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II. Abkürzungen 
-OH Hydroxylgruppe 

°C Grad Celsius 

A Ampere 

Bcl B-cell lymphoma 

BrdU Bromodeoxyuridine 

bzw. beziehungsweise 

ca. circa 

CD Differenzierungsmarker (cluster of differentiation) 

cm Zentimeter 

d.h. das heißt 

dATP Desoxyadenosintriphosphat 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

dUTP Desoxyuridintriphosphat 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

FACS Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting) 

G-CSF Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor 

G-CSF-R Rezeptor vom Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor 

h Stunde 

HGF hepatocyte growth factor 

i.p. intraperitoneal 

JAK Janus-Kinase 

kDa Kilodalton 

KG Körpergewicht 
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kg Kilogramm 

L Liter 

M. soleus Musculus soleus 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mRNA messenger RNA 

n Anzahl 

N Newton 

N. ischiadicus Nervus ischiadicus 

NaCl Kochsalz 

o.g. oben genannte 

PI3-K Phosphatidylinositol-3-Kinasen 

s Sekunde 

STAT signal transducers and activators of transcription 

TGF transforming growth factor 

U/L Einheiten pro Liter 

z.B. zum Beispiel 

�g Mikrogramm 

�m Mikrometer 
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III. Zusammenfassung 

 

Eine unzureichende Regeneration der Skelettmuskulatur nach Trauma verhindert oft den 

Heilungsprozess und geht mit Funktionsdefiziten und Bindegewebsformation einher. In 

der vorliegenden Studie wurde untersucht, in wieweit der hämatopoetische 

Wachstumsfaktor, Granulozyten-Kolonie stimulierender Faktor (G-CSF), die Regeneration 

der peripheren Skelettmuskulatur nach Trauma in Wistar Ratten fördert. Hierfür wurde der 

linke M. soleus kontusioniert und anschließend täglich entweder G-CSF (20�g/kg i.p.) 

oder NaCl (0.6ml/kg i.p.) (n=30 Tiere pro Gruppe) injiziert. Sham-operierte Tiere ohne 

Muskeltrauma dienten als Kontrolle (n=15 Tiere). Die Kontraktionskapazität des M. soleus 

wurde in-vivo durch die Kurzkontraktion und die Tetanie an den Tagen 4, 7, und 14 nach 

Trauma analysiert. Das asservierte Muskelgewebe diente zur Bestimmung der 

Satellitenzellproliferation [Bromodeoxyuridin (BrdU)/Laminin und BrdU/Desmin 

Doppelimmunhistochemie] und der Zellapoptose (TUNEL-Analyse). Die Analyse der 

Muskelkraft zeigte eine Wiederherstellung der Kontraktionskapazität von 26±2, 35±3 und 

53±3% (Kurzkontraktion) und von 20±3, 24±2 und 37±2% (Tetanie) über den 14-tägigen 

experimentellen Verlauf bei den NaCl-behandelten Tieren. Die G-CSF Therapie führte zu 

einem zusätzlichen Anstieg der Kontraktionskapazität an den Tagen 7 (Kurzkontraktion: 

42±2%; Tetanie: 34±2%) und 14 (Kurzkontraktion: 62±3%; Tetanie: 43±3%) nach Trauma. 

Diese verbesserte Muskelfunktion ging am 4. Tag mit einem signifikanten Anstieg der 

Satellitenzellproliferation (BrdU-positive Zellen/mm2: 27±6 vs. NaCl: 12±3) und einer 

mäßigen Reduktion der Zellapoptose (TUNEL-positive Zellen/mm2: 11±2 vs. NaCl: 16±3) 

einher. Zusammenfassend kann man sagen, dass G-CSF histologisch das Überleben und 

die Proliferation von Muskelzellen fördert und eine schnellere und bessere funktionelle 

Restauration der Skelettmuskulatur nach Trauma bewirkt. Deshalb könnte G-CSF einen 

attraktiven adjuvanten Therapieansatz im Management von Patienten mit schwerem 

Weichteiltrauma darstellen. 
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IV. Summary 

Insufficiency of skeletal muscle regeneration often impedes the healing process with 

functional deficiencies and scar formation. We tested the hematopoietic growth factor, 

granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), with respect to its efficacy to improve 

functional muscle regeneration following skeletal muscle injury in Wistar rats. After crush 

injury to the left soleus muscle, animals received daily G-CSF (20mg/kg i.p.) or vehicle 

solution (0.6ml/kg i.p.) (n = 30 animals per group each). Sham-operated animals without 

muscle injury served as controls (n = 15 animals). After in-vivo assessment of the fast-

twitch and tetanic contraction capacity of the soleus muscles at days 4, 7, and 14 post-

injury, sampling of muscle tissue served for analysis of satellite cell proliferation 

[bromodeoxyuridine (BrdU)/laminin and BrdU/desmin double immunhistochemistry] and 

cell apoptosis (TUNEL-analysis). Muscle strength analysis revealed recovery of 

contraction forces to 26±2, 35±3 and 53±3% (twitch force) and to 20±3, 24±2 and 37±2% 

(tetanic force) within the 14-day observation period in vehicle-treated animals. Of interest, 

G-CSF increased contractile forces with markedly higher values at day 7 (twitch force: 

42±2%; tetanic force: 34±2%) and day 14 (twitch force: 62±3%; tetanic force: 43±3%). 

This enhancement of muscle function was preceded by a significant increase of satellite 

cell proliferation (BrdU-positive cells/mm2: 27±6 vs. vehicle: 12±3) and a moderate 

decrease of cell apoptosis (TUNEL-positive cells/mm2: 11±2 vs. vehicle: 16±3) at day 4. In 

conclusion, G-CSF histologically promoted viability and proliferation of muscle cells and 

functionally enhanced recovery of muscle strength. Thus, G-CSF might represent a 

therapeutic option to optimize the posttraumatic course of muscle tissue healing. 
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1 EINLEITUNG 

1.1 Die periphere Skelettmuskulatur und das Muskeltrauma 

 Der Körper eines gesunden Menschen besteht insgesamt aus mehr als 600 

verschiedenen Muskeln. Beim Mann macht die Muskulatur ca. 40%, bei der Frau rund 

23% der gesamten Körpermasse aus. Aufgrund der Eigenschaft zur Kontraktion und 

Kraftproduktion ermöglichen uns unsere Muskeln zu atmen, zu gehen und unseren 

täglichen Aktivitäten nachzugehen. 

 Die Skelettmuskulatur besteht aus vielkernigen Muskelfasern mit einem 

Durchmesser von 10-100�m. Die Vielkernigkeit resultiert aus der embryonalen 

Verschmelzung von mehreren hundert einkernigen Myoblasten zu einem Synzytium. 

Abbildung 1.1: 

Der Skelettmuskel (A) besteht aus lang gestreckten Muskelfaserbündel (B; graue Pfeilspitze), welche vom

Perimysium (B; blaue Pfeilspitze) umhüllt werden. Diese Muskelfaserbündel bezeichnet man als

Sekundärbündel und werden von Nerven und Kapillaren durchsetzt (B; schwarze Pfeilspitze). Alle

Sekundärbündel sind durch das Epimysium (B; rote Pfeilspitze) zusammengefasst und werden von der Faszie

in der jeweiligen anatomischen Form zusammen gehalten. Ein Muskelfaserbündel (C) besteht aus mehreren

langen Muskelfasern/Muskelzellen (D), welche von Endomysium umsponnen werden (C; schwarzer Pfeil). Zur

Kontraktion besitzen die Muskelzellen mehrere Myofibrillen (E), welche aus hintereinander geschalteten

Sarkomeren (F) bestehen. Durch Interaktion der beiden Proteine eines Sarkomers, Aktin (F; schwarze

Filamente) und Myosin (F; blaue Filamente), kann eine Muskelzelle ihre Länge reduzieren und somit

kontrahieren.
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Die einzelnen Muskelfasern werden vom Endomysium bedeckt. Diese bindegewebige 

Schicht besteht aus einer Basallamina und aus retikulären Fasern (Abbildung 1.1). In den 

Bindegewebsscheiden zwischen den Muskelfasern findet sich ein dichtes Netzwerk aus 

Kapillaren sowie Lymphgefäßen und Nervenfasern. Der Muskel als Ganzes wird vom 

Epimysium, einer derben Bindegewebshülle, umgeben. Vom Epimysium aus erstrecken 

sich dünne Bindegewebssepten ins Innere des Muskels, die als Perimysium Bündel von 

Muskelfasern umschließen (Abbildung 1.1). 

 Das Sarkomer ist die kleinste funktionelle Einheit der Muskelfaser und führt auf 

mikroskopischer Ebene die Muskelkontraktion durch. Jedes Sarkomer ist aus kontraktilen 

Proteinen aufgebaut, die sich zu Filamenten zusammensetzen, welche hauptsächlich aus 

Aktin und Myosin bestehen. 

 Wenn eine Muskelverletzung auftritt, wird unsere tägliche Aktivität durch 

Funktionsverlust eingeschränkt. Als Muskelverletzung wird der Funktionsverlust der 

Muskulatur bezeichnet, der nach direkten oder indirekten Verletzungen des Gewebes 

auftritt.

 Muskelverletzungen gehören zu den häufigsten Verletzungen des menschlichen 

Körpers und können mit chronischen Schmerzen oder bleibenden Behinderungen 

einhergehen. Unfallassoziierte Verletzungen betreffen zum größten Teil die untere 

Extremität und müssen unter Umständen operativ versorgt werden. Muskelverletzungen 

werden je nach Entstehungsmechanismus in Zerrung, Lazeration oder Kontusion 

eingeteilt. Die jeweilige Schwere und das Ausmaß der Weichteilschädigung besitzen 

dabei zentrale Bedeutung für das therapeutische Management und die Prognose des 

Patienten [Oestern und Tscherne 1983]. 

 Der Muskelverletzung liegt ursächlich per Definition eine externe Krafteinwirkung zu 

Grunde und wird im klinischen Alltag als offen oder geschlossen bezeichnet. Bei den 

geschlossenen Verletzungen bleibt die Kontinuität der Haut erhalten, bei den offenen 

Verletzungen wird diese unterbrochen. Eine Muskelkontusion kann nicht nur durch eine 

direkte stumpfe externe Kraft verursacht werden, sondern auch durch ein von innen 

raumforderndes Knochenfragment oder Hämatom. Solche Verletzungsmuster treten 

hauptsächlich bei geschlossenen Frakturen auf. Das klinische Bild variiert von 

Prellmarken über Hämatome bis hin zu Spannungsblasen und später entsprechenden 

Hautnekrosen. Offene Verletzungen hingegen gehen meistens mit 

Muskeldurchtrennungen und Schäden des umliegenden Gewebes einher. Eine isolierte 

Muskelverletzung ist äußerst selten, da das Trauma, welches den Muskelschaden 

verursacht, meistens mit begleitenden ausgedehnten Weichteilschäden einhergeht. Je 

nach Ausmaß und Lokalisation der externen Krafteinwirkung können neben der 

Muskulatur auch Knochen, Haut, Sehnen, Gefäße oder Nerven betroffen sein. 
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1.2 Pathophysiologie des Muskeltraumas 

 Nach einem Muskeltrauma kommt es zu einer deutlichen ischämischen und 

inflammatorischen Schädigung der Myozyten aufgrund des Versagens der nutritiven 

mikrovaskulären Perfusion und der erhöhten Leukozyten-Endothelzell-Interaktion mit 

konsekutiver endothelialer Barrierefunktionsstörung und interstitieller Ödembildung. Diese 

Prozesse werden später von Regeneration und Narbenbildung gefolgt (Abbildung 1.2). 

Pathophysiologisch lassen sich drei Phasen unterscheiden [Jarvinen et al. 2005]: 

I. Destruktionsphase: Ruptur und Nekrose der Muskelfasern, Hämatombildung und 

Infiltration des Gewebes mit inflammatorischen Zellen.  

II. Wiederherstellungsphase: Phagozytose von nekrotischem Gewebe, 

Muskelfaserregeneration mit zeitgleicher Bindegewebsformation und Einwachsen 

von Kapillaren in das traumatisierte Gewebe. 

III. Umbauphase: Wiederherstellung und Regeneration der Muskelfasern, Erhöhung 

der Reißfestigkeit des traumatisierten Muskels, Reorganisation des Narbengewebes 

und funktionelle Wiederherstellung des Muskels. 

A B 

C D 

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung und zeitlicher Ablauf der Muskelregeneration: Am 1. und 2. Tag (A) 

werden die nekrotischen Muskelfragmente von Makrophagen phagozytiert und Fibroblasten bilden in der 

geschädigten Zone Kollagen. Vom 3. Tag bis zum 5. Tag (B) proliferieren die Satellitenzellen und das 

Bindegewebe in der geschädigten Zone wird fester. Am 7. Tag (C) regenerieren die Muskelzellen und 

Narbengwebe bildet sich aus. Erst ab dem 14. Tag nach Trauma (D) kondensiert das Narbengewebe. Ab dem 

21. Tag verbinden sich die regenerierten Muskelfasern mit der neu geformten Narbe. Abbildung modifiziert 

nach Jarvinen und Mitarbeiter [Jarvinen et al. 2005]
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Destruktionsphase

 Nach direkter Krafteinwirkung auf die Muskulatur kommt es makroskopisch zur 

Hämatombildung mit partieller oder vollständiger Durchtrennung der Muskelkontinuität. 

Intramuskuläre Strukturen wie Gefäße und Nerven werden beim Trauma durchtrennt. Bei 

intakter Muskelfaszie bildet das extravasierte Blut ein intramuskuläres Hämatom aus und 

bewirkt einen Anstieg des intramuskulären Drucks. Ein extramuskuläres Hämatom tritt 

auf, wenn die Integrität der Muskelfaszie durch das Trauma nicht mehr gewährleistet ist 

und das extravasierte Blut direkten Zugang zum interstitiellen oder intrafasziellen Gewebe 

erlangt, ohne dabei den intramuskulären Druck zu erhöhen [Jarvinen et al. 2005]. 

 Beim Muskeltrauma werden die Muskelzellen irreversibel geschädigt. Mikroskopisch 

zeigt sich eine Ruptur der Muskelfaser durch einen offenen Zytoplasma-Muskelzell-

Stumpf [Hurme et al. 1991]. Damit die geschädigten Muskelfasern das Trauma überleben 

und die Nekrose umgehen, bildet sich am offenen Muskelfaser-Ende eine 

membranähnliche Struktur, die als „Kontraktionsbande“ bezeichnet wird [Hurme et al. 

1991]. Diese Membran besteht hauptsächlich aus kondensiertem zytoskeletalem Material 

und schließt förmlich das offene Ende der Membran wenige Stunden nach 

Traumainduktion ab. Damit wird eine Ausbreitung der Nekrose verhindert und gleichzeitig 

eine schützende Barriere geformt, unter welcher die zerstörte Zytoplasmamembran 

wiederhergestellt werden kann [Hurme et al. 1991]. 

 Neben Muskelfasern werden auch Blutgefässe traumatisiert und inflammatorische 

Zellen des Blutes infiltrieren das geschädigte Gewebe. Die inflammatorische Reaktion per 

se wird zu einer späteren Phase von den Satellitenzellen und vom nekrotischen Gewebe 

induziert [Chazaud et al. 2009]. Diese Zellen sezernieren posttraumatisch zahlreiche 

Wundhormone, welche die chemotaktische Extravasation von inflammatorischen Zellen 

bewirken. 

 Während der akuten Phase des Muskeltraumas wandern hauptsächlich 

polymorphnukleäre Leukozyten in das geschädigte Gewebe ein. Die Monozyten werden 

in Makrophagen transformiert und initiieren somit hauptsächlich durch Freisetzung von 

lysosomalen Enzymen die Phagozytose von nekrotischem Gewebe [Jarvinen und Lamb 

2005]. Die Myozyten, die das Trauma überlebt haben, bilden ein „Gerüst“, das den vitalen 

Satellitenzellen erlaubt neue Muskelzellen auszubilden. Während dieser Prozedur 

phagozytieren die Makrophagen die nekrotischen Fragmente und gewährleisten 

gleichzeitig das Überleben der Satellitenzellen [Chazaud et al. 2003]. 

