Zeit bendtigen,
bevor sie in vollem Umfang zur Regeneration fahig sind, wie es auch von
einigen Autoren beschrieben wurde [7,95,98]. Eine weitere Uberlegung
ware, dass das divergierende Raumangebot bei den verschiedenen
Gewebssyndromen eine Rolle beim Voranschreiten der Regeneration
spielen konnte.

Beim neurogenen Gewebssyndrom kommt es zur Atrophie eines Teils der
Muskelfasern und einer kompensatorischen Hypertrophie der noch

innervierten  Nachbarfasern, welche dadurch den urspringlich
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entstandenen Freiraum besetzen. Einige Autoren [20,25] beobachteten,
dass Satellitenzellen in neurogen geschadigten Muskeln ins Interstitium
auswanderten und dort neue Myotuben bildeten. Sie vermuteten, dass der
fehlende Freiraum unter dem Plasmalem der atrophen Faser ein
ursachlicher Faktor daftr ware. Die Migration der Satellitenzellen und
deren Neuformation im Interstitium kénnte eine mdgliche Verzdgerung des
Regenerationsbeginns begrinden.

Anders stellt sich die Situation in Muskeln mit einem unspezifisch
myopathologischen Gewebssyndrom dar. Die nekrotisch degenerierenden
Muskelfasern werden durch ortsstdndige oder eingewanderte
Makrophagen eliminiert, wodurch im Plasmalemschlauch ein Freiraum
entsteht. Dies wirde es den Satellitenzellen erlauben ohne physische
Behinderung direkt im leeren Plasmalemschlauch auszudifferenzieren und
entweder mit den vitalen Muskelfaserenden oder miteinander zu
fusionieren. Chou et al. [20] vermuteten zusatzlich, dass die Fusion von
Satellitenzellen mit innervierten Muskelfasern schneller vorangeht und
eine fehlende Innervation oder eine langsame Reinnervation diesen
Prozess verzdgern wirde.

Aufgrund dieser Uberlegungen ware es moglich, dass die Regeneration in
den Muskeln der Gruppe 2 einige Vorteile gegeniber der Gruppe 1 hétte,
was das frihere Auftreten von regenerativen Fasern in dieser Gruppe

erklaren kdnnte.

4.3. Fusionsindex

In der Literatur konnten wir keine Fusionsdaten von Zellkulturen des M.
multifidus finden. Renault et al. [85,86] beschrieben in friheren Studien
einen Fusionsindex von 59 - 77,5% im M. quadriceps bei normalen
Patienten. Delaporte et al. [23] zeigten eine Abhangigkeit des
Fusionsindex von den Konditionsbedingungen in der Zellkultur mit einer
Variation von 56 — 76% unter verschiedenen Kulturbedingungen und 43%
bei Kontrollkulturen.

Meola et al. [71] beschrieben in Zellkulturexperimenten aus dem M. vastus

lateralis 2 Populationen von muskelbildenden Zellen, wobei die Erste
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Population einen Fusionsindex von 53% und die Zweite einen
Fusionsindex von 10,71% aufweist. Die Autoren vermuteten einen Hinweis
auf verschiedene Aktivierungszusténde der Subpopulationen.

Die in unserer Studie gezeigte Erhéhung des Fusionsindex in Gruppe 1
und 2 im Vergleich zu Kontrollgruppe 3 kann eine Aktivierung der
ruhenden Satellitenzellen infolge einer Alteration der Muskulatur
bedeuten. Da die Erhéhung in den Gruppen mit den pathologischen
Gewebssyndromen keinen grossen Unterschied aufwies, ist es denkbar,
dass der primare Aktivierungsmechanismus nicht von der Art der
Alteration beeinflusst wird.

Der Einzelwert der Gruppe 3 ist fur sich allein nicht représentativ,
entspricht aber zusammengenommen mit den anderen Fusionsindizes
einer Normalverteilung.

In der Literatur sind unserem Wissen nach keine Daten veroffentlicht, die
einen Zusammenhang zwischen der Menge des Biopsieausgangs-
materials und dem Erfolg der Zellkultur darstellen. Bei unseren
Zellkulturansatzen konnten nur Biopsien mit einem Mindestgewicht von
0,3 Gramm erfolgreich kultiviert werden.