 Die inflammatorischen Zellen dringen posttraumatisch ins Gewebe ein und 

versuchen das gebildete Hämatom abzubauen [Jarvinen und Lamb 2005]. Die aus dem 

Blut stammenden Proteine Fibrin und Fibronektin reagieren miteinander und formen somit 



Einleitung 

14

ein relativ unreifes Granulationsgewebe, die sogenannte extrazelluläre Matrix, welche den 

einwandernden Fibroblasten als Gerüst dient [Bunn et al. 2004]. Einige dieser 

eindringenden Fibroblasten können sogar von Zellen stammen, die aktiv zur 

Muskelregeneration beitragen [Huard et al. 2003]. Das neugeformte Gewebe verleiht dem 

geschädigten Muskel die nötige Stabilität, um die Spannung, die durch die 

Kontraktionskräfte hervortritt, zu tolerieren [Lehto et al. 1985]. Fibroblasten initiieren die 

Synthese der Proteoglykane der extrazellulären Matrix, um die Integrität des 

Bindegewebes zu stärken [Hurme et al. 1991]. Während der ersten Tage werden 

extrazelluläre Matrixproteine gebildet, welche elastische Eigenschaften besitzen und etwa 

10 Tage nach dem Trauma dem Bindegewebe eine relativ große Reißfestigkeit verleihen 

[Jarvinen et al. 2005]. 

 Zahlreiche Zytokine und Wachstumshormone werden im traumatisierten Muskel 

exprimiert. Diese Faktoren sind Mitose-fördernde Proteine, die auf myozytäre 

Vorläuferzellen und Satellitenzellen proliferativ wirken. 

Wiederherstellungsphase 

 Nach der Destruktionsphase beginnt die Regeneration der Muskelfasern und die 

Formation von Bindegewebe. Obwohl die Muskelfasern als irreversibel postmitotische 

Zellen gelten, ist zur Wiederherstellung des Kontraktionsapparats eine Regeneration 

dieser Zellen durch spezielle Mechanismen möglich. Hierbei spielen undifferenzierte 

Reservezellen, die sich im Spalt zwischen Basal- und Plasmamembran der Muskelfaser 

aufhalten und als Satellitenzellen bezeichnet werden, eine entscheidende Rolle [Mauro 

1961]. In der erwachsenen Muskulatur finden sich Satellitenzellen normalerweise im 

Ruhezustand, d.h. sie nehmen nicht an mitotischen Prozessen teil. Als Antwort auf 

verschiedene Reize, wie z.B. Verletzungen, werden Satellitenzellen reaktiviert und kehren 

in den Zellzyklus zurück [Grounds 1998]. Die Satellitenzellen proliferieren, differenzieren 

sich zu Myoblasten und verbinden sich untereinander, um ein Synzytium zu bilden 

(Abbildung 1.3). Die Synzytien fusionieren am Ende mit den Muskelfasern, die das 

Muskeltrauma überlebt haben [Charge und Rudnicki 2004]. 

 In den Skelettmuskelzellen können zwei Hauptgruppen von Satellitenzellen 

identifiziert werden [Ehrhardt und Morgan 2005]. Zum einen gibt es die klassischen 

Satellitenzellen, die sich gleich nach dem Trauma in Myoblasten differenzieren können. 

Die zweite Zellpopulation wird als aktivierte Satellitenzellen bezeichnet, welche zuerst 

proliferieren und sich dann in Myoblasten differenzieren (Abbildung 1.3). Durch diese 

Prozedur werden die vorhandenen Reserven des Muskels an Satellitenzellen erneuert 

[Zammit et al. 2004 a; Zammit et al. 2004 b].  
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Muskelregeneration. Bei den normalen Muskelfasern (MF) (A) 

kommt es nach Trauma (B) zur Erneuerung durch Aktivierung und Proliferation der vorhandenen 

Satellitenzellen (SatZ). Stammzellen aus dem Knochenmark (KMSZ) und lokale Stammzellen im Muskel 

(LokSZ) differenzieren sich zu Satellitenzellen und tragen zur Muskelregeneration bei (C). Die Satellitenzellen 

fusionieren mit den geschädigten Muskelfasern (D) oder miteinander (E) und bilden neue Muskelfasern mit 

zentral gelegenen Kernen (F). Später bewegen sich diese Kerne dezentral und nehmen in den Muskelfasern 

ihre typische periphere Lokalisation ein (G). 

 Bis vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass die einzige Quelle der 

Muskelregeneration die Satellitenzelle sei. Aktuelle Studien haben jedoch gezeigt, dass 

weitere Populationen multipotenter Stammzellen den traumatisierten Muskel 

wiederherstellen können. Zu diesen Zellen gehören die im Muskel ortsständigen 

Stammzellen und die in der peripheren Blutbahn zirkulierenden Stammzellen [Charge und 

Rudnicki 2004]. So ist z.B. bekannt, dass isolierte Vorläuferzellen aus dem Knochenmark, 

aus neuronalem Gewebe und mesenchymalem Gewebe zur Regeneration der Muskulatur 

beitragen [Charge und Rudnicki 2004]. Darüber hinaus ist berichtet, dass die aus dem 

Knochenmark stammenden Stammzellen nicht nur zur Muskelregeneration beitragen, 

sondern sich auch in Satellitenzellen differenzieren können [LaBarge und Blau 2002]. 

Außerdem gibt es im Bindegewebe des Muskels weitere Populationen von 

Muskelvorläuferzellen mit der Kapazität der Differenzierung zu Myoblasten [Charge und 

Rudnicki 2004]. Unbestritten ist jedoch, dass das Regenerationspotential der vorhin 

erwähnten Vorläuferzellen und Stammzellen verglichen mit der Regeneration durch 
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Satellitenzellen wesentlich geringer ist [LaBarge und Blau 2002]. Deshalb bleibt es bis 

heute fraglich, ob diese Stamm- und Vorläuferzellen wesentlich zur Muskelregeneration 

beitragen können [Grounds et al. 2002].  

 Zeitgleich mit den Satellitenzellen proliferieren die Fibroblasten und bilden 

zahlreiche Kollagenfasern aus, um am zuvor erwähnten „Gerüst“ des Muskels 

beizutragen. Dabei ist ein Gleichgewicht der Proliferation von Satellitenzellen und 

Fibroblasten eine der Grundvoraussetzungen für die optimale Wiederherstellung der 

Kontraktionsfunktion des Muskels. Ziel dieser Vorgänge ist es eine narbenfreie 

Muskelregeneration durchzuführen. Die Mehrheit der Muskeltraumata heilt ohne 

Formation von einschränkendem Bindegewebe. Dennoch kann es vorkommen, dass bei 

besonders großen Schädigungen die Proliferation der Fibroblasten der 

Satellitenzellproliferation überlegen ist und es zu einer dichten Bindegewebsbildung 

kommt. Die Narbe stellt bei solchen Fällen eine mechanische Barriere dar, welche die 

Regeneration der Myozyten an der Übergangszone zwischen gesundem und 

traumatisiertem Gewebe verhindert [Jarvinen und Lamb 2005; Jarvinen et al. 2005]. 

 Ein vitaler Prozess der Skelettmuskulatur nach Verletzung ist die Vaskularisierung 

des traumatisierten Areals. Dieser Vorgang stellt eines der ersten Regenerationszeichen 

dar und wird als eine wesentliche Voraussetzung der Wiederherstellung der Funktionalität 

des Muskels beschrieben [Jarvinen et al. 2005]. Neue Kapillaren werden gebildet, indem 

Sprossen aus den Gefäßen der ungeschädigten Peripherie in das geschädigte Gewebe 

einwachsen [Jarvinen und Lamb 2005]. Ziel dieses Vorgangs ist es eine adäquate 

Oxygenierung zu gewährleisten, die den Zellmetabolismus der regenerierenden 

Muskelfasern möglich macht [Jarvinen und Lamb 2005]. Ähnlich wie bei der 

Vaskularisation kann die Regeneration durch unzureichende intramuskuläre Innervation 

gehemmt werden [Hurme et al. 1991]. Die Reinnervation erfolgt hierbei durch das 

Wachsen eines neuen Axons distal des Schadens. 

Umbauphase 

 Nach kompletter Muskelruptur kann die Kraft zwischen dem Muskelursprung und 

Muskelansatz nicht übertragen werden und beide Muskelstümpfe dehnen sich während 

der Kontraktionsphase an der Rißstelle weiter auseinander. Die freien Enden der 

Muskelfaser versuchen in das Narbengewebe einzudringen und nehmen dabei eine 

charakteristische Konusformation ein [Jarvinen et al. 2005]. Dabei wird den Muskelfasern 

erlaubt sich seitlich an der extrazellulären Matrix festzubinden, um dadurch die Stabilität 

des Gewebes zu unterstützen [Kaariainen et al. 2000]. Somit wird eine zweite Ruptur 

verhindert [Kaariainen et al. 2000]. Eine wesentliche Rolle spielen die Kräfte, welche bei 
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Kontraktion am Muskel ansetzen. Experimentelle Studien haben gezeigt, dass das 

Phänomen der seitlichen Adhäsion in Abwesenheit von mechanischen Zugkräften nicht 

auftritt [Kaariainen et al. 2001]. 

 Bei der späteren Regenerationsphase bildet sich zwischen dem proximalen und 

distalen Muskelstumpf Bindegewebe aus, welches ähnliche Eigenschaften und gleiche 

Adhäsionsmoleküle wie ein Muskelsehnenansatz besitzt [Jarvinen et al. 2005]. Dadurch 

werden zwei individuelle Sehnen-Muskel-Sehnen Einheiten gebildet, welche vom gleichen 

Nerv innerviert werden und gleichzeitig kontrahieren können. [Jarvinen et al. 2005]. Zu 

einem späteren Zeitpunkt wird das dazwischenliegende Narbengewebe graduell reduziert 

und die stumpfen Muskelfaserteile sehr eng zueinander gebracht. Allerdings werden sich 

diese Stümpfe der Muskelzellen nicht wiedervereinigen können [Vaittinen et al. 2002]. 

1.3 Therapiekonzepte nach Muskeltrauma 

 Die unmittelbaren therapeutischen Maßnahmen nach dem Muskelschaden werden 

im Akronym „RICE“ zusammengefasst. Laut „RICE“ sollte das traumatisierte Gewebe mit 

Immobilisation (rest), Kälte (ice), Kompression (compression) und Hochlagerung der 

traumatisierten Extremität (elevation) behandelt werden [Jarvinen et al. 2005]. Obwohl die 

Kombination der o.g. Behandlungsprinzipien nicht evidenzbasiert ist, sondern mehr auf 

empirischen sportmedizinischem Wissen beruht, ist die Wertigkeit der individuellen 

Behandlungsmaßnahmen in experimentellen Studien schon mehrmals gezeigt und 

bestätigt worden [Bleakley et al. 2006]. Die Kryotherapie scheint mit geringerer 

Inflammation und Hämatombildung einherzugehen. Zusätzlich wird die Regeneration 

durch Kühlung beschleunigt [Deal et al. 2002]. Insbesondere scheint die Kombination aus 

Kompressionen und Kryotherapie einen positiven Effekt auf den Muskel zu haben 

[Jarvinen et al. 2005]. Im Gegensatz dazu bewirkt die Kompressionstherapie alleine eine 

Reduktion des intramuskulären Blutflusses im geschädigten Areal und hat somit einen 

fragwürdigen Einfluss auf die Muskelregeneration nach Trauma [Thorsson et al. 1997]. 

Der durch Hochlagerung der betroffenen Extremität über Herzebene beobachtete positive 

Effekt lässt sich durch den reduzierten hydrostatischen Druck und die dadurch bedingte 

Verringerung des interstitiellen Ödems und der extravasalen Flüssigkeit erklären. 

 Sollte innerhalb der ersten Tage keine Besserung auftreten, ist die 

Wahrscheinlichkeit einer ausgedehnten Muskelschädigung groß. Hierbei ist eine 

detaillierte klinische Untersuchung wichtig, welche besonderes Augenmerk auf die 

Durchblutung, Motorik und Sensibilität der Extremität in Kombination mit einer 

Ultraschalluntersuchung legt, um die Wahrscheinlichkeit eines Kompartmentsyndroms 

auszuschließen. Chirurgische Entlastung der Hämatome stellen daher keine Seltenheit 
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dar [Jarvinen et al. 2005]. 

Immobilisation und Belastungsaufbau der geschädigten Muskulatur 

 Bei den meisten Muskelverletzungen ist eine frühzeitige Rehabilitation wichtig, um 

die maximale funktionelle Wiederherstellung der verletzten Muskulatur zu gewährleisten. 

Dies wird im klinischen Alltag zum einen durch frühzeitige Immobilisation (Unterstützung 

der Muskelfaserheilung) und zum anderen durch spätere Mobilisation des Patienten 

(Unterstützung der Angiogenese) mittels schmerzadaptierter Vollbelastung erzielt 

[Jarvinen 1976].  

Medikamentöse Therapie 

 Die positive Wirkung der nichtsteroidalen Antiphlogistika auf die verletzte Muskulatur 

wurde in experimentellen Studien gezeigt [Obremsky et al. 1994; Thorsson et al. 1998]. 

Des Weiteren ist bekannt, dass diese Medikamente analgetisch wirken [Paoloni und 

Orchard 2005] und einen mildernden Effekt auf die inflammationsbedingten Schmerzen 

haben [Almekinders 1999]. Zusätzlich ließ sich klinisch ein positiver Einfluss der 

nichtsteroidalen Antiphlogistika auf die Muskelregeneration nach Muskeltrauma 

nachweisen [O'Grady et al. 2000]. Trotzdem bedarf es weiterer Studien zur genaueren 

Klärung der zugrunde liegende Mechanismen [Jarvinen et al. 2005] der oben genannten 

Medikamente. 

Operative Therapie 

 Muskeltraumata werden initial meist konservativ behandelt. Eine chirurgische 

Intervention sollte nur dann in Betracht gezogen werden, wenn die Vitalität der 

Skelettmuskulatur oder der Extremität durch ein intramuskuläres Hämatom oder 

Kompartmentsyndrom gefährdet wird [Jarvinen et al. 2005]. 

Adjuvante Therapie 

 Zur Behandlung des Muskeltraumas stehen adjuvante Therapieoptionen zur 

Verfügung, wie die Ultraschallbehandlung und die hyperbare Sauerstofftherapie. Beide 

Ansätze finden gelegentliche Anwendung nach Muskeltrauma, dennoch ist der 

wissenschaftliche Hintergrund ihrer Wirkung ungeklärt [Jarvinen et al. 2005]. 
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1.4 Wachstumsfaktoren und Muskelregeneration 

 Die Muskelregeneration ist ein komplexer Prozess, der von intrinsischen und 

extrinsischen Wachstumsfaktoren beeinflusst wird. Mechanismen, die durch 

Wachstumsfaktoren kontrolliert oder gesteuert werden, umfassen die Aktivierung von 

Satellitenzellen und deren Migration in das traumatisierte Gewebe sowie die Proliferation 

der Muskelvorläuferzellen und deren Differenzierung zu Muskelfasern.  

 Es ist bekannt, dass Muskeln nach Kontusionsverletzungen biologisch aktive 

Moleküle in den extrazellulären Matrixraum freisetzen, die einen proliferativen Einfluss auf 

die Satellitenzellen haben [Bischoff 1990]. Es wurden mehrere Wachstumsfaktoren 

beschrieben, die für eine schnellere Genesung des traumatisierten Muskels verantwortlich 

gemacht werden. So ist z.B. gezeigt worden, dass die Faktoren Insulin-ähnlicher-

Wachstumsfaktor-I und -II (IGF-I und -II) die Proliferation und Differenzierung der 

Satellitenzellen in-vitro und in-vivo fördern [Hawke und Garry 2001]. Des Weiteren zeigen 

der Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF), der Transformierende-Wachstumsfaktor (TGF), 

der Leukämie-inhibierende Faktor (LIF) und das Interleukin-6 (IL-6) einen proliferativen 

Einfluss auf die Satellitenzellen [Hawke und Garry 2001]. Viele dieser Wachstumsfaktoren 

fördern allerdings nicht nur die Satellitenzellproliferation, sondern auch die Bildung von 

Narbengewebe im traumatisierten Gewebe [Huard et al. 2002]. Die Regeneration der 

Muskelzellen und die Formation von Bindegewebe stellen grundsätzlich zwei separate 

Prozesse dar, die sich gegenseitig unterstützen und gleichzeitig miteinander konkurrieren 

[Jarvinen et al. 2005]. Diese Wundhormone fördern die Muskelregeneration, ohne dabei 

die Muskelfunktion einzuschränken. 

 Die Applikation von Wachstumsfaktoren zur posttraumatischen Muskelregeneration 

ist von der klinischen Anwendung noch weit entfernt, obgleich deren Effizienz bei 

tierexperimentellen Muskeltraumamodellen bereits gezeigt wurde. Wachstumsfaktoren 

könnten somit einen vielversprechenden adjuvanten Therapieansatz zu den 

herkömmlichen Behandlungsmaßnahmen darstellen. Ziel derzeitiger wissenschaftlicher 

Untersuchungen im Bereich der Traumatologie ist es, die bereits vorhandene 

Regenerationskapazität der peripheren traumatisierten Skelettmuskulatur mit bestimmten 

Wachstumsfaktoren gezielt zu fördern. 

1.5 Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor und sein Rezeptor 

 Der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF) ist ein natürlich 

vorkommender Wachstumsfaktor, der das Überleben, die Proliferation und die 

Differenzierung von Granulozyten-Vorläuferzellen fördert und reife Neutrophile aus dem 
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Blut funktionell aktiviert [Demetri und Griffin 1991]. Er gilt als der potenteste 

Wachstumsfaktor, der eine End-Differenzierung der myeloisch-leukämischen Zelllinie zu 

Granulozyten und Makrophagen in-vivo und in-vitro induzieren kann [Demetri und Griffin 

1991]. G-CSF reguliert weiterhin eine Reihe von Funktionen reifer neutrophiler 

Granulozyten, unter anderem Chemotaxis, Migration und Superoxidanion-Produktion. G-

CSF fördert die Proliferation, Differenzierung und das Überleben von hämatopoetischen 

Vorläuferzellen hauptsächlich durch Aktivierung der Janus-Kinase (JAK), 

Signaltransduktion und Aktivierung der Transkription (STAT) sowie des Ras/mitogen-

aktivierenden Proteins (MAP). Außerdem spielt hierbei die Aktivierung der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K)/Proteinkinase-B Signalkaskade eine Rolle 

[Solaroglu et al. 2006]. 

 Auf molekularbiologischer Ebene besteht G-CSF aus vier antiparallelen alpha-

Helices, 174 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von 19kDa (Abbildung 1.4). Eine 

Vielfalt von Zellen, so auch Stammzellen aus dem Knochenmark, Fibroblasten, 

Makrophagen, Endothelzellen und Astrozyten können nach entsprechendem Stimulus G-

CSF produzieren. G-CSF wird ebenfalls von mehreren Tumoren exprimiert [Baba et al. 

1995; Ichiishi et al. 2000].  

 G-CSF wirkt durch direkte Bindung an seinem Rezeptor (CD114 oder G-CSF-R). 

Dieser Rezeptor wird auf mehreren hämatopoietischen und nicht hämatopoietischen 

Zellen exprimiert. Der G-CSF-R ist auf Myeloblasten, Neutrophilen, Neuronen, 

Herzmuskelzellen, Gliazellen, Endothelzellen und kleinzelligen Lungentumoren zu finden 

[Bussolino et al. 1989; Avalos 1996]. Kataoka und Mitarbeiter haben weiterhin gezeigt, 

dass G-CSF-R auf murinen Myoblasten exprimiert wird [Kataoka et al. 2003]. 

 In Europa stehen für G-CSF zwei rekombinant hergestellte Moleküle zur Verfügung. 

Abbildung 1.4: Dreidimensionale Abbildung des 

Granulozyten-Kolonie stimulierenden Faktors (G-

CSF). Dargestellt sind die 4 antiparallel zueinander 

gerichteten alpha-Helices des Moleküls.

Abbildung modifiziert nach Lovejoy und Mitarbeiter 

[Lovejoy et al. 1993]
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Das Filgrastim wird in Escherichia coli produziert und besteht aus 175 Aminosäuren, d.h. 

dem natürlich vorkommenden humanen G-CSF, inklusive eines zusätzlichen N-terminalen 

Methioninmoleküls. Lenograstim besteht aus den natürlichen 174 Aminosäuren mit einem 

Kohlenhydratanteil von 4% und wird in Hamsterovarzellen produziert. Filgrastim fehlt eine 

Glykosylierung, welche bei Lenograstim besteht. Trotz Unterschieden in der 

Pharmakologie und Pharmakokinetik werden die Substanzen aufgrund des gleichen 

Wirkungsspektrums [Tanaka et al. 1997] in der Klinik weitgehend identisch angewandt. 

1.6 Klinische Anwendungen von G-CSF 

 Das G-CSF wurde am 21.2.1991 eingeführt, um die Inzidenz von Infektionen bei 

myelosupprimierten Patienten zu reduzieren. Eine im klinischen Alltag sehr bedeutende 

Eigenschaft des G-CSF ist die Mobilisation von hämatopoetischen Stammzellen aus dem 

Knochenmark in das Blut, wie bei gesunden Stammzellspendern oder auch bei chemo- 

bzw. strahlenbehandelten Patienten [Demetri und Griffin 1991]. G-CSF findet ebenfalls 

Anwendung nach myelosuppressiver Chemotherapie bei akuten Leukämien und beim 

myelodysplastischen Syndrom. Syndrome, wie schwere kongenitale zyklische und 

idiopathische Neutropenien, sowie eine andauernde Neutropenie bei Patienten mit 

fortgeschrittener HIV-Infektion, können ebenfalls mit G-CSF-behandelt werden [Tamura 

1999].

 G-CSF wird weiterhin als Medikament gegeben, wenn aufgrund einer 

Chemotherapie bei Krebserkrankungen die Anzahl neutrophiler Granulozyten auf zu 

niedrige Werte abzusinken droht und dadurch die Gefahr für Infektionen ansteigt. G-CSF 

wird in den meisten Fällen vor Auftreten einer Leukozytopenie prophylaktisch gegeben 

[Page und Liles 2008]. In der üblichen Dosierung verkürzt G-CSF auch die 

Entwicklungszeit von den Vorläuferzellen zu den reifen neutrophilen Granulozyten von ca. 

7 auf 1.5 Tage. 

1.7 Pleiotrope Eigenschaften von G-CSF 

 Tierexperimentelle, aber auch humane Studien der letzten zehn Jahre haben 

gezeigt, dass G-CSF nicht nur ein potenter hämatopoetischer Wachstumsfaktor ist 

[Takano et al. 2003; Franzke 2006; Xiao et al. 2007]. G-CSF ist eine pleiotrope Substanz, 

die das Remodeling und die Funktion des Herzens nach Myokardinfarkt verbessert und 

die Morbidität reduziert [Takagi et al. 2005]. Es wird angenommen, dass G-CSF bei der 

Regeneration von Kardiomyozyten und Blutgefässen hauptsächlich durch Mobilisation 

von Stammzellen aus dem Knochenmark wirkt [Takano et al. 2003]. Ebenfalls wurden 
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neuroprotektive, anti-apoptotische und anti-inflammatorische Eigenschaften von G-CSF 

auf das zentrale Nervensystem beobachtet [Solaroglu et al. 2006]. Weiterhin sind 

angiogene Wirkungen von G-CSF nach Ischämie/Reperfusionsschaden des zentralen 

Nervensystems, am Herzen, der Skelettmuskulatur und der Niere beschrieben. G-CSF 

scheint darüber hinaus die Frakturheilung zu fördern [Kaygusuz et al. 2006] und die 

funktionelle Wiederherstellung des Rückenmarks nach direktem Trauma zu verbessern 

[Koda et al. 2007; Nishio et al. 2007]. G-CSF fördert weiterhin das Überleben nach 

schweren Verbrennungen und reduziert die Häufigkeit von Wundinfektion [O'Reilly et al. 

1994; Molloy et al. 1995]. Weiterhin wirkt G-CSF modulierend auf das Immunsystem und 

wird therapeutisch bei Autoimmunkrankheiten angewendet [Xiao et al. 2007].  

 Zusammenfassend kann postuliert werden, dass G-CSF grundsätzlich protektiv und 

regenerativ wirkt und somit einen potentiellen Therapieansatz auch bei 

Muskelverletzungen darstellen könnte. 
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2 ZIEL DER STUDIE 

 Ziel der vorliegenden experimentellen Untersuchungen war es, die Wirkung und 

Effektivität von G-CSF auf die periphere Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma zu 

analysieren. Dabei wurde auf folgende Punkte näher eingegangen:  

• Biomechanische Untersuchung des Kontraktionsvermögens und der 

Muskelkraft des geschädigten Muskels nach Gabe von G-CSF. 

• Immunhistochemische Analyse der proliferierenden Zellen und insbesondere 

der Satellitenzellen im traumatisierten Muskelgewebe nach G-CSF-

Applikation. 

• Histologische Analyse von Apoptose, Nekrose und Kollagendeposition im 

Muskel nach Trauma und Gabe von G-CSF. 

• Analyse der lokalen Leukozyteninfiltration im Muskel nach Trauma und G-

CSF-Behandlung.  
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3 MATERIAL UND METHODEN 

3.1 Experimentelles Modell 

 Die Versuche wurden an männlichen Wistar Ratten (Charles River Laboratories, 

Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 275–325g durchgeführt. Die Tiere wurden 

in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Instituts für Experimentelle Chirurgie, 

Universität Rostock (Tierschutzbeauftragter Dr. rer. nat. H. Stein) artgerecht nach den 

Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes, bei 12h Tag-Nacht-Rhythmus und unter 

Bereitstellung von Laborfutter für Nager und Wasser ad libitum in Einzelkäfigen gehalten. 

Das Forschungsvorhaben war von der Genehmigungsbehörde des Landesveterinär- und 

Lebensmitteluntersuchungsamtes Mecklenburg-Vorpommern (Aktenzeichen LALLF M-

V/TSD/7221.3-1.1-046/06) genehmigt worden. Die Versuche erfolgten eine Woche nach 

Akklimatisation der Tiere an die Laborbedingungen. 

Operationsverlauf zur Traumainduktion 

 Nach Randomisierung und Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Gruppen wurden 

die Tiere mittels i.p. Injektion von Pentobarbital-Natrium 6% (55mg/kg KG, Narcoren, 

Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) narkotisiert. Die Tiere wurden am linken 

Hinterlauf rasiert, mit Povidon-Iod desinfiziert (Betaisodona®, Mundipharma, Limburg 

Deutschland) und anschließend in Bauchlage positioniert. Mittels Heizplatte (Klaus 

Effenberger, Medizintechnische Geräte, Pfaffing, Deutschland) wurde die 

Körperkerntemperatur konstant bei 36-37°C gehalten. Alle Eingriffe wurden unter nicht 

sterilen Bedingungen mit Hilfe mikrochirurgischer Instrumente durchgeführt.  

Abbildung 3.1: Darstellung der instrumentierten

Klemme (links), mit welcher das Muskeltrauma

induziert wurde. Die am Muskel angewandte

Kontusionskraft wurde in Echtzeit von der

Klemme abgeleitet und digital gemessen (rechts).

 Die Haut des linken Hinterlaufes wurde postero-lateral in der Längsachse auf einer 

imaginären Linie zwischen Patella und Sprunggelenk auf einer Länge von ca. 2.5cm 

inzidiert. Nach Präparation und Darstellung der Faszie wurde diese in der Länge des 

Zugangs eröffnet. Daran anschließend erfolgte die Präparation der Beugemuskulatur (M. 

gastrocnemius / M. soleus). Dazu wurde der laterale Bauch des M. gastrocnemius soweit 
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mobilisiert, dass der M. soleus frei gelegt und mittels einer instrumentierten Klemme 

kontusioniert werden konnte (Abbildung 3.1). Die Klemme war an den Branchen leicht 

gebogen, um den Muskel in voller Breite erfassen zu können. Die am Muskel angewandte 

Kontusionskraft wurde durch die instrumentierte Klemme über das Messgerät DMC plus 

(Hottinger Baldwin Messtechnik GmbH, Darmstadt, Deutschland) und einer speziell 

entwickelten Softwareanwendung in Echtzeit gemessen. Die Kalibrierung des 

Messgerätes und Entwicklung der Software erfolgte am Institut für Biomedizinische 

Technik der Universität Rostock. Der Muskel wurde manuell mit einer Kraft von 25N, 

zehnmal für je 10s jeweils über seine ganze Länge gequetscht (Abbildung 3.2-B und 3.2-

C). 

Abbildung 3.2: Darstellung des linken M. soleus 

(Pfeil) und des N. ischiadicus (Doppelpfeil) (A). 

Die Traumainduktion des linken M. soleus (Pfeil) 

wird mittels der instrumentierter Klemme 

durchgeführt. Dargestellt ist in (B) die erste der 

insgesamt zehn Quetschungen. Makroskopisches 

Resultat direkt nach Traumatisierung des Muskels 

durch zehn aufeinander folgende Quetschungen 

(C). Das Muskelareal mit dem zentralen 

Nervgefäßbündel (Pfeil) ist vom Trauma 

ausgespart (C). 

 Um die Innervation und Vaskularisation des M. soleus zu gewährleisten, wurde der 

zentrale Teil des Muskels, in welchen das Nervgefäßbündel eintritt, von der Kontusion 

ausgeschlossen (Abb. 3.2-C). Nach sorgfältigem Abspülen der Wunde mit steriler 

Kochsalzlösung wurde erst die oberflächliche Muskelfaszie und dann die Haut mit 4-0 

Vicryl Naht (Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) vernäht. Anschließend wurde die 

Wunde mit Povidon-Iod desinfiziert. Nach der Operation erwachten die Tiere in ihrem 

Käfig aus der Narkose und hatten dort freien Zugang zu Wasser und Standardlaborfutter. 

3.2 Untersuchungsmethoden 

3.2.1 Muskelkraft 

 Die biomechanische Testung erfolgte mittels der kontraktilen Funktionsmessung des 

M. soleus. Dazu wurde mit Hilfe einer speziellen Versuchsanordnung der M. soleus 
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indirekt gereizt und die dabei auftretenden kontraktilen Kräfte, wie nachfolgend 

beschrieben, erfasst. 

Erfassung der Muskelkraft 

 Hierfür wurden die Tiere erneut mittels Pentobarbital-Natrium narkotisiert und am 

Hinterlauf beidseits rasiert. Die Kraft des traumatisierten M. soleus (linke Seite) wurde 

prozentual zur Kraft der gesunden Seite (rechte Seite) ausgedrückt. Demzufolge war es 

notwendig die Muskelkraftmessung bei allen Versuchstieren beidseitig durchzuführen. Die 

chirurgische Präparation und Muskelkraftmessung erfolgte zuerst an der gesunden 

rechten Seite und dann an der traumatisierten linken Seite. 

Abbildung 3.3: Darstellung der experimentellen 

Vorrichtung zur Muskelkraftmessung. Nach 

Darstellung des M. soleus und des N. ischiadicus 

wird die Ratte in Bauchlage auf der Platte der 

Messvorrichtung platziert und die Pfote an der 

Halterung entsprechend eingespannt. Der M. 

soleus (schwarzer Pfeil) wird indirekt über den N. 

ischiadicus (Doppelpfeil) gereizt. Die 

Kontraktionskraft wird über den Messwandler 

(brauner Pfeil) digital aufgenommen und am 

Computer aufgezeichnet. 

 An jedem Hinterlauf der Ratte wurden zwei Schnitte vorgenommen. Über einen 1 

cm langen Schnitt im mittleren Drittel des Oberschenkels wurde die Haut mit einer 

stumpfen Schere eröffnet. Anschließend wurden die Muskelbäuche am Oberschenkel 

stumpf abgespreizt, um in der Tiefe den N. ischiadicus darstellen zu können. Über einen 

zweiten 2.5cm langen Schnitt am Unterschenkel wurden die Haut und die Muskelfaszie 

inzidiert, der M. soleus - wie zuvor beschrieben - erneut mobilisiert und die Achillessehne 

dargestellt. Die Sehne wurde vom Ansatz des M. gastrocnemius und proximal der Ferse 

durchtrennt, so dass der distale Ansatz des M. soleus frei gelegt war. Das Versuchstier 

wurde dann von der Heizplatte umgelagert und in Bauchlage auf die Muskelkraft-

Messvorrichtung (NM-01, Experimetria, Budapest, Ungarn) platziert. Das Knie und die 

Ferse wurden an den entsprechenden Halterungen fixiert und der distale Teil des M. 

soleus mit einem 4-0 Vicryl Faden am Messwandler (FSG-01, Experimetria, Budapest, 

Ungarn) der Muskelkraftmessvorrichtung verbunden (Abbildung 3.3). 