Die nichterfolgreiche Kultivierung der restlichen Biopsien, ausgenommen
die durch Kontamination verworfenen, kdnnte auf endogenen Stérungen
der Satellitenzellen oder exogene Einflisse bei der Zellisolation
zurtckgefuhrt werden. Bei den Fallen 19 und 20 konnte ein Grund das
erhohte Alter von 75 und 79 Jahren gewesen sein, zumal einige Autoren
eine Abnahme der Satellitenzellzahl mit dem Alter beschreiben [18,89,94].
Fall 17 und 18 konnten aufgrund insuffizienter Satellitenzellaktivierung im
normalen Muskel eine unzureichende Proliferation nach der Zellisolation
aufgewiesen haben. Andererseits muss gesagt werden, dass das
Protokoll zur Zellisolation aus humanen Muskelbiopsien zwar ausgereift,

aber nicht vollstandig vor Ausféallen geschitzt ist.

4.4. Myopathologie

Ein direkter Vergleich von myopathologischen Kriterien und dem

Fusionsindex in der Literatur ist uns nicht bekannt.
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In unserem Patientenkollektiv waren zwei Patienten Gber 75 Jahre alt. Bei
Ihnen zeigte sich zusatzlich zum chronisch neurogenen Gewebssyndrom
eine sekundare Begleitmyopathie. Die in der Literatur beschriebene
Abnahme der Satellitenzellzahl mit dem Alter lasst die Annahme zu, dass
bei diesen Patienten aufgrund einer mangelhaften oder verlangsamten
Muskelregeneration das histologische Bild einer Myopathie entsteht, die
sich durch die neurogene Komponente noch verstarkt.

Die erhdohte Anzahl elongierter Fasern, der Kernkonglomerate und der
Faserhypertrophien in Gruppe 1 untermauert ihre Zuordnung zum
neurogenen Gewebssyndrom, sowie die Haufung der degenerativen
Fasern in Gruppe 2 deren Zuordnung zum  unspezifisch
myopathologischen Gewebssyndrom unterstitzt. Das Auftreten von
elongierten Fasern in Gruppe 3 liegt im Rahmen des Normalen und ist
nicht als pathologisch zu werten. Der Anteil an regenerativen Fasern,
welcher in  Gruppe 1 und 2 Dbeobachtet wurde, ist als
Regenerationsantwort auf die Alteration der Muskulatur anzusehen. Die
Regeneration soll die Neubildung von Myotuben gewahrleisten und
dadurch die Aufrechterhaltung der Muskelfunktion.

In unserer Studie ist auffallig, das trotz hoher Fusionsindizes nur eine
unterdurchschnittliche Regenerationsaktivitat, in Form von regenerativen
Fasern, in den Muskelschnitten verifizierbar war.

In der Literatur ist beschrieben, dass in Abhangigkeit vom Entnahmeort
der Muskelbiopsie eine andere Reprasentation der myopathologischen
Kriterien vorhanden ist [52,114]. Der M. multifidus, welcher in unserer
Studie untersucht wurde, ist ein kleiner und unisegmental versorgter
Muskel im Vergleich zum M. quadriceps oder M. vastus lateralis [52,114],
wodurch sich die Aussagekraft unserer Biopsien erhoht.

Eine weitere Beobachtung bei der histologischen Auswertung war, dass
bei Biopsien mit erfolgreich angelegter Zellkultur die Anzahl an
regenerativen Fasern in-vivo im Vergleich zum Gesamtdurchschnitt der
jeweiligen Gruppe erhéht war. Bei Biopsien ohne erfolgreiche Zellkultur in
Gruppe 1 waren dagegen keine regenerativen Muskelfasern in-vivo
nachweisbar und bei Biopsien ohne erfolgreiche Zellkultur in Gruppe 2 war

die Anzahl im Vergleich zum Gesamtdurchschnitt der Gruppe 2
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herabgesetzt. Dies lasst die Vermutung zu, dass das Auftreten von
regenerativen Fasern in-vivo auf eine gewisse Proliferations-,
Differenzierungs- und Fusionsfahigkeit der Satellitenzellen hinweist, die

den Erfolg der Zellkultur beeinflussen kann.