 Die Elektrode wurde am N. ischiadicus eingerastet und bipolar durch den 
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Impulsgeber und die Steuerungseinheit stimuliert (CRS-ST-02-O, Experimetria, Budapest, 

Ungarn). Um eine Kurzkontraktion des M. soleus zu erzeugen, wurden 9mA / 75Hz über 

den N. ischiadicus geleitet, fünfmal für eine Zeit von jeweils 0.1s und 5s-Pausenintervallen 

zwischen den Pulsen. Als nächstes wurde an der gleichen Vorrichtung die maximale 

Muskelkraft des M. soleus gemessen, mit 9mA / 75Hz 5 mal für jeweils 3s pro Stimulation 

und 5s-Pausenintervallen zwischen den Pulsen. In allen Fällen wurde dadurch eine 

Tetanie erreicht (Abbildung 3.3 und 3.4). 

 Um die Kontraktionskraft des M. soleus zu messen (Abbildung 3.4), wurde das 

Signal der Zugkraft des Muskel durch den Messwandler am Empfänger übermittelt und 

dort auch verstärkt (CRS-SG Experimetria, Budapest, Ungarn). Das analoge Signal wurde 

dann durch ein Modem (LabJack U12, LabJack Corporation, Lakewood USA) digitalisiert 

und die Werte mit einer speziell entwickelten Visual Basic Anwendung (Visual Basic 6, 

Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim. Deutschland) erfasst und gespeichert. 

Abbildung 3.4: Die Elektrode (3) wird am N. ischiadicus (4) eingerastet und bipolar durch den Impulsgeber

(2) und die Steuerungseinheit (1) stimuliert. Um die Kontraktionskraft des M. soleus (5) zu messen, wird die

Zugkraft des Muskel durch den Messwandler (6, 7) an den Empfänger (8) übermittelt und dort auch verstärkt.

Das analoge Signal wird digitalisiert (9) und am Computer (10) visualisiert. 

 Anschließend wurde die Ratte von der Messvorrichtung auf die Heizplatte 

umgelagert. An der linken unteren Extremität wurde - wie zuvor beschrieben - der N. 

ischiadicus dargestellt. Die Haut und die Muskelfaszie wurden inzidiert, nachdem die 

Fäden vom ersten Eingriff entfernt worden waren. Anschließend wurde der M. soleus mit 

der Achillessehne dargestellt. Schließlich erfolgte die Kraftmessung der linken hinteren 

Extremität. 

 Nach Abschluss der Muskelkraftuntersuchung wurden die Tiere, nach Vertiefung der 

Narkose, thorakotomiert und durch direkte Punktion des linken Ventrikels mittels einer 

EDTA-beschichteten Spritze Blut entnommen. Der linke M. soleus wurde ebenfalls 

entnommen und für nachfolgende histologische Untersuchungen in 4%iger 

Formalinlösung fixiert. 
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Berechnung der Muskelkraft 

 Zur Erfassung der Muskelkraft wurden von jedem Versuchstier vier 

Datensequenzen erhoben: zwei für die Kurzkontraktion und zwei für die tetanische 

Kontraktion jeweils für den rechten und linken Muskel (Abbildung 3.4). Die erhobenen 

Rohdaten wurden umgerechnet (Microsoft Excel 2003, Microsoft Deutschland GmbH, 

Unterschleißheim. Deutschland), so dass die erste Kontraktion zum Zeitpunkt 0s erfolgte 

und die Zugkraft des Muskels während der Relaxationsphase gleich 0N war. Um den 

relativen Kraftzuwachs bei Kurzkontraktion zu ermitteln, wurden die Maximalwerte von 5 

kontinuierlichen Kurzkontraktionen des linken M. soleus gemittelt (Abb. 3.5-A) und diese 

durch den Mittelwert der Maximalwerte von 5 kontinuierlichen Kurzkontraktionen des 

rechten M. soleus (Abbildung 3.5-B) dividiert. Auf gleiche Weise wurde der relative 

Kraftzuwachs bei Tetanie errechnet (Abbildung 3.5-C und 3.5-D) und die Kraft des linken 

M. soleus prozentual zur Kraft der kontralateralen Seite angegeben. 

A B 

C D 

Abbildung 3.5: Exemplarische Datensequenzen der Muskelkraft des M. soleus einer Ratte. Auf der x-Achse 

wird die Zeit abgebildet und auf der y-Achse die Zugkraft des Muskels bei direkter Stimulation des N. 

ischiadicus mit 9mA / 75Hz. Dargestellt sind im oberen Feld jeweils 5 Kurzkontraktionen des geschädigten 

linken M. soleus (A) und des nicht geschädigten rechten M. soleus (B) nach entsprechender Stimulation des 

N. ischiadicus für 0.1s. Im unteren Feld ist die Tetanie des geschädigten linken M. soleus (C) und des nicht 

geschädigten rechten M. soleus (D) nach 5-facher Stimulation des N. ischiadicus für jeweils 3s zu erkennen. 

3.2.2 Immunhistochemische und histologische Untersuchungen 

3.2.2.1 BrdU Immunhistochemie 

 Die Untersuchung der Proliferationsaktivität der Skelettmuskulatur erfolgte mit Hilfe 

des immunhistochemischen Nachweises des BrdU-Einbaus in die DNA der 

Skelettmuskelzellen. Dafür wurde 48 Stunden vor Gewebeentnahme allen Versuchstieren 

50mg/kg KG BrdU i.p. appliziert. Das BrdU wurde mittels Immunhistochemie an 

Gewebeschnitten detektiert. Hierzu wurde an den Primär-Antikörper ein Sekundär-
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Antikörper gebunden, welcher gleichzeitig mit einem Enzym gekoppelt ist, das nach 

Zugabe eines Substrates die Entstehung eines Chromogens erlaubt. Dadurch kann das 

gesuchte Antigen indirekt visualisiert und somit das BrdU lichtmikroskopisch quantitativ 

analysiert werden. 

 Der M. soleus wurde in 4% Formalin gelegt, für 3 Tage fixiert und in Paraffin 

eingebettet. Als nächstes folgte die Anfertigung von 5�m dünnen Gewebe-Schnitten. Der 

Muskel wurde dafür in seiner longitudinalen Ebene vom proximalen zum distalen Ansatz 

geschnitten, so dass der Muskel in seiner vollen Länge auf den poly-L-Lysinbeschichteten 

Objektträgern lichtmikroskopisch evaluiert werden konnte. Daraufhin wurden die 

Gewebeschnitte in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert, zur Antigen-Demaskierung in 

der Mikrowelle behandelt (DAKO Target Retrieval Solution, Dako Deutschland GmbH, 

Hamburg, Deutschland) und zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen bzw. 

unspezifischer Peroxidase-Akitivität mit entsprechenden Blocker-Lösungen überschichtet 

(DAKO Protein Block X0909, 3% bzw. DAKO Peroxidase Block). 

 Um das eingebaute BrdU im Schnitt zu detektieren, wurde das Gewebe mit einem 

monoklonalen anti-BrdU Primär-Antikörper (M0744, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 

Deutschland) bei 4°C für 18h in einer Verdünnung von 1:50 mit 

Antikörperverdünnungsmedium (S3022, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, 

Deutschland) inkubiert. Der Zweitantikörper entstammte dem kommerziell erhältlichen Kit 

LSAB (K0609, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) und wurde 

entsprechend den Anweisungen des Herstellers angesetzt. Die nachfolgende Inkubation 

mit dem DAB Farbstoff (3.3’- Diaminobenzidin Tetrahydrochlorid, S3000, Dako 

Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) führte nach ca. 13min zu einer Reaktion, 

welche die BrdU positiven Zellkerne braun färbte. Die Präparate wurden mit Mayers 

Hämalaun Kernfärbung über 5min gegengefärbt, in aufsteigender Alkoholreihe bis zum 

Xylol entwässert und anschließend mit Deckglasklebemittel eingedeckt (Pertex, Medite, 

Burgdorf, Deutschland). Die Auswertung erfolgte über die gesamte Länge des Muskels, 

wie unter 3.2.2.4 beschrieben. 

 

3.2.2.2 CAE Histologie 

 Für den Nachweis infiltrierender Leukozyten wurden die Schnittpräparate des M. 

soleus lichtmikroskopisch untersucht. Die in Paraffinwachs eingebetteten Gewebeproben 

wurden mit dem Mikrotom in 5�m Schnitte geschnitten und auf Objektträgern fixiert. 

Anschließend erfolgte die Entparaffinierung und die Behandlung mit Naphtol AS-D 

Chlorazetat (Sigma Diagnostics, Deisenhofen, Deutschland). Die Schnittpräparate wurden 

danach in einer aufsteigenden Alkoholreihe entwässert und eingedeckt. Infiltrierende 
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Leukozyten wurden dabei mittels Darstellung des Naphtol-Verbundes durch Hydrolyse 

des Naphtol AS-D Chlorazetates von Leukozyten-spezifischen-Esterasen sichtbar 

gemacht. Die Auswertung erfolgte über die gesamte Länge des Muskels, wie unter 3.2.2.4 

beschrieben. 

3.2.2.3 TUNEL Histologie 

 Zum histomorphologischen Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen wurden die 

Präparate mittels der TUNEL-Methode (S7101 ApopTag kit, Chemicon International Inc., 

Temecula, CA, USA) untersucht. Bei der TUNEL-Färbung (transferase-mediated dUTP 

biotin nick end-labeling) wird durch das Enzym terminale desoxynucleotidyl Transferase 

(TdT) an DNA-Bruchstücke apoptotischer Zellen ein biomarkiertes dUTP angehängt, 

dessen Biotin im Anschluss durch einen farblich markierten Antikörper sichtbar gemacht 

wird. Im einzelnen wurde die spezifische Bindung von Digoxigenin Nukleotiden an die 

freien 3´-OH Enden der fragmentierten DNA von apoptotischen Zellen durch das TdT 

katalysiert. Die gebundenen Nukleotide bildeten daraufhin ein Heteropolymer aus 

Digoxigenin-11-dUTP und dATP, welche nach Zusatz von Anti-Digoxigenin Antikörper 

binden. Das Anti-Digoxigenin-Antikörperfragment trägt das konjugierte Peroxidaseenzym, 

welches ein Farbsubstrat umsetzt. 

 Dafür wurden die vorhandenen Schnitte, wie zuvor beschrieben, geschnitten, in 

Xylol deparaffiniert und mit PBS gewaschen. Es folgte ein Proteinase K-Verdau (20�g/ml) 

für 15min bei Raumtemperatur und Waschen mit PBS. Nach 3% Peroxidase-Behandlung 

und PBS Spülung wurden die Schnitte als erstes mit „Equilibration-Puffer“ für 10s und 

dann in einer feuchten Kammer bei 37°C für 1h mit TdT-Enzym-Puffer aus dem ApopTag-

Kit inkubiert. Nachfolgend wurde der „Stop/Wash-Puffer“ aufgetragen und für 10min 

erneut inkubiert. Nach einem anschließenden Waschschritt in PBS wurden die Schnitte in 

einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für 30min mit Anti-Digoxygenin-Peroxidase-

Antikörper behandelt. Schließlich folgten vier Waschvorgänge, eine Inkubation über 5min 

mit DAB-Farbstoff und dreimaliges Waschen mit PBS. Die Präparate wurden mit Mayers 

Hämalaun Kernfärbung über 5min gegengefärbt, in aufsteigender Alkoholreihe bis zum 

Xylol entwässert und mit Deckglasklebemittel eingedeckt. Die Auswertung erfolgte über 

die gesamte Länge des Muskels, wie unter 3.2.2.4 beschrieben. 

3.2.2.4 Histologische Auswertung 

 Aufgrund der Heterogenität des Traumas wies das zu untersuchende Gewebe keine 

einheitliche Struktur auf und ein morphologischer Unterschied zwischen intakten 
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Muskelzellen und Zellfragmenten war nicht immer exakt möglich. So war an jedem 

Präparat ungeschädigtes Muskelgewebe, traumatisiertes Muskelgewebe und eine 

Übergangszone (Penumbrazone) zu identifizieren (Abbildung 3.6). Um dieses 

morphologisch-inhomogene Gewebe objektiv zu analysieren, wurde der Muskel über 

seine gesamte Länge untersucht und quantitativ ausgewertet (Abbildung 3.7). 

Abbildung 3.6: Abbildung der Übergangszone (Penumbra) zwischen gesundem und geschädigtem Gewebe. 

Lichtmikroskopische Abbildungen [A: 100x Vergrößerung; B bis D: 400x Vergrößerung Hämalaun-

Färbung/Bromodeoxyuridine (BrdU) Negativkontrolle] des linken M. soleus 7 Tage nach Traumainduktion. 

Dargestellt sind sowohl ungeschädigtes (B) als auch geschädigtes Muskelgewebe (C und D). 

 Die Auswertung der TUNEL-, BrdU- und CAE-Färbung erfolgte an einem 

Auflichtmikroskop (Axioskop 40, Zeiss) unter 400x Vergrößerung, wobei zunächst mit 

Hilfe eines Mikrometermaßstabes die Größe des Gesichtsfeldes bestimmt wurde. 

A B 

Abbildung 3.7: Exemplarische Darstellung einer histologischen Untersuchung am linken M. soleus (A). 

Dargestellt ist links eine lichtmikroskopische Aufnahme von 12 nebeneinander liegenden Gesichtsfeldern mit 

40x Vergrößerung des M. soleus. Die Auswertung der TUNEL-, BrdU- und CAE-Präparate erfolgte 

longitudinal über 30 Gesichtsfelder in 400x Vergrößerung (15 Gesichtsfelder von proximal zu distal und 15 

Gesichtsfelder von distal zu proximal). Grau ist an der rechten Illustration das geschädigte und blau das nicht 

geschädigte Areal des Muskels abgebildet (B).

 Um das Gewebe auszuwerten, erfolgte die lichtmikroskopische Untersuchung 
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zweimal über die gesamte Länge des M. soleus vom proximalen zum distalen Ansatz 

(Abbildung 3.7). Dabei wurden von jedem Schnitt durchschnittlich 30 Gesichtsfelder 

erfasst und die Anzahl der positiv gefärbten Zellen bestimmt. Anschließend wurde der 

arithmetische Mittelwert der Zellen pro Gesichtsfeld gebildet und in Zellen pro mm�

umgerechnet. 

3.2.2.5 BrdU/Laminin und BrdU/Desmin Doppelimmunhistochemie 

 Um die Anzahl der proliferierenden Satellitenzellen zu ermitteln, war es notwendig, 

eine doppelimmunhistochemische Analyse mit Desmin oder Laminin und BrdU 

durchzuführen. Hierfür wurde - wie oben beschrieben - ein polyklonaler Ziegen-anti-

Desmin-Antikörper (1:100; 1h Inkubation bei 37°C; Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA) oder ein polyklonaler Kaninchen-anti-Laminin-Antikörper (1:50; 1h Inkubation 

bei 37°C; Dako Cytomation) und der o.g. monoklonale Maus-anti-BrdU-Antikörper mit 3.3-

Diaminobenzidin und Fuchsin als Chromogene verwendet. Durch Markierung der 

Laminin-positiven Basallamina war es möglich in der gesunden Zone die proliferierenden 

BrdU-positiven Satellitenzellen unterhalb der Laminin-positiven Membran zu identifizieren 

[Smith et al. 2001]. Desmin ist ein zytoskeletales Filament, welches während der  

A B 

Abbildung 3.8: Exemplarische Darstellung der proliferierenden Zellen in der ungeschädigten Zone (A) mittels 

BrdU/Laminin Doppelimmunhistochemie und der geschädigten Zone (B) mittels BrdU/Desmin 

Doppelimmunhistochemie; 1000x Vergrösserung. In der gesunden Zone (A) sind proliferierende BrdU-positive 

Satellitenzellen (a) zu erkennen, welche sich unterhalb der Laminin-positiven Lamina basalis (c) der 

Muskelzelle (d) befinden. Dabei sind proliferierende BrdU-positive interstitielle Zellen (b) ausserhalb der 

Lamina basalis zu finden. In der geschädigten Zone (B) sind Satellitenzellen (a) BrdU- und Desmin-positiv, 

wobei interstitielle Zellen (b) sich BrdU-einfach-positiv darstellen lassen. 
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Entwicklungsphase exprimiert und als Marker verwendet wird, um zwischen Fibroblasten 

und Myoblasten zu unterscheiden [Sjoberg et al. 1994].  

 Die Auswertung erfolgte pro 100 BrdU positive Zellen (Abbildung 3.8) in 10 

Gesichtsfeldern (1000x Vergrößerung; Öl-Objektiv) sowohl an der nicht traumatisierten 

Zone (mittels BrdU/Laminin Doppelimmunhistochemie) als auch in der geschädigten Zone 

(mittels BrdU/Desmin Doppelimmunhistochemie). Die Berechnung der proliferierenden 

Satellitenzellen erfolgte durch Multiplikation der absoluten Zahl BrdU positiver Zellen pro 

mm2 mit dem prozentualen Anteil der Satellitenzellen, ermittelt durch die 

Doppelimmunhistochemie. Die Satellitenzellanzahl ist als Zellen pro mm� angegeben. 

3.2.2.6 Sirius-Red Histologie 

 Die metabolische Aktivität der muskulären Fibroblasten wurde durch die 

Kollagenproduktion und Deposition am Muskel gemessen. Hierfür erfolgte die Sirius-Red 

Färbung.

A B 

Abbildung 3.9: Exemplarische Darstellung der Sirius-Red Untersuchung beim M. soleus (A). Die 

Kollagenfasern (rot) wurden digital von den übrigen Bildstrukturen isoliert (B) und anschließend deren Fläche 

prozentual zur Fläche des Gesichtsfeldes berechnet; 200x Vergrößerung. 

 Sirius-Red ist ein anionischer Farbstoff, der aufgrund seiner Sulfonsäuregruppen 

basische Gruppen im Kollagenmolekül anfärbt. Über einen Zeitraum von 40min wurden 

die Schnitte bei 60°C entparaffinisiert. Dann folgte die Lagerung in Xylol für 10min und 

eine absteigende Alkoholreihe. Unter fließendem Wasser wurden die Schnitte gewässert 

und anschließend in Sirius-Red-Färbelösung (Direct Red 80, Aldrich, Toronto, Canada) 
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mit Bouin�s-Lösung behandelt. Danach folgte eine kurze Spülung und der zügige 

Durchzug durch eine aufsteigende Alkoholreihe. Damit wurden die Kollagenfasern 

sichtbar gemacht. 

 Zur Auswertung der Sirius-Red-Färbung wurden 12 Gesichtsfelder digital 

aufgenommen (Zeiss Axiocam MRC 5; Göttingen, Germany; 200x Vergrößerung) und die 

Bilder mittels der „Threshold“-Funktion von Photoshop (Photoshop Version 7; Adobe 

Systems Europe, Uxbridge, UK) digital bearbeitet. Damit wurden die Kollagenfasern von 

den restlichen Bildstrukturen isoliert. Die Pixelzahl der Kollagenfasern wurde 

anschließend planimetrisch mit Photoshop berechnet und zum gesamten Gesichtsfeld 

prozentual angegeben (Abbildung 3.8). 

3.2.2.7 Muskelgewebefraktion 

 Zur Auswertung der Muskelgewebefraktion wurden 5 Gesichtsfelder von jedem 

BrdU-Präparat über die gesamte Länge des Muskels digital aufgenommen (Zeiss 

Axiocam MRC 5; Göttingen, Germany;�40x Vergrößerung) und die Bilder mittels der 

„magic wind“-Funktion von Photoshop digital bearbeitet. Damit wurden die Muskelzellen 

von den restlichen Bildstrukturen manuell isoliert. Die Pixelzahl der Muskelfaser wurde 

anschließend planimetrisch berechnet und zum gesamten Gesichtsfeld prozentual 

angegeben (Abbildung 3.10). 

A B 

Abbildung 3.10: Exemplarische Darstellung der planimetrischen Untersuchung des M. soleus (A). Die 

Muskelzellen (blau dargestelltes Zytoplasma) wurden digital von den übrigen Bildstrukturen isoliert (B) und 

anschließend deren Fläche (schwarz dargestellt) prozentual zur Fläche des Gesichtsfelds berechnet; 40x 

Vergrößerung. 
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3.2.3 Laboranalysen 

 Blutproben wurden am Ende der Versuche in einer EDTA beschichteten Spritze 

asserviert. Das Blutbild wurde mittels eines automatischen Zellzählers (Sysmex KX21, 

Sysmex GmbH, Norderstedt, Deutschland) ausgewertet. Anschließend wurde das Blut zur 

Gewinnung von Blutplasma 10min bei 3600 Umdrehungen/min und Raumtemperatur 

zentrifugiert. Der so entstandene Plasmaüberstand wurde entnommen und darin die 

Creatin-Kinase Aktivität photometrisch (UniCel DxC 800 Synchron Clinical System; 

Beckman Coulter; Krefeld; Deutschland) mittels des entsprechenden Testkits (Beckman 

Coulter; Krefeld; Deutschland) bestimmt. 

 

3.3 Versuchsgruppen und Versuchsablauf 

 Am Tag 0 wurde der linke M. soleus von 60 Versuchstieren traumatisiert. An 

zusätzlichen 15 Ratten wurde ein sham-Muskeltrauma durchgeführt. Daraufhin wurden 

die Tiere mit Muskelkontusion in einem 24h-Rhythmus entweder mit G-CSF (Neupogen®, 

20�g/kg KG; n=30; Trauma/G-CSF) oder 0.9% NaCl (0.6ml/kg KG; n=30; Trauma) i.p. 

injiziert. Bei der sham-Gruppe wurde der linke M. soleus, wie beschrieben, mobilisiert und 

mittels der instrumentierten Klemme das Muskeltrauma angedeutet, ohne dabei den 

Muskel direkt zu quetschen. Die sham-operierten Tiere dienten als Kontrolle und erhielten 

täglich 0.9% NaCl i.p. (0.6ml/kg KG; n=15; sham). 

 Am 4., 7. und 14. postoperativen Tag wurde die Muskelkraft des M. soleus bilateral 

gemessen und Gewebe asserviert. Um die Proliferation der Muskelzellen zu erfassen, 

wurde jedem Versuchstier 48h vor Gewebeentnahme 50mg/kg KG BrdU i.p. injiziert. Für 

das Versuchsvorhaben werden folgende Versuchsgruppen zusammengestellt: 

 

1. sham Gruppe (n=15) 

Sham-Muskeltrauma an Tag 0; tägliche i.p. NaCl Injektion an Tag 4, 7 und 14; 

Biomechanische Untersuchung und Gewebeasservierung; n=5 pro Zeitpunkt. 

 

2. Trauma Gruppe (n=30) 

Offenes Muskeltrauma an Tag 0; tägliche i.p. NaCl Injektion an Tag 4, 7 und 14; 

Biomechanische Untersuchung und Gewebeasservierung; n=10 pro Zeitpunkt. 

 

3. Trauma/G-CSF Gruppe (n=30) 

Offenes Muskeltrauma an Tag 0; tägliche i.p. G-CSF Injektion an Tag 4, 7 und 14; 

Biomechanische Untersuchung und Gewebeasservierung; n=10 pro Zeitpunkt. 
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3.4 Statistische Analyse 

 Alle Daten wurden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwertes (SEM) 

angegeben. Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen den Gruppen 

mittels zweifaktorieller Varianzanalyse [„two way analysis of variance“ (2-way-ANOVA)], 

gefolgt vom Holm-Sidak Test. Sämtliche statistische Tests erfolgten unter Verwendung 

der Software SigmaStat 3.0 (Jandel Corporation, SanRafael, CA, USA). Bei der Prüfung 

wurden Unterschiede mit p<0.05 als signifikant angesehen. Anschließend wurden die 

Ergebnisse mit Hilfe der Software SigmaPlot (Jandel Corp., San Rafael, USA) in 

Diagrammen dargestellt. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Allgemeine Beobachtungen 

 Alle Versuchstiere wachten nach der Traumainduktion komplikationslos auf. Die 

linke Extremität wurde während der ersten Tage von den Tieren geschont und deshalb 

auch nicht voll belastet. Die Wunden heilten zeitgerecht und waren reizlos, trocken und 

ohne Zeichen einer lokalen Infektion. 

4.2 Muskelkraft 

Die Muskelkraft (in N) des ungeschädigten rechten M. soleus zeigte bei allen 

Gruppen und Zeitpunkten sowohl im Sinne der Kurzkontraktion als auch im Sinne der 

Tetanie keine statistisch signifikanten Unterschiede zum linken sham-operierten M. 

soleus. Es konnte an der rechten Seite im Durchschnitt eine Kurzkontraktion von ~0.67N 

und eine Tetanie von ~1.09N gemessen werden. 

4.2.1 Kurzkontraktion 

Durch die Messung der Muskelkraft wird ein funktioneller Parameter der 

Muskulatur erfasst und quantitativ zur gesunden Gegenseite berechnet. Die 

Kurzkontraktion der sham-operierten Tieren zeigte keine Veränderungen über 14 Tage 

(Abbildung 4.1) und blieb über den gesamten experimentellen Verlauf konstant zwischen 

95% und 100% (absolute Werte, siehe 4.2). 

Nach Traumainduktion war in beiden Gruppen (Trauma- und Trauma/G-CSF-

Gruppe), verglichen mit der sham-Gruppe eine signifikante Reduktion der Kurzkontraktion 

zu beobachten. Das Muskeltrauma ging mit einer wesentlichen Einbuße der 

Kurzkontraktion um ca. 22% vier Tage nach Traumainduktion einher. An den 

darauffolgenden Zeitpunkten verbesserte sich das Kontraktionsvermögen des verletzten 

Muskels zwar, dennoch war die Regeneration des Gewebes nicht in der Lage, die 

Muskelkraft komplett zu restaurieren und Kontrollwerte der sham-operierten Tiere zu 

erreichen. Somit betrug die relative Kraft der Kurzkontraktion nach 14 Tagen ~54%.  

Diese Kinetik weist auf ein schweres Kontusionstrauma hin, welches mit einer erheblichen 
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Einbuße der Kontraktionskraft über mehrere Tage nach Traumainduktion 

vergesellschaftet ist.  

Abbildung 4.1: Relativer Kraftzuwachs der Kurzkontraktion des traumatisierten M. soleus im Vergleich zur 

gesunden Gegenseite nach chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und 

chronischer NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle 

(sham, n=5 pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * 

p<0.05 vs. sham, # p<0.05 vs. Trauma. 

Die G-CSF-Behandlung hatte einen positiven Einfluss auf die Kurzkontraktion der 

traumatisierten Skelettmuskulatur. So war im einzelnen ein Anstieg des 

Kontraktionsvermögens am 7. Tag, insbesondere aber am 14. Tag, gegenüber der NaCl-

behandelten Trauma-Gruppe zu beobachten. 

4.2.2 Tetanie 

 Durch Provokation und Messung der Tetanie wurde eine ähnliche Kinetik der 

Muskelkraft nach Trauma festgestellt. Tiere mit Trauma (Trauma- und Trauma/G-CSF-

Gruppe) zeigten zu jedem Zeitpunkt signifikant niedrigere Werte im Vergleich zu sham-

operierten Tieren (Abbildung 4.2). Die G-CSF-Applikation führte wiederum zu einem 

signifikanten Anstieg des Kontraktionvermögens am 7. Tag und zu einem wesentlichen 

Anstieg am 14. Tag nach Trauma im Vergleich zur NaCl-Behandlung. 

4 7 14
0

20

40

60

80

100

sham
Trauma
Trauma/G-CSF

Zeit (d)

re
la

tiv
er

 K
ra

ftz
uw

ac
hs

 (%
)

*

*
*

*

* #

*



Ergebnisse 

39

Abbildung 4.2: Relativer Kraftzuwachs der Tetanie des traumatisierten M. soleus im Vergleich zur gesunden 

Gegenseite nach chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und chronischer 

NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 

pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. 

sham, # p<0.05 vs. Trauma. 

4.2.3 Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie 

 Die Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie spiegelt den Anteil der langsam und 

schnell kontrahierenden Muskelfasern innerhalb des untersuchten Muskels wider. Die 

Berechnung dieser Ratio zeigte einen Anstieg bei den Gruppen mit Muskeltrauma 

verglichen mit der sham-operierten Kontrollgruppe. Die Applikation von G-CSF führte zu 

einer leichten Abnahme der Ratio am 4. und 7. Tag in Richtung der sham-operierten Tiere 

(Abbildung 4.3). 

 Die Regressionsanalyse zwischen Kurzkontraktion und Tetanie zeigte für alle drei 

Gruppen eine signifikante Korrelation (Determinationskoeffizient für die sham-Gruppe: 

r2=0.839, Trauma-Gruppe: r2=0.873 und Trauma/G-CSF-Gruppe: r2=0.898). Zusätzlich 

ergab sich für die NaCl-behandelten Tiere nach Trauma im Vergleich zu den G-CSF-

behandelten Tieren eine geringradig steiler verlaufende Gerade. Das Ergebnis der 

Zunahme der Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie lässt auf einen morphologischen 

Wechsel des langsam kontrahierenden M. soleus zu einem schnell kontrahierenden 

Muskel nach Trauma (Abbildung 4.3) schließen. 
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A B 

Abbildung 4.3: Berechnung der Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie (A) und der Korrelation zwischen 

Kurzkontraktion und Tetanie (B) des traumatisierten linken M. soleus nach G-CSF-Behandlung (Trauma/G-

CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma 

dienten als Kontrolle (sham, n=5 pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und 

post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. sham. 

4.3 Proliferation 

Nach Muskeltrauma werden regenerative Prozesse eingeleitet, welche mit einen 

Anstieg der Muskelzellproliferation einhergehen. 

Abbildung 4.4: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahme der Skelettmuskulatur von Tieren nach sham-

Trauma am 4. Tag (links, sham). Die BrdU-Färbung zeigt eine geringe Muskelzellproliferation. 

Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und NaCl-Behandlung am 4. Tag 

(mittig, Trauma). Die BrdU-Färbung zeigt eine mäßige Zellproliferation. Lichtmikroskopisches Präparat der 

Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und G-CSF-Behandlung am 4. Tag (rechts, Trauma/G-CSF). Die 

BrdU-Färbung zeigt eine ausgeprägte proliferative Aktivität. Vergrößerung x400. 

Die Bestimmung der Proliferationsaktivität der Muskelzellen erfolgte über den 

immunhistochemischen Nachweis der Inkorporation von BrdU. Das BrdU wurde 48h vor 
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Gewebeentnahme den Tieren i.p. injiziert und als Thymidin-Analogon in die DNA 

replizierender Zellen eingebaut (Abbildung 4.4).  

Die quantitative lichtmikroskopische Analyse der BrdU-positiven Zellen (Abbildung 

4.4 und 4.5) zeigte sowohl bei der Trauma-Gruppe als auch bei der Trauma/G-CSF-

Gruppe im Vergleich zu der sham-operierten Kontrollgruppe zu allen Zeitpunkten einen 

Anstieg der proliferativen Aktivität nach Trauma. 4 Tage nach Traumainduktion führte die 

Applikation von G-CSF zu einem ca. 2-fach höheren Anstieg der Muskelzellproliferation 

im Vergleich zu den NaCl-behandelten traumatisierten Tieren. Nachfolgende 

Untersuchungen der Muskelzellproliferation am 7. und 14. Tag zeigten keinen 

wesentlichen Unterschied zwischen der Trauma-Gruppe und der Trauma/G-CSF-Gruppe. 

Abbildung 4.5: Anzahl proliferierender Zellen im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma und chronischer 

G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tieren mit Muskeltrauma und chronischer 

NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 

pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. 

sham, # p<0.05 vs. Trauma.  

Zur weiterführenden Charakterisierung der proliferierenden Zellen wurden 

doppelimmunhistochemische Färbungen und quantitative Analysen in der ungeschädigten 

Zone als auch im gesamten traumatisierten Muskel durchgeführt. Mittels der 

BrdU/Laminin Doppelfärbung ließen sich in der ungeschädigten Zone proliferierende 

Zellen und die Basallamina der Muskelzellen gut darstellen. Die quantitative Analyse 
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ergab in allen drei experimentellen Gruppen und den untersuchten Zeitpunkten ~70% 

BrdU-positive Zellen, welche sich unterhalb der Basallamina befanden. Proliferierende 

Satellitenzellen wurden am gesamten Muskel mittels einer BrdU/Desmin Doppelfärbung 

nachgewiesen. Dabei zeigte sich, dass zu allen Zeitpunkten ~90% der proliferierenden 

Zellen Desmin exprimierten, ohne signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen.  