4.5, Fluoreszenzdaten

Maier et al. [63] vertffentlichten in Ihrer Studie einen Vergleich von
Satellitenzellen (SZ) pro Muskelfaser (MF) bei normaler Muskulatur und
bei Patienten mit Muskelschaden. Die normale Muskelgruppe zeigte 5,5
SZ/100 MF, Patienten mit einer Duchenne Muskeldystrophy (DMD)
zeigten eine Erh6hung auf 12 SZ/100 MF und die Patientengruppe mit
einer neurogenen Atrophie zeigte ein Verhéltnis von 8,6 SZ/100 MF. Diese
Beobachtungen stiitzen unsere Daten, welche eine Erhéhung der CD56
positiven Satellitenzellen pro Muskelfaser bei den beiden pathogenen
Gewebssyndromen (Gruppe 1: 12,76 SZ/100 MF, Gruppe 2: 12,72 SZ/100
MF) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Gruppe 3: 9,11 SZ/100 MF) zeigten.
Wir beobachteten bei steigendem Fusionsindex eine Erhéhung der Anzahl
an CD56 positiven Zellen pro Muskelfaser in Gruppe 1 und untermauerten
damit unseren Verdacht, dass der Fusionsindex von der Anzahl an
Satellitenzellen abhangt.

In der Literatur existiert laut unseren Recherchen keine Studie, die
CD56/CD36 Doppelmarkierungen mit verschiedenen pathologischen
Gewebssyndromen korreliert hat. W. Schubert [92] zeigte, dass sich
invasive endotheliale Zellen am Ort der Muskelregeneration Uber den
switch von CD56-/CD36+, CD56+/CD36+ und CD56+/CD36- in myogene
Vorlauferzellen wandeln kdonnen. Unsere Daten lassen vermuten, dass
diese Migration CD36 positiver Zellen in die Muskulatur und deren
Umwandlung in CD56 positive Zellen von der Art der Muskelalteration
abhangig ist. Der Anteil CD56+/CD36+ Zellen bei Patienten mit einem
unspezifisch  myopathologischen  Gewebssyndrom war mit 2,5
doppelmarkierten Zellen pro 100 Muskelfasern (dmz/100 MF) malRig
erhoht gegentber Patienten mit einem neurogenen Gewebssyndrom (1,7
dmZz/ 100 MF) und stark erhdht im Vergleich zur Normalgruppe (0,64 dmz/
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100 MF). Es ist jedoch unklar in welchem Stadium der Wandlung von der
endothelialen zur myogenen Zelle sich die markierten Zellen befanden, in
welchem Ausmal} die Wandlung von der Art der Muskelalteration abhangt

und inwieweit dies das Ergebnis verandern wirde.

Teil Il

4.6. Schlussfolgerungen

Die bioptischen Daten aus dieser Studie (geringe Anzahl basophiler
Muskelfasern) sprechen fir eine relativ geringe Regenerationsaktivitat der
Muskelfasern im M. Multifidus beim Ilumbalen Bandscheibenvorfall.
Demgegeniber fand sich ein deutlich erhdhter Fusionsindex der aus
diesen Bioptaten isolierten myogenen Zellen (mononucleare
Satellitenzellen). Dieser scheinbare Kontrast imponierte besonders bei
den neurogenen Gewebssyndromen.

Bisher liegen in der Literatur keine Daten zum Regenerationsverhalten
des M. Multifidus vor, so dass hier keine direkten Vergleiche mit anderen
Ergebnissen vorgenommen werden konnen. Bezuglich des Auftretens
regenerativer Zeichen in anderen Muskelgruppen, unter Bedingungen
neurogener Schadigung, ist auf die Untersuchungen von Ishimoto et al.
[44] hinzuweisen, die zeigten, dass bei Amyotropher Lateralsklerose
wenige basophile Fasern trotz aktivierter Satellitenzellen vorliegen. Die
Autoren schlossen daraus eine Beeintrachtigung der Zellteilungsfahigkeit
der Satellitenzellen in-vivo. Als Aktivierungskriterium der Satellitenzellen
wahlten sie den prozentualen Anteil an Euchromatin im Zellkern. Wir
benutzten zur Satellitenzelldarstellung die Markierung des CD56 Antigens,
dass ein selektiver Marker dieser Zellen in-situ ist [91,92]. Die Vermehrung
der Satellitenzellzahl und die Prasens von CD56 auf aktivierten
Satellitenzellen [30,91] sind in unserer Studie als Aktivitatskriterium
anzusehen. Dieser Unterschied limitiert die Vergleichbarkeit unserer
Daten mit der Ishimoto-Studie.