Die quantitative Analyse der BrdU/Desmin Doppelimmunhistochemie zeigte im 

Vergleich zu der NaCl-Behandlung einen signifikanten Anstieg der 

Satellitenzellproliferation nach täglicher G-CSF-Behandlung am 4. Tag nach 

Traumainduktion (Abbildung 4.6-A). Zu späteren Zeitpunkten waren keine Unterschiede 

mehr zwischen der Trauma- und der Trauma/G-CSF-Gruppe festzustellen. Eine ähnliche 

Kinetik ließ sich nach Analyse der BrdU/Laminin Doppelimmunhistochemie feststellen 

(Abbildung 4.6-B). Nach G-CSF-Behandlung zeigte sich in der ungeschädigten Zone eine 

fast 6-fach erhöhte Proliferation im Vergleich zu der sham-Gruppe 4 Tage nach Trauma, 

wobei NaCl-behandelte Tiere lediglich einen 3-fachen Anstieg der Proliferation im 

Vergleich zur sham-Gruppe zeigten. 

A B 

Abbildung 4.6: Anzahl der Satellitenzellen pro mm2. Links ist die Anzahl der Satellitenzellen pro mm2 im 

gesamten Muskel aufgeführt, welche sich doppelimmunhistochemisch Desmin-positiv und gleichzeitig BrdU-

positiv darstellten (A). Rechts ist die Anzahl der Satellitenzellen pro mm2 in der ungeschädigten Zone 

zusammengefasst, welche sich doppelimmunhistochemisch als BrdU-positive Zellen unterhalb der Laminin-

positiven Lamina basalis darstellten (B). Abgebildet sind Tiere mit Muskeltrauma und chronischer G-CSF-

Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tiere mit Muskeltrauma und chronischer NaCl-

Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 pro 

Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. sham, #

p<0.05 vs. Trauma. 
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4.4 Apoptose 

 Der apoptotische Zelltod stellt in pathologischen Prozessen ein Maß der 

Gewebeschädigung dar (Abbildung 4.7). Sham-operierteTiere wiesen eine nahezu 

konstante Zahl an apoptotischen Zellen auf, welche über den gesamten 14-tägigen 

experimentellen Zeitraum zwischen 1 und 3 Zellen/mm2 lag.

Abbildung 4.7: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur von Tieren nach sham-

Trauma am 4. Tag (links, sham). Die TUNEL-Färbung zeigt eine geringe Muskelzellapoptose. 

Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und NaCl-Behandlung am 4. Tag 

(mittig, Trauma). Die TUNEL-Färbung zeigt eine ausgeprägte Zellapoptose. Lichtmikroskopisches Präparat 

der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und G-CSF-Behandlung am 4. Tag (rechts, Trauma/G-CSF). Die 

TUNEL-Färbung zeigt eine geringere Zahl an apoptotischen Zellen gegenüber nicht mit G-CSF-behandelten 

Tieren. Vergrößerung x400. 

Abbildung 4.8: Anzahl apoptotischer Zellen im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma und chronischer 

G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tieren mit Muskeltrauma und chronischer 

NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 

pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. 

sham.
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Die Induktion des Muskeltraumas führte am 4. Tag zu einem fast 7-fachen Anstieg 

der Zahl apoptotischer Zellen. Dieser Anstieg reduzierte sich im Verlauf und erreichte ein 

Minimum am 7. und 14. Tag nach Trauma (11 bis 12 Zellen/mm2). G-CSF führte am 4. 

Tag zu einer wesentlichen Reduktion der Muskelzellapoptose (10 Zellen/mm2). An den 

darauffolgenden Zeitpunkten glich sich die Zahl der apoptotischen Zellen bei der 

Trauma/G-CSF-Gruppe der apopotischen Zellzahl der Trauma-Gruppe an.  

 Die sham-Gruppe zeigte im Vergleich zur Trauma/G-CSF- und Trauma-Gruppe 

am 7. und 14. Tag nach Trauma eine reduzierte Muskelzellapoptose. Hierbei konnte 

lediglich ein signifikanter Unterschied zwischen der Trauma-Gruppe und der sham-

Gruppe über den gesamten experimentellen Verlauf gezeigt werden (Abbildung 4.8). 

4.5 Leukozyteninfiltration 

 Die inflammatorische Gewebereaktion nach Trauma wurde durch Färbung der 

Leukozyten mittels Chlorazetatesterase nachgewiesen. Hierbei wurden die Granulozyten 

vom frühen Promyelozyten bis zum reifen Neutrophilen dargestellt (Abbildung 4.9).  

   

Abbildung 4.9: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur von Tieren nach sham-

Trauma am 7. Tag (links, sham). Die CAE-Färbung zeigt eine geringe Leukozyten-Infiltration. 

Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und NaCl-Behandlung am 7. Tag 

(mittig, Trauma). Die CAE-Färbung zeigt eine mäßige Leukozyteninfiltration. Lichtmikroskopisches Präparat 

der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und G-CSF-Behandlung am 7. Tag (rechts, Trauma/G-CSF). Die 

CAE-Färbung zeigt eine leicht erhöhte Leukozytenzahl. Vergrößerung x400. 

 Sham-operierte Tiere wiesen über den gesamten experimentellen Verlauf eine 

niedrige Anzahl von lokal infiltrierenden Leukozyten im Muskelgewebe auf. Das Trauma 

führte zu einer erhöhten lokalen Leukozyteninfiltration. Dabei stieg die Leukozytenzahl pro 

Fläche um das Doppelte am 7. Tag nach Trauma an und blieb nahezu konstant bis zum 

Ende des Beobachtungszeitraums. Chronische Behandlung mit G-CSF führte lediglich zu 

sham Trauma Trauma/G-CSF
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einem leichten Anstieg gewebe-infiltrierender Leukozyten an den Tagen 7 und 14, ohne 

dass ein signifikanter Unterschied zwischen der Trauma- und der Trauma/G-CSF-Gruppe 

zu beobachten war (Abbildung 4.10). 

Abbildung 4.10: Anzahl infiltrierender Leukozyten im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma und

chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tieren mit Muskeltrauma und

chronischer NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle

(sham, n=5 pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich.  

4.6 Muskelgewebefraktion 

 Die Schädigung des Muskelgewebes wurde indirekt quantifiziert, indem die intakte 

Muskelgewebefläche prozentual zur gesamten Muskelschnittfläche berechnet wurde 

(Abbildung 4.11). 

 Die sham-Gruppe zeigte einen konstanten Anteil an Muskelgewebe, welcher über 

14 Tage nach sham-Trauma nahezu bei 90% lag. Das Muskeltrauma führte zu einer 

signifikanten Reduktion des Muskelgewebeanteils an Tag 4 um ca. 50%. Im Verlauf 

regenerierte die Muskulatur kontinuierlich und erreichte am 14. Tag nach Trauma eine 

Muskelgewebefraktion von ca. 65%. Die tägliche Behandlung mit G-CSF reduzierte den 

initialen Muskelschaden und führte zu einem ausgeprägten Anstieg der 

Muskelgewebefraktion an den Tagen 4, 7 und 14 nach Trauma im Vergleich zu nicht G-

CSF-behandelten Tieren (Abbildung 4.11 und 4.12). 
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Abbildung 4.11: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahmen der Skelettmuskulatur von Tieren nach 

sham-Trauma am 14. Tag (links, sham). Die planimetrische Analyse zeigt eine hohe Muskelgewebefraktion. 

Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und NaCl-Behandlung am 14. Tag 

(mittig, Trauma). Die planimetrische Analyse zeigt eine reduzierte Muskelgewebefraktion. 

Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma und G-CSF-Behandlung am 14. 

Tag (rechts, Trauma/G-CSF). Die planimetrische Analyse zeigt einen deutlichen Anstieg der 

Muskelgewebefraktion im Vergleich zur Trauma-Gruppe. Vergrößerung x40. 

Abbildung 4.12: Muskelgewebefraktion im Skelettmuskel von Tieren mit Muskeltrauma und chronischer G-

CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tieren mit Muskeltrauma und chronischer NaCl-

Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 pro 

Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA und post-hoc Vergleich; * p<0.05 vs. sham.  

4.7 Kollagendeposition 

Die Kollagenproduktion der muskulären Fibroblasten und die Bildung von 

Bindegewebe wurden durch die Deposition von Kollagen am Muskel ermittelt (Abbildung 

4.13).
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Die Kollagendeposition war zwischen den Gruppen und Zeitpunkten nahezu 

vergleichbar. Das Kollagen nahm in beiden Gruppen im traumatisierten Muskel 2% bis 6% 

der gesamten Fläche des Muskels ein (Abbildung 4.14). Eine statistische Signifikanz war 

zwischen den Gruppen und Zeitpunkten nicht zu beobachten. 

Abbildung 4.13: Repräsentative lichtmikroskopische Aufnahme der Skelettmuskulatur von Tieren 14 Tage

nach sham-Trauma (links, sham). Lichtmikroskopisches Präparat der Skelettmuskulatur nach Muskeltrauma

und chronischer G-CSF-Behandlung (rechts, Trauma/G-CSF) sowie nach Muskeltrauma und chronischer

NaCl-Behandlung (mittig, Trauma) am 14. Tag. Die planimetrische Analyse der Sirius-Red Färbung zeigte

eine vergleichbare Kollagendeposition in allen drei Gruppen. Vergrößerung x200. 

Abbildung 4.14: Kollagendeposition in % der untersuchten Gesichtsfelder des linken M. soleus. Dargestellt

sind Tiere mit Muskeltrauma und chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und

Tiere mit Muskeltrauma und chronischer NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-

Trauma dienten als Kontrolle (sham, n=5 pro Zeitpunkt). Angegeben sind der Mittelwert±SEM; 2-Way-ANOVA

und post-hoc Vergleich. 
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4.8 Systemische Leukozytenzahl 

 Die systemische Leukozytenzahl lag in der sham-Gruppe zwischen 4.4 und 

5.0x109/L über den gesamten experimentellen Verlauf. Das Muskeltrauma beeinflusste 

die systemische Leukozytenzahl nicht wesentlich. Die tägliche G-CSF-Behandlung führte 

ebenso zu keinen wesentlichen Veränderungen der systemischen Leukozytenzahl 

(Tabelle 4.1). Zwischen den einzelnen Gruppen und untersuchten Zeitpunkten gab es 

somit keine statistisch signifikanten Unterschiede.

Weiße Blutzellen (x 109/L) 
sham Trauma Trauma/G-CSF 

Tag 4 5.0±0.5 3.1±0.2 4.9±0.4 

Tag 7 4.5±0.7 4.9±0.6 4.9±0.4 

Tag 14 4.4±0.6 4.3±0.5 4.8±0.8 

Tabelle 4.1: Analyse der systemischen Leukozytenzahl. Dargestellt sind Tiere mit Muskeltrauma und 

chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tiere mit Muskeltrauma und 

chronischer NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle 

(sham, n=5 pro Zeitpunkt). Daten sind als Mittelwerte ± SEM angegeben; 2-Way-ANOVA und post-hoc 

Vergleich. 

4.9 Systemische Creatin-Kinase-Konzentration 

 Die photometrische Analyse der systemischen Creatin-Kinase als Marker für  

Tabelle 4.2: Analyse der systemischen Creatin-Kinase. Dargestellt sind Tiere mit Muskeltrauma und 

chronischer G-CSF-Behandlung (Trauma/G-CSF, n=10 pro Zeitpunkt) und Tiere mit Muskeltrauma und 

chronischer NaCl-Behandlung (Trauma, n=10 pro Zeitpunkt). Tiere mit sham-Trauma dienten als Kontrolle 

(sham, n=5 pro Zeitpunkt). Daten sind als Mittelwerte ± SEM angegeben; 2-Way-ANOVA und post-hoc 

Vergleich.

Creatin-Kinase (U/L) 
sham Trauma Trauma/G-CSF 

Tag 4 1467±203 1467±203 1209±920 

Tag 7 1823±543 2007±295 1864±194 

Tag 14 1371±315 1575±207 1602±207 
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eine lokale Muskelzellschädigung ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den 

Gruppen in der initialen Phase nach Trauma. G-CSF-Applikation führte am 4. Tag 

lediglich zu einer leichten Reduktion der Creatin-Kinase (Tabelle 4.2). Zu späteren 

Zeitpunkten gab es zwischen den einzelnen Gruppen keine statistisch signifikanten 

Unterschiede. 

4.10 Zusammenfassung der Ergebnisse 

 Vorliegende Ergebnisse zeigen, dass die tägliche Applikation von G-CSF nach 

schwerer Muskelverletzung zu einer deutlichen Verbesserung der Muskelregeneration 

führt.

 Sham-operierte Tiere wiesen eine fast 100% Muskelkraft während des ganzen 

experimentellen Verlaufs auf. Eine massive Einbuße der Muskelkraft, sowohl von 

Kurzkontraktion als auch Tetanie, war bei Tieren mit Muskeltrauma 4 Tage nach 

Traumainduktion zu beobachten. Hierbei war die an den folgenden Zeitpunkten 

stattfindende Regeneration nicht in der Lage, die Muskelkraft vollständig zu restaurieren. 

Bei den G-CSF-behandelten Tieren konnte jedoch am 7. Tag ein verbesserter tetanischer 

Kraftzuwachs und am 14. Tag eine verbesserte Kurzkontraktion im Vergleich zur Trauma-

Gruppe erfasst werden. 

 Die Berechnung der Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie zeigte zu allen 

Zeitpunkten signifikant höhere Werte bei den Tieren mit Muskeltrauma (Trauma- und 

Trauma/G-CSF-Gruppe) verglichen mit den sham-operierten Tieren. G-CSF scheint die 

Ratio von Kurzkontraktion zu Tetanie nach Trauma nicht wesentlich zu beeinflussen. 

 Die Zellproliferation zeigte sich bei den Tieren mit Trauma (Trauma- und 

Trauma/G-CSF-Gruppe) im Vergleich zu Tieren mit sham-Trauma erhöht. Am 4. Tag nach 

Traumainduktion wirkte G-CSF pro-proliferativ am traumatisierten Muskel und rief einen 

zusätzlichen signifikanten Anstieg der Zellproliferation im Vergleich zu NaCl-behandelten 

Tieren mit Muskeltrauma hervor. Gleichzeitig war eine signifikant erhöhte Proliferation der 

Satellitenzellen in der Trauma/G-CSF-Gruppe im Vergleich zur sham- und Trauma-

Gruppe zu finden. 

 Während sham-operierte Tiere eine konstant niedrige apoptotische Zellrate über 

den gesamten 14-tägigen Verlauf aufwiesen, zeigte sich die Apoptose bei der Trauma- 

und Trauma/G-CSF-Gruppe erhöht. Am 4. Tag lag die Apoptoserate in der Trauma/G-

CSF-Gruppe unterhalb der Apoptoserate der Trauma-Gruppe. Weiterhin war ein 
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signifikanter Unterschied der Muskelzellapoptose zwischen der Trauma/G-CSF- und 

sham-Gruppe über den gesamten experimentellen Verlauf zu beobachten. 

 Das planimetrisch erfasste Muskelgewebe war bei der Trauma- und Trauma/G-

CSF-Gruppe verglichen mit der sham-Gruppe signifikant reduziert. Hierbei bewirkte die G-

CSF-Behandlung nach Muskeltrauma zu allen drei Zeitpunkten einen wesentlichen 

Anstieg der Muskelgewebefraktion verglichen mit NaCl-behandelten Tieren. 

 Bei den drei untersuchten Gruppen scheinen die muskuläre Kollagendeposition, 

die Konzentration der systemischen Creatin-Kinase sowie die Zahl der Gewebe-

infiltrierenden und systemisch-zirkulierenden Leukozyten sich nach Muskeltrauma nicht 

wesentlich zu unterscheiden. 
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5 DISKUSSION 

5.1 Diskussion von Material und Methode 

5.1.1 Etablierte Modelle zur Untersuchung der Muskelregeneration 

 Um die Pathophysiologie und molekulare Genese von Muskelverletzungen 

besser verstehen zu können, ist es notwendig, experimentelle Modelle zu 

etablieren, welche Muskeltraumata suffizient simulieren und weiterführende 

Untersuchungen ermöglichen. Zu diesen Modellen gehören sowohl in-vitro, humane 

in-vivo sowie tierexperimentelle in-vivo Ansätze. 