Die Erhéhung der Satellitenzellzahl bei verschiedenen Krankheitsbildern

wurde mehrfach in Studien aufgezeigt [14,42,103,109], also auch bei
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neurogenen Prozessen. Diese Daten stitzen die Annahme, dass die
Satellitenzellen, als die Quelle der Muskelfaserregeneration, durch
neurogene Prozesse zur Proliferation stimuliert werden, ohne jedoch
konsekutiv die Stadien der Myotubenbildung nach Zellfusion, sowie das
Wachstum der Myotuben zu reifen Muskelfasern zu durchlaufen. Daftr
spricht die Abwesenheit einer signifikanten Basophilie in-situ, die bei einer
ausgepragten Prasens der genannten Stadien zu erwarten ware.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete Erhdhung der Zahl aktivierter
Satellitenzellen bei den eindeutig neurogenen Gewebssyndromen im M.
Multifidus geht einher mit einer Erhéhung der Fusionsbereitschaft dieser
Zellen in-vitro, quantifiziert durch den Fusionsindex. Da diese Daten
jeweils aus ein- und derselben Muskelbiopsie erhoben wurden, kann man
davon ausgehen, dass sie das reale intrinsische Verhalten der myogenen
Zellen wiederspiegeln. Allerdings kontrastiert die erhohte
Fusionsbereitschaft in-vitro mit der Abwesenheit einer ausgepragten
Basophilie in-situ, denn Myotubenbildung durch Zellfusion in-situ ist
begleitet von erheblicher Proteinsyntheseaktivitat innerhalb des
endomysialen Schlauches. Im Falle ihres Vorhandenseins wéare diese
anhand einer gesteigerten Basophilie solcher Muskelfasern in Farbungen
wie der Hamatoxylin-Eosin Farbung, die hier zur Anwendung kam,
erkennbar. Man kann daher davon ausgehen, dass die isolierten
myogenen Zellen in-vitro Bedingungen vorfinden, welche es zulassen, die
durch den neurogenen Prozess aktivierte und intrinsisch gesteigerte
Fusionsbereitschaft in Zellfusionen zu Uberfihren. Zu den Faktoren, die
in der Zellkultur dazu beitragen, gehéren Wachstums- oder
Differenzierungsfaktoren im Medium. Das Entfallen von hemmenden
Faktoren unter Kulturbedingungen, wie zum Beispiel der Kontakt der
Satellitenzelle zur Muskelfaser [13], oder die Freisetzung von
Muskelgewebsfaktoren [10,11] infolge der Muskelzerkleinerung wéahrend
der Zellisolation, sind ebenso denkbare Faktoren. Innerhalb der
Muskulatur kdnnte der Zeitpunkt der Satellitenzellgewinnung eine Rolle
spielen, da einige Autoren beschreiben, dass es bei einer intrinsischen
oder extrinsischen Muskelalteration zu einer frihzeitigen Aktivierung und

Zellzahlvermehrung der Satellitenzellen kommt [11,63,98]. Das konnte
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den Erfolg der Zellkultur und den Fusionsindex bei kurzer Krankheitsdauer
erklaren. Madglich ist auch eine schmerzreflektorische Stérung der
Muskelfunktion, wie sie bei Triggerpunktstorungen der Muskulatur oder
postoperativen Muskelatrophien nach Kniearthroskopien oder &ahnlichen
Eingriffen bekannt sind [72,106,115].