5.1.1.1 In-vitro Muskeltraumamodelle 

In-vitro Untersuchungen stellen eine Reihe von Methoden zur Verfügung, die 

einen detaillierten Einblick in die Zellfunktion erlauben. Bei in-vitro Modellen, welche 

ein Muskeltrauma simulieren, werden Muskelfasern oder Bündel von Muskelfasern 

aus einem Muskel entnommen und in eine Lösung verbracht, welche die gleiche 

ionische Komposition wie die Extrazellularflüssigkeit besitzt. Das Muskeltrauma wird 

durch eine exzentrische Muskelkontraktion erzeugt, indem die Muskelfasern 

während der Kontraktionsphase mechanisch verlängert werden [Gosselin 2000; 

Lynch et al. 2000]. Hierfür werden die Muskelfasern an einer Vorrichtung befestigt, 

elektrisch stimuliert und deren Kontraktionsvermögen gemessen. Nachteil dieser 

Modelle ist, dass sie technisch anspruchsvolle Experimente darstellen und doch nur 

eine eingeschränkte klinische Relevanz haben. In-vitro Modelle sind allerdings dazu 

geeignet, zelluläre Vorgänge bei Muskeltrauma zu untersuchen und 

biomechanische Parameter, wie Kraft und Kontraktionsausmaß, zu erfassen.  

5.1.1.2 Humane Muskeltraumamodelle 

 Im Rahmen humaner Muskeltraumamodelle wird eine Muskelverletzung, 

hierbei meistens bei gesunden Probanden, durch kontinuierliche Übung der 

Muskulatur induziert [Michaut et al. 2001; Nosaka et al. 2001]. Dafür werden 

spezielle Übungsgeräte verwendet, wobei exzentrische Kontraktionen an der 
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Ellenbogenmuskulatur [Clarkson et al. 1986], Extensionsübungen vom Kniegelenk 

[Komi und Viitasalo 1977], prolongiertes Renn-Training [Beck und Day 1985] oder 

Step-Übungen [Newham et al. 1983] durchgeführt werden. Obwohl Modelle zur 

Induktion von Verletzungen am Menschen eine hohe klinische Relevanz haben, 

werden diese aufgrund ethischer Überlegungen und begrenzter 

Untersuchungsmöglichkeiten nur selten durchgeführt. 

5.1.1.3 Tierexperimentelle Muskeltraumamodelle 

 Tierexperimentelle Studien stellen unverzichtbare Methoden der modernen 

Forschung dar. Bislang wurden mehrere Modelle zur Muskelregeneration 

veröffentlicht und zahlreiche Versuche an diversen Spezies wie Affen [Beiras-

Fernandez et al. 2003], Katzen [Roy et al. 1999], Hühnern [Zhang und Dhoot 1998], 

Hunden [Hayashi et al. 1998], Kaninchen [Meffert et al. 2008], Ratten [Fink et al. 

2003] und Mäusen [Menetrey et al. 1999] durchgeführt. 

 Derzeit stehen uns eine Vielzahl von Modellen zur Verfügung, um 

regenerative Prozesse nach Muskeltrauma zu untersuchen. Die zellulären 

Ereignisse und somit auch die Muskelregeneration nach Verletzung werden 

erheblich vom experimentellen Modell und der Stärke der Muskelverletzung 

beeinflusst. Eine chemisch induzierte Muskelverletzung, wie beispielsweise durch 

Myotoxin verursacht [Devor und Faulkner 1999], hat den Vorteil, dass ein 

standardisiertes und zugleich reproduzierbares Trauma hervorgerufen werden kann. 

Nachteil stellt allerdings die fehlende klinische Relevanz dar, da solche 

Verletzungen bei Menschen nur selten vorkommen [Khan 1995; Charge und 

Rudnicki 2004]. Bei klinisch relevanteren Methoden einer Muskelverletzung wird das 

Trauma mechanisch durch externe Krafteinwirkung erzeugt, indem entweder ein 

Hammer [Jarvinen und Sorvari 1975], ein Fallgewicht [Smith et al. 1993; Crisco et 

al. 1994; Knappe et al. 2005] oder ein pneumatischer Aufprallapparat verwendet 

wird [Schaser et al. 1999; Schaser et al. 2005]. Dadurch wird die Muskulatur direkt 

geschädigt und ein messbares Ausmaß der Verletzung induziert. Des Weiteren sind 

Muskel-Lazerations-Modelle [Natsu et al. 2004], Ischämie/Reperfusionsinduzierte 

Muskelschäden [Akimau et al. 2005] oder Quetschverletzungen mittels Klemmen 

[Matziolis et al. 2006] verbreitete experimentelle Ansätze zur Induktion von 

Muskeltraumata. 
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5.1.2 Muskeltraumainduktion mittels instrumentierter Klemme  

 Das hier vorgestellte experimentelle Verfahren gestattet die Applikation einer 

in Echtzeit visualisierten, konstanten Kraft am Muskel. Diese Technik ermöglicht 

somit die Induktion eines standardisierten Muskeltraumas, bei welchem die 

Traumaintensität und der Schweregrad der Verletzung konstant gehalten werden 

können. Durch 10-maliges Quetschen des Muskels mit 25N für 10s wird ein 

massives Muskeltrauma erzeugt. Dadurch tritt nach 14 Tagen lediglich eine nur 

50%-ige Regeneration der Muskelkraft auf, wie hier und auch von anderen 

Arbeitsgruppen am gleichen Modell ähnlich beschrieben wurde [Matziolis et al. 

2006]. Im Gegensatz dazu führen leichtere Verletzungen, wie z.B. nach 

Muskellazeration, 14 Tage nach Traumainduktion zu einer 72 - 80 %-igen 

Restauration der Kurzkontraktion und Tetanie [Natsu et al. 2004]. Muskel-

Lazerationen gehen mit einer fast kompletten Wiederherstellung der Funktionalität 

einher und haben somit ein eher eingeschränktes Anwendungsspektrum zur 

Überprüfung therapeutischer Ansätze. 

5.1.3 Die Ratte als Versuchstier 

 Ratten eignen sich speziell für die unfallchirurgische und orthopädische 

Forschung, da sie ein etabliertes Modelltier für Studien zur Knochenheilung, 

Knochendefekten, Osteoporose oder Arthrose darstellen [Doll et al. 2001; Zhang et 

al. 2002]. Die Ratte ist ein beliebtes Versuchstier aufgrund der leichten Haltung 

sowie ihrer hohen Reproduktionsrate und schnellem Heranwachsen, so dass 

Studien mit mehreren Gruppen und großer Gruppenzahl möglich sind. Außerdem 

besteht gegenüber Tierversuchen mit Ratten eine weitaus größere gesellschaftliche 

Akzeptanz als bei Verwendung größerer Tiere wie Hund, Schwein oder Schaf. 

 Für die Untersuchung der Muskelregeneration wird überwiegend die 

Hinterlaufmuskulatur mit M. soleus, M. extensor digitorum longus und M. 

gastrocnemius untersucht. Diese Muskeln eignen sich für tierexperimentelle Zwecke 

aufgrund ihrer leichten chirurgischen Zugänglichkeit und ihrer ähnlichen Anatomie 

zum Menschen [Kannus et al. 2003]. 

5.1.4 Muskelregeneration bei Tieren 

 Informationen über das regenerative Potential von Muskeln wurden 

hauptsächlich bei Nagetieren erhoben. Es ist beschrieben, dass die regenerativen 



Diskussion 

54

Phasen des Muskels nach Muskeltrauma bei allen Tieren vergleichbar sind. 

Lediglich das regenerative Potential und die Regenerationsdauer sind von Tier zu 

Tier unterschiedlich [Ausoni und Sartore 2009]. So ist bekannt, dass Ratten und 

Mäuse eine schnellere Muskelregeneration im Vergleich zu Meerschweinchen oder 

Menschen aufweisen [Borisov 1999]. Unterschiedliche Aktivität bei der 

Regeneration wurde nicht nur zwischen unterschiedlichen Tierarten beobachtet, 

sondern auch zwischen unterschiedlichen Stämmen der gleichen Tierart [Borisov 

1999]. Des Weiteren zeigen unterschiedliche Muskeln (z.B. langsam und schnell 

kontrahierende Muskeln) vom gleichen Säugetier Unterschiede in ihrer 

regenerativen Kapazität. So regenerieren schnell kontrahierende Muskelfasern 

schneller als langsam kontrahierende Muskelfasern [Matsuura et al. 2007]. 

 Komplexer wird die Regeneration nach Trauma bei Amphibien, da diese 

Lebewesen eine leistungsfähigere Regeneration im Gegensatz zu Säugetieren 

aufweisen. Bei Fröschen und Reptilien sind zwei regenerative Wege bekannt. Der 

erste regenerative Mechanismus umfasst die bereits aus den Säugetieren bekannte 

Geweberegeneration, welche nach Muskelverletzungen auftritt [Carlson 1970; 

Carlson 1978]. Der zweite regenerative Weg tritt nach Amputation von Extremitäten 

auf, wobei die verlorene Extremität komplett wiederhergestellt wird. Dieses 

Phänomen ist in der Biologie als epimorphische Regeneration bekannt und 

beschrieben [Wallace et al. 1981; Tsonis et al. 1996]. Hierbei scheinen eine 

wesentliche Rolle stammzellähnliche Zellen zu haben, die an der amputierten Stelle 

proliferieren und sich zu Muskelzellen, Endothelzellen, Osteoblasten und 

Fibroblasten weiterdifferenzieren und das verlorene Gewebe wieder neu bilden. 

 Die Muskelregeneration ist ein komplexer Prozess, der sich von Spezies zu 

Spezies unterscheidet. Es ist leicht nachzuvollziehen, dass das hierbei erhobene 

Wissen bei Tieren nicht eins zu eins auf den Menschen übertragen werden kann, da 

unterschiedliche molekulare Mechanismen an der Muskelregeneration beteiligt sind. 

Weiterhin kann dieses Tierexperiment keine Aussage darüber machen, ob und 

inwieweit sich der menschliche Organismus nach Muskeltrauma und G-CSF-

Applikation vergleichbar verhalten würde. Trotzdem stellen tierexperimentelle 

Studien eine unverzichtbare Untersuchungsmethode der modernen Forschung dar. 

Sie liefern aufschlussreiche Resultate zu zellulären Prozessen und können somit 

spezielle Fragen der Pathophysiologie nach Trauma beantworten. 

5.1.5 G-CSF: Dosis und Applikation 

 Gewebeprotektive und regenerative Eigenschaften von G-CSF wurden im 
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Rahmen von tierexperimentellen Studien sowohl bei hoher (100-200�g/kg KG) als 

auch bei niedriger Konzentration (10-50�g/kg KG) dokumentiert. G-CSF wurde 

dabei den Tieren für einen Zeitraum von 3 bis 21 Tagen täglich überwiegend i.p. 

appliziert und die Wirksamkeit der Substanz wurde als gewebe- und dosisabhängig 

beschrieben [Harada et al. 2005]. 

 Bis heute sind mehrere Studien publiziert worden, welche regenerative 

Eigenschaften von G-CSF an verschiedenen Geweben nachgewiesen haben. 

Dennoch ist aus der aktuellen Literatur nicht klar zu entnehmen, ob eine hoch oder 

auch niedrig dosierte Therapie mit G-CSF gewebeprotektive und regenerative 

Eigenschaften aufweist. Es ist bekannt, dass es nach Herzinfarkt und hoch dosierter 

G-CSF-Behandlung (100 bzw. 200�g/kg KG für 5 bzw. 8 Tage) bei Ratten und 

Mäusen zu einer verbesserten Herzregeneration im Sinne einer erhöhten 

Herzfunktion, einem niedrigen ventrikulären Remodelling und einer reduzierten 

myozytären Apoptose [Fukuhara et al. 2005; Harada et al. 2005; Li et al. 2006] 

kommt. Vergleichbar zeigt die ischämische Hinterlaufmuskulatur sowohl bei hoch 

(200 bzw. 250�g/kg KG für 5 bzw. 8 Tage) [Minamino et al. 2005; Ohki et al. 2005] 

als auch bei niedrig dosiertem G-CSF (10�g/kg KG für 3d) [Zhang et al. 2008], 

einen verbesserten Blutdurchfluß und eine schnellere Neovaskularisation. Zudem 

wurde ein vermehrtes neuronales Überleben und eine signifikante Inhibition der 

Apoptose nach Schlaganfall und Hirnhypoxie mit Gabe von G-CSF in niedriger 

Konzentration (50�g/kg KG für 21 Tage) beobachtet [Yata et al. 2007; Lan et al. 

2008]. Weitere Studien beschreiben, dass niedrig dosiertes G-CSF (20-30�g/kg KG 

für 7 Tage) zur schnelleren Regeneration der Intima nach Ballon-induzierter-

Gefäßverletzung führt [Cho et al. 2006; Wu et al. 2008]. 

 Klinische Untersuchungen haben auch beim Menschen verbesserte 

funktionelle Resultate nach niedriger G-CSF Dosierung gezeigt. Nach Hirninfarkt 

[Shyu et al. 2006] und täglicher Applikation von G-CSF (15�g/kg KG für 5 Tage) 

können langfristig verbesserte neurologische Ergebnisse erzielt werden. Im 

Rahmen klinischer Studien nach Herzinfarkt [Takano et al. 2007] führte die tägliche 

Applikation von G-CSF (10�g/kg KG für 5 Tage) zu einer funktionellen 

Verbesserung des Herzens. Man nimmt an, dass G-CSF direkt auf die 

Herzmuskulatur wirkt und die Regeneration des ischämischen Myokards durch 

lokale Infiltration von Vorläuferzellen aus dem Knochenmark fördert.  

 Die aktuelle Literatur lässt somit vermuten, dass G-CSF eine regenerative 

Potenz sowohl bei hoher als auch bei niedriger Dosierung hat. In der hier 

vorgestellten Studie wurde eine niedrige Konzentration von G-CSF gewählt 

(20�g/kg KG), um die biologische Potenz des Medikaments im Rahmen einer 
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chronischen Behandlung zu untersuchen.  

5.1.6 Gruppen und Zeitpunkte der Untersuchung 

 Im vorgestellten experimentellen Setup wurden drei Zeitpunkte ausgesucht, 

um eine Kinetik der untersuchten Parameter nach Muskeltrauma zu beschreiben. 

Weiteres Ziel des experimentellen Aufbaus war es die biologische Vorgänge nach 

Trauma und G-CSF-Applikation darzustellen und diese mit einem sham-Trauma zu 

vergleichen.  

 Als erster Untersuchungszeitpunkt wurde der 4. Tag gewählt, um frühe 

Prozesse wie Proliferation und Apoptose zu untersuchen. Vergleichbar wurden am 

Muskel proliferative und apoptotische Prozesse am 3. bis 5. Tag nach Trauma 

untersucht [Huard et al. 2003; Jarvinen et al. 2005], da von vielen Arbeitsgruppen 

hier ein Maximum der Satellitenzellproliferation, der Muskelzellproliferation, der 

Inflammation sowie der Apoptose beschrieben wird. Die funktionelle Restauration 

des Muskels, das Ausmaß der Nekrose und die Narbenbildung sind erst zu 

späteren Zeitpunkten, ab der zweiten Woche, zu beobachten [Jarvinen et al. 2005; 

Toumi et al. 2006]. Deswegen wurde als weiterer Untersuchungszeitpunkt der 14. 

Tag gewählt. 

5.1.7 Diskussion der Untersuchungstechniken 

5.1.7.1 Muskelkraft 

 In der orthopädischen und unfallchirurgischen Forschung sind 

biomechanische Untersuchungen häufig benutzte Methoden, um die Funktion von 

Körperteilen oder Körperregionen unter bestimmten Bedingungen zu analysieren. 

Die mechanischen Eigenschaften des Skelettmuskels lassen sich gut durch 

indirekte Stimulation des versorgenden Nervs und gleichzeitiger Erfassung des 

Kontraktionsvermögens des Muskels untersuchen. 

 Der hier verwendete experimentelle Aufbau ermittelt die Kraft des Muskels bei 

einer isometrischen Kontraktion. Durch die Tetanie wird die maximale Zugkraft des 

Muskels erfasst, wobei mittels Kurzkontraktion die Zugkraft bei einer definierten 

Stimulation dargestellt wird. Die Kontraktionskapazität liefert für die 

Skelettmuskulatur zuverlässige Angaben über die funktionelle Regeneration und 

Restauration nach offenem Muskeltrauma [Natsu et al. 2004; Matziolis et al. 2006]. 