H.M. Snow [98] vermutete, dass im Vergleich zu aktiven Satellitenzellen
im wachsenden Muskel von Kindern oder Jugendlichen, Satellitenzellen in
der reifen Muskulatur von Erwachsenen weniger aktiv sind und es langer
dauert sie zu aktivieren. Da das Durchschnittsalter in unserem
Patientengut im Mittel 46 betrug, konnte dies ebenfalls ein Grund fir das
spatere Auftreten von regenerativen Fasern in den Muskelschnitten sein.
Wir beobachteten eine Abnahme des Fusionsindex und eine Abnahme
der CD56+ Zellen mit zunehmender Krankheitsdauer in Gruppe 1. In
Langzeitdenervierungen [63] wurde eine Abnahme der Satellitenzellen im
Muskel beobachtet. Die exakte Bestimmung des Denervierungs-
zeitraumes in der Klinik ist jedoch problematisch. Angenommen er stimmt
mit der Krankheitsdauer der Patienten Uberein, so wirde dies fir eine
Abnahme der Satellitenzellzahl mit zunehmender Krankheitsdauer
sprechen. Zusammen mit unserer Vermutung, dass eine insuffiziente
Innervation ein moglicher Storfaktor bei der Muskelregeneration sei, wére
es denkbar, dass aus der langeren neurogenen Schadigung bei den
Patienten der Gruppe 1 eine Abnahme des Fusionsindex resultieren
konnte. Eine andere Moglichkeit ware der Verbrauch von aktivierten
Satellitenzellen zur Muskelfaserneubildung und beim Aufbau hypertropher
Fasern.

Bei der Auswertung unserer Ergebnisse zeigte sich, dass beim Anlegen
einer Zellkultur das Vorhandensein von regenerativen Fasern in-vivo
scheinbar von Vorteil war. Dies lasst vermuten, dass zum Zeitpunkt der in-
vivo erfolgenden Fusion ein optimaler Aktivierungszustand der
gewonnenen  Satellitenzellen mit der Folge einer besseren
Proliferationsbereitschaft in-vitro bestehen kdnnte. Die Beobachtung, dass
Patienten mit hohem Fusionsindex in-vitro eine geringe Haufigkeit von
regenerativen Fasern in-vivo (in-situ) zeigten, kénnte ein Hinweis fur eine

weniger optimale Differenzierungs- und Fusionsfahigkeit trotz verbesserter
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proliferativer Eigenschaften sein. Die Klarung der Frage nach der Existenz
von Faktoren, welche das Verhalten der Satellitenzellen in-vivo und in-
vitro divergent beeinflussen bedarf weiterer Untersuchungen.

Eine interessante Beobachtung zeigte sich bei der vergleichenden
Betrachtung der Krankheitsdauer und der Immunfluoreszenzdaten der
entsprechenden Gewebssyndromgruppe. Wir zeigten eine Erhéhung der
CD56+/CD36+ doppelmarkierten Zellen bei Patienten mit einem
unspezifisch myopathologischen Gewebssyndrom gegeniiber Patienten
mit einem neurogenen Gewebssyndrom. Somit trat in unserer Studie eine
erhdohte CD56+/CD36+ Doppelmarkierung zusammen mit einer verkirzten
Krankheitsdauer auf. Wir hatten vermutet, dass eine im Vergleich zur
Gruppe 2 verbesserte Kompensation der muskularen Instabilitdt der
Gruppe 1 eine spatere Manifestation des Bandscheibenvorfalls und somit
eine langere Krankheitsdauer bedingen konnte. Auf der Grundlage der
Beobachtungen von Schubert [92], wonach die CD56+/CD36+
doppelmarkierten Zellen myogene Kompetenz besitzen, konnte eine
vermehrte Anwesenheit dieser Zellen im Muskel eine Unterstitzung der
Muskelregeneration darstellen. Es wére denkbar, dass eine Insuffizienz
der lokalen Satellitenzellen eine vermehrte Invasion von diesen
multipotenten Zellen endothelialen Ursprungs verursacht, um eine
suffiziente  Muskelregeneration zu gewahrleisten. Die erhdhte
Doppelmarkierung in Gruppe 2 kdénnte demzufolge ein Hinweis auf eine
insuffiziente Muskelregeneration sein.

Das gegeniber der Gruppe 3 verschieden hohe Auftreten dieser Zellen in
den Gruppen 1 und 2, erlaubt die Annahme, dass in Abhangigkeit von der
Art der Muskelschadigung unterschiedliche Faktoren freigesetzt werden
konnten, um so zusatzliche Regenerationssysteme zu rekrutieren. Ein
weiterer Gesichtspunkt ist, dass die Invasion von endothelialen Zellen, mit
anschlieBender myogener Differenzierung, oft einer Neueinsprossung von
Kapillaren in den Bereich einer nekrotischen Muskeldegeneration folgt. Da
degenerative Fasern vornehmlich beim unspezifisch myopathologischen
Gewebssyndrom der Gruppe 2 auftraten, konnte das eine weitere
Erklarung fir das erhohte Auftreten doppelmarkierter Zellen sein.

Aufgrund von Studien [4,22], welche das Vorhandensein von anderen
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Muskelregenerationssystemen neben der Satellitenzelle beschreiben, ist
es auch denkbar, dass die CD56+/CD36+ Zellen eine Zusatzquelle an
muskuldren Stammzellen darstellen, die im Rahmen des Physiologischen
liegen.

Die Stabilisierung der Wirbelséule erfolgt durch 3 Systeme. Die kndcherne
Wirbelsaule mit ihren ligamentéren Strukturen, die Muskulatur und die
neurale Kontrolle [66]. Die in dieser Studie gezeigten Ergebnisse
unterstutzen die Vermutung einer insuffizienten Muskelregeneration in-
vivo bei Patienten mit einem neurogenen Gewebssyndrom. Diese
Insuffizienz der Muskelregeneration konnte zu einer myogenen
Destabilisierung [38,61,81] der Wirbelsaule fiihren. Eine Uberlastung des
passiven Haltesystems, mit progredienter Degeneration, abnormaler
Beweglichkeit und daraus resultierenden Lumbalgien und Verletzungen
waren die Folgen [65,81]. Somit ist die muskuldre Dysbalance der
Wirbelsaule ein mdglicher Faktor bei der Entstehung und Unterhaltung
des Rickenschmerzes.

Der Ruckenschmerz ist die ,Volkskrankheit“ der industrialisierten Welt.
80 — 85 % der deutschen Bevoélkerung, auch in der Altersgruppe der 25 —
34 Jahrigen, leiden oder litten schon einmal unter Rickenschmerzen
[8,33]. Der wirtschaftliche Schaden durch Arbeitsausfall und
Behandlungskosten ist immens. Im Jahr 2001 wurden in Deutschland ftr
die Behandlung von Riuckenschmerzpatienten 20 Milliarden DM und fir
Folgekosten durch Arbeitsausfall 30 Milliarden DM ausgegeben [33]. Als
Ursache von Frihberentungen nimmt der Rickenschmerz mit 18 — 20%
ebenfalls eine Spitzenposition ein [33].

Ungeachtet intensiver  Forschungen auf dem  Gebiet des
Ruckenschmerzes ist man noch weit davon entfernt die Ursachen fir
seine Entstehung vollstandig aufzuklaren und entsprechende Diagnose-
und Therapieverfahren zu entwickeln. Neue Therapieansatze in der
Physiotherapie zum Beispiel orientieren sich in die Richtung der
funktionellen Rehabilitation mit aktiver Kraftigung geschwachter
Muskelgruppen und einer Verbesserung des Bewegungsumfanges der

Wirbelsaule [51,64]. In jungsten Studien wurde gezeigt, dass dadurch eine
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frhere Eingliederung in den normalen Arbeitsprozess und eine geringere
Rezidivrate an Lumbalgien erreicht werden konnte [64].

Trotz der gezeigten Daten und ahnlicher Beobachtungen von
Regenerationsdefiziten bei neurogen geschadigter Muskulatur in anderen
Studien [44], fehlen in der Literatur Korrelationen unserer Art. Die
Diskrepanz zwischen der erhdhten Aktivitdt der Satellitenzellen in-vitro
und der spéarlichen Regenerationsaktivitat in-vivo spricht jedoch fir eine
postfusionelle oder unmittelbar prafusionelle Arretierung der Muskel-
regeneration. Aufgrund der geringen Fallzahlen ergibt sich kein harter
Beweis fur die Multifidus-Spezifitat der Beobachtungen. Es bedarf daher
weiterer Vergleichsstudien und gezielter Untersuchungen des neurogenen
Gewebssyndromes, um diese Aussagen zu untermauern und die
steuernden Faktoren und Regelmechanismen der Muskelregeneration,

sowie deren Interaktion besser zu verstehen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Regenerationsverhalten des Musculus
multifidus von Patienten mit lumbalem Bandscheibenvorfall, anhand der
quantitativen Analyse der Fusion myogener Zellen (Satellitenzelle) in-vitro
und deren Anzahl in-situ untersucht. Diese Parameter wurden mit
bioptischen und klinischen Parametern korreliert, um zu ermitteln, ob
chronische Verlaufe mit einer auf insuffizienter Muskelfaserregeneration
beruhenden muskularen Instabilitéat assoziiert sein kdnnten.