 Die Muskelkraft entsteht, indem die Myosinköpfchen mit den Aktinfilamenten 
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in einem zyklischen Prozess Querbrücken bilden und einen Kraftschlag ausführen. 

Eine Kontraktion der peripheren Skelettmuskulatur ist ein neuromuskuläres 

Ereignis. Höhere Erregungsraten im Skelettmuskel führen durch Summation der 

Zuckungen zum unvollständigen Tetanus (Kurzkontraktion) bis hin zum 

vollständigen Tetanus [MacIntosh und Rassier 2002]. 

 Einzelne Muskelkraftwerte der traumatisierten Skelettmuskulatur haben eine 

mäßige Aussagekraft, da individuelle Kraftunterschiede zwischen den Tieren normal 

sind. Um diese tierbezogene Variabilität zu reduzieren, wurde die Muskelkraft des 

geschädigten M. soleus prozentual zur Muskelkraft der kontralateralen Gegenseite 

berechnet. Dadurch könnte der geschädigte linke Muskel theoretisch und praktisch 

die maximale Muskelkraft des gesunden rechten Muskels erreichen. 

 Bei Mäusen lässt sich die Muskelkraft tierexperimentell durch die spontane 

Rennzeit und Renngeschwindigkeit am Laufrad ermitteln [Delbono et al. 2007]. Bei 

in-vitro Ansätzen wird ein isolierter Muskel direkt stimuliert und die dabei auftretende 

Kontraktionskraft gemessen [Li et al. 2008]. Elektromyographische Untersuchungen 

stellen in-vivo Untersuchungsmethoden der Muskelkraft dar, wodurch die 

Potentialschwankungen einzelner motorischer Einheiten abgeleitet werden 

[Backman 1988]. Bei weiteren in-vivo Messverfahren wird die Geschwindigkeit einer 

gegen Widerstand durchgeführten Drehbewegung ermittelt [Fitts und Widrick 1996] 

oder die Kontraktionskapazität einer Extremität mittels speziellen Instrumenten 

(Myometern) dargestellt [Molenaar et al. 2008]. Vorteil von in-vivo und in-vitro

tierexperimentellen Untersuchungen ist es, dass sie akkurate und reproduzierbare 

Messverfahren der Muskelkraft darstellen. Von Nachteil ist allerdings, dass sie mit 

einer hohen Invasivität einhergehen. Weitere in-vivo Untersuchungstechniken der 

Muskelkraft zeichnen sich durch minimale Invasivität aus, können aber nur die Kraft 

von Muskelgruppen messen und nicht die Kraft einzelner Muskeln [Dugan et al. 

2004; Dartnall et al. 2009]. 

5.1.7.2 Muskelzellproliferation 

 Unter Proliferation versteht man die Teilung von Zellen, wobei aus einer 

Mutterzelle zwei oder mehrere komplette Tochterzellen entstehen. 

 Der Zellzyklus wird in folgende Phasen unterteilt [Prather et al. 1999]: in der 

G0-Phase (G steht für gap= Intervall) befindet sich die Zelle in der Ruhephase. 

Daran schließt sich die G1-Phase, die Wachstumsphase, an. Während dieses 

Abschnittes werden Proteine, RNA und Membranen synthetisiert. In der S-Phase (S 

steht für Synthese) wird die DNA repliziert. Die Zelle verbleibt anschließend einige 
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Zeit in der G2-Phase, bevor sie sich dann während der M-Phase (M steht für 

Mitose) teilt. Früher wurde die Zellteilung lichtmikroskopisch durch die erkennbaren 

Mitosefiguren quantifiziert. Derzeit stehen uns eine Vielzahl von 

immunchistochemischen und molekularbiologischen Verfahren zur Verfügung, die 

eine akkurate Bestimmung der Zellproliferation ermöglichen. 

 Eine einfache Methode zur Untersuchung der Zellproliferation stellen 

immunhistochemische und molekularbiologische Verfahren dar, bei denen Proteine 

nachgewiesen werden, die während des Zellzyklus exprimiert werden. Zu diesen 

Proteinen gehören das PCNA („Proliferating Cell Nuclear Antigen“, ein Hilfsprotein 

der DNA Polymerase delta) [Piestun et al. 2009] und das Ki67 (ein 

proliferationsassoziiertes Kernantigen) [Napoli et al. 2008]. Die Analyse von PCNA 

und Ki67 ist technisch leicht durchführbar. Nachteil dieser Methoden ist, dass die 

detektierten Proteine Zellen identifizieren, die sich gerade zum Zeitpunkt der 

Gewebeentnahme teilen. Zudem werden diese Proteine nicht während des 

gesamten Zellzyklus exprimiert. PCNA ist ein Protein, das in der frühen G1- und S-

Phase der Mitose nachgewiesen wird [Redpath et al. 1995]. Ki67 dagegen wird in 

der späten G1-,S-, G2- und M-Phase exprimiert [Scholzen und Gerdes 2000]. 

 Eine bessere Methode, um Zellproliferation zu untersuchen, stellt die in-situ-

Hybridisierung der Histonen-mRNA dar. Histone sind Proteine, die sich im Zellkern 

befinden und dort die DNA verpacken, um Nukleosome zu bilden. Mit Hilfe der in-

situ-Hybridisierung wird an Parafin-fixierten Präparaten die mRNA von Histonen 

sichtbar gemacht [Avet-Loiseau 2007; Hawke et al. 2007]. Die Expression von 

Histonen-mRNA zeichnet Zellen aus, die sich in der Synthese-Phase befinden. Die 

in-situ-Hybridisierung ist somit eine valide, aber technisch sehr aufwendige Methode 

der Proliferationsbestimmung. Alternative Wege zur Darstellung von in der 

Synthese-Phase befindenden Zellen stellen Methoden dar, bei denen das Erbgut 

während seiner Duplikation mit nicht natürlich vorkommenden Substanzen markiert 

wird. Zu diesen Substanzen gehören das Thymidinanalog BrdU und [3H]Thymidin 

[Liu und Klein-Szanto 2000]. 

 BrdU ist ein unter physiologischen Umständen nicht im Körper vorhandenes 

Thymidinanalog. Wenn BrdU in-vivo appliziert wird, wird es bei Replikation der Zelle 

im Zellkern eingebaut. BrdU wird während der Synthesephase des Zellzyklus 

kompetitiv in die DNA inkorporiert und zeichnet sich durch seine gute 

immunhistochemische Detektierbarkeit aus. Dies hat zur Folge, dass beide 

Tochterzellen markiert werden. BrdU bietet aufgrund seiner Spezifität eine exakte 

und relativ einfache Methode zur Proliferationsbestimmung. Die einmalige i.p.-Gabe 

von BrdU (pulse labeling) eignet sich für Untersuchungen der Proliferationsaktivität 
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über einen Zeitraum von wenigen Tagen [Mozdziak et al. 1998]. Kumulative Gabe 

von BrdU, mittels osmotischer Pumpen [Dupont-Versteegden et al. 1999; 

Schmalbruch und Lewis 2000; Velders et al. 2008] oder Gabe der Substanz über 

das Trinkwasser [Hayworth et al. 2006], stellen weitere Alternativen dar, um 

prospektiv mehrere Tage der Proliferation zu untersuchen.  

 In der vorliegenden Studie wurde das BrdU als Marker der Proliferation 

aufgrund seiner hohen Spezifität zur Detektion sich teilender Zellen verwendet. 

Proliferierende Muskelzellen können sowohl mit niedriger (10 bis 50mg/kg KG i.p.) 

[Rantanen et al. 1999; Uehara et al. 2004; Ferreira et al. 2006] als auch mit hoher 

Konzentration (150 bis 400mg/kg KG i.p.) [Jacobs et al. 1996; Mozdziak et al. 1998; 

Goding et al. 2005] von BrdU wenige Stunden vor Gewebeentnahme analysiert 

werden. Ähnlich wie hier wurde von weiteren Arbeitsgruppen den Versuchstieren 

die gleiche Konzentration von BrdU zu gleichen Zeitpunkten injiziert (50mg/kg KG; 

durchschnittlich 2 Tage vor Gewebeentnahme) um proliferative Ereignisse am 

Muskel nachzuweisen [Egginton et al. 2001; Ferreira et al. 2006; Rotter et al. 2008].  

5.1.7.3 Satellitenzellproliferation 

 Satellitenzellen lassen sich anhand ihrer zellulären Morphologie mittels 

Elektronenmikroskopie leicht identifizieren [Tamaki et al. 2009]. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen haben den Vorteil, dass sie die 

Zellmorphologie in hoher Auflösung wiedergeben, sind aber technisch gesehen sehr 

aufwendig. Eine gute Alternative sind immunhistochemische Färbungen, wobei 

satellitenzellspezifische Proteine mit entsprechenden Antikörpern markiert und 

anschließend lichtmikroskopisch identifiziert werden.  

 Proteine, wie das neuronale Zelladhäsionsmolekül (N-CAM), wurden bei in-

vitro-Versuchen an Myoblasten nachgewiesen [Scholzen und Gerdes 2000]. 

Untersuchungen von Satellitenzellen in ungeschädigter Rattenmuskulatur zeigen 

eine Expression des Adhäsionmoleküls M-Cadherin [Bornemann und Schmalbruch 

1994]. Die Expression des Hepatozyten-Wachstumsfaktor (HGF) [Jennische et al. 

1993] und des c-met-Rezeptor [Allen et al. 1995; Cornelison und Wold 1997; 

Tatsumi et al. 1997] ist ebenfalls bei Satellitenzellen erwachsener Ratten auffindbar. 

Das vaskuläre Zelladhäsionsmolekül-1 (V-CAM1) und der Integrin-Rezeptor �4�1

sind weiterhin wichtige Elemente in der Zell-zu-Zell-Interaktion während der 

myogenen Entwicklung. Der Nachweis aktivierter Satellitenzellen im Mausmuskel 

gelang mit den myogenen basic-Helix-Loop-Helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren, 



Diskussion 

60

MyoD1 und Myogenin [Grounds und McGeachie 1992]. Durch RT-PCR konnte 

nachgewiesen werden, dass die RNA von MyoD1, Myf5, MRF4 und Myogenin 

spezifische Marker für aktivierte Satellitenzellen darstellen [Smith et al. 1994]. 

Weitere Marker für aktivierte Satellitenzellen stellen die muskelspezifischen 

Intermediärfilament-Proteine, Desmin und Vimentin, dar. Auch Meltrin-alpha, ein 

Mitglied der Metallproteasen-Disintegrin-Familie, konnte in aktivierten 

Satellitenzellen verletzter Muskulatur nachgewiesen werden und spielt dort eine 

Rolle im Fusionsprozess der Satellitenzellen untereinander [Kuschel et al. 2000]. 

Der Transkriptionsfaktor Pax-7 ist ein weiterer Satellitenzellmarker und scheint eine 

wichtige Rolle bei der Myogenese zu spielen, da Pax-7-mutierte Tiere keine 

Satellitenzellen aufweisen [Seale et al. 2003].  

 Nachteil des Nachweises o.g. Proteine ist, dass die Proteine im 

Muskelgewebe nicht nur von Satellitenzellen exprimiert werden. Satellitenzellen 

stellen weiterhin eine heterogene Population von Zellen dar, die nur zu bestimmten 

Zeitpunkten ihres Zellzyklus die vorhin erwähnten Proteine exprimieren. Aus der 

aktuellen Literatur geht hervor, dass Einzelfärbungen mit Pax-7, M-Cadherin und 

Myf-5 mit relativ hoher Sicherheit Satellitenzellen nachweisen, welche sich in der 

ruhenden, aktivierten und proliferierenden Phase befinden. Um speziell 

proliferierende Satellitenzellen von anderen proliferierenden Zellen zu identifizieren, 

ist es daher notwendig, sowohl Zellzyklus-relevante als auch Satellitenzell-

spezifische Proteine an der gleichen Zelle zu identifizieren. Aus diesem Grund 

besitzen doppelimmunhistochemische Analysen einen hohen Stellenwert für den in-

vivo Nachweis von Satellitenzellen. In der vorliegenden Studie wurden daher zwei 

immunhistochemische Verfahren gewählt, um die Satellitenzellen sowohl im 

geschädigten Areal (BrdU/Desmin Doppelimmunhistochemie) als auch im nicht 

geschädigten Areal des Muskels (BrdU/Laminin Doppelimmunhistochemie) zu 

identifizieren. 

5.1.7.4 Apoptose und Nekrose 

 Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Hierbei handelt es 

sich um energieabhängige, molekulare und biochemische Vorgänge, die genetisch 

determiniert sind. Die Zellen schrumpfen, Zellkontakte werden aufgelöst und das 

Chromatin kondensiert. Die Membranintegrität der Zelle bleibt zunächst erhalten. 

Bei apoptotischen Vorgängen entstehen membranumschlossene Zellreste, so 

genannte apoptotische Körperchen, die von umliegenden Zellen phagozytiert 
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werden, ohne eine Entzündungsreaktion hervorzurufen. Apoptotische Vorgänge 

können an der peripheren Skelettmuskulatur klassischer Weise durch die o.g. 

typischen morphologischen Veränderungen der Zellkernstruktur identifiziert werden 

[Kerr et al. 1972]. Alternativen zum Apoptosenachweis stellen Verfahren dar, welche 

die internukleosomale DNA-Fragmentation sichtbar machen [Wyllie et al. 1980]. 

 Mittels licht- und elektronenmikroskopischer Verfahren [James et al. 1993] 

werden morphologische Veränderungen des Zellnukleus detektiert. Eine Limitation 

der Elektronenmikroskopie ist, dass im mikroskopierten Gesichtsfeld nur wenige 

Zellen dargestellt werden können und somit die großflächige, quantitative 

Auswertung apoptotischer Zellen mit erheblichem Aufwand verbunden ist [Pipinos et 

al. 2007]. Klarer Vorteil dieser Methode ist die eindeutige Identifizierung der 

Apoptose und die leichte morphologische Zuordnung der Apoptose zu einem 

Zelltyp. Die Elektronenmikroskopie hat hinsichtlich der Apoptosebestimmung eine 

hohe Sensitivität und eine moderate Spezifität. Lichtmikroskopische Verfahren 

bieten technisch leichtere Alternativen im Vergleich zur Elektronenmikroskopie, 

haben aber eine eingeschränkte Sensitivität und moderate Spezifität aufgrund der 

geringeren Vergrösserungsmöglichkeit [Adams et al. 2001]. Bei weiteren Methoden, 

wie der intravitalen Mikroskopie, werden apoptotische Zellen fluoreszenzmikrosko-

pisch nach systemischer Applikation einer kernfärbenden Substanz (z.B. 

Bisbenzimid) dargestellt. Vorteil der Methode ist, dass sie eine dynamische in-vivo

Analyse ermöglicht, bei welcher andere Parameter am lebenden Tier variiert und 

zeitgleich erfasst werden können [Gradl et al. 2007]. Im lebenden Myoblast kann die 

Apoptose durch Annexin-V-Bestimmung (ein oberflächiges Protein, welches bei 

Apoptose exprimiert wird) [Marquette et al. 2008] oder FACS Analyse [Hofmann und 

Blau 1997] erfolgen. 

 Biochemische und molekulare Marker bieten bessere und zugleich gängigere 

Methoden zur Quantifizierung der Apoptose. Bei der TUNEL-Färbung wird die 

fragmentierte DNA des Zellkerns mit markierten Nukleotiden versehen, die danach 

sichtbar gemacht werden. Die TUNEL-Färbung ist eine technisch einfach 

durchzuführende histologische Untersuchung [Primeau et al. 2002] mit einer hohen 

Sensitivität, aber niedrigen Spezifität. Nachteil dieser Methode ist, dass nicht klar 

zwischen Apoptose und Nekrose differenziert werden kann, da bei beiden 

Todesarten DNA-Bruchstücke entstehen [Kylarova et al. 2002]. Bei weiteren 

Verfahren werden die Mono- und Oligonukleosome der fragmentierten DNA einer 

apoptotischen Zelle mittels ELISA-Analyse bestimmt. Die Schwierigkeit dieser 

Methode liegt darin, dass genügend Gewebe asserviert werden muss, um DNA 

erfolgreich zu isolieren [Duan et al. 2009]. Bei immunhistochemischen Analysen 
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werden Proteine in der Zelle sichtbar gemacht, die bei apoptotischen Vorgängen 

exprimiert werden. Zu diesen