Dazu wurde von 19 Patienten im Rahmen einer operativen Versorgung in
der Klinik fir Orthopadie, Universitatsklinik der Otto-von-Guericke
Universitdt Magdeburg, eine Biopsie aus dem segmental betroffenen M.
multifidus entnommen. Kontrollbiopsien wurden von 2 Patienten, welche
zur Versorgung einer Fraktur, und von 2 Patienten, welche wegen einer
diagnostischen Entnahme bei Metastasenverdacht operiert wurden,
gewonnen. AnschlielRend wurde jede Biopsie histologisch und im Rahmen
der Zellkultur im Zell-Labor der Arbeitsgruppe ,Molekulare Muster-
erkennung” des Instituts fir Medizinische Neurobiologie aufgearbeitet. Die
Untersuchung erfolgte an 5 bis 10 um dinnen Muskelkryoschnitten mittels
Haematoxylin — Eosin Farbung. Die gefundenen histologischen Befunde
wurden in 3 Gruppen eingeteilt: normaler Befund, neurogenes
Gewebssyndrom und unspezifisch myopathologisches Gewebssyndrom.
Zur Berechnung des Fusionsindex wurden die Zellkulturen der
differenzierten Satellitenzellen nach May — Grinwald gefarbt und unter
dem Mikroskop entsprechend ausgezahlt. Zur Detektierung der
Satellitenzellen der Probanden wurden die Kryoschnitte mit
immunhistologischen Markern gegen CD56 und CD36 markiert und
ausgewertet. Die experimentell gewonnenen Daten wurden mit den
klinischen Patientendaten korreliert.

Es fanden sich in dieser Arbeit 12 Patienten mit einem neurogenen, 8 mit
einem unspezifisch myopathologischen Gewebssyndrom und 3 mit
normalem Befund. Bei der Gruppe der neurogen veranderten Muskulatur
fand sich ein erhohter Fusionsindex (25,24 + 6,19%) gegeniber der
normalen (10,3%) Gruppe. Der Fusionsindex (21,93 + 1,72%) der
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unspezifisch veranderten Muskulatur war im Vergleich mit der normalen
Gruppe erhoht und mit der neurogenen Gruppe leicht erniedrigt.

Wegen der geringen Anzahl der Falle (n=23) erwies sich eine statistische
Analyse als nicht sinnvoll.

Unsere Daten stehen im Einklang mit den Ergebnissen einer friiheren
Studie [32], wonach Patienten mit neurogenen Muskelschaden eher eine
lange und Patienten mit unspezifisch myopathologischen Veranderungen
eine kurzere Krankheitsdauer aufweisen.

Die Ergebnisse zeigten eine Steigerung der Fusionsrate der
Satellitenzellen von Patienten mit einem neurogenen Gewebssyndrom bei
gleichzeitig geringer Regenerationsaktivitdat der Muskelfasern in-situ,
gemessen an der geringen Zahl basophiler Muskelfasern.

Die Daten zeigen, dass unter den Bedingungen der neurogenen Alteration
des M. multifidus durch radikulare Schaden im Rahmen des
Bandscheibenvorfalls die Satellitenzellen zur Proliferation und Fusion
stimuliert werden. Es entstehen aber offenbar keine grosseren Myotuben,
da die damit einhergehende Basophilie in den Routine-Farbungen der
Muskelschnitte nur sehr gering ausgepragt ist.

Dieser Zusammenhang stutzt die Annahme eines Post- oder Prafusions-
blockes der Muskelfaserregeneration. Hierauf kdnnte eine progressive
Instabilitat des M. multifidus beruhen.

Zukunftige vergleichende Untersuchungen werden zeigen, ob diese
Befunde fur die chronische neurogene Schadigung des M. multifidus im
Rahmen des Bandscheibenvorfalls spezifisch sind.
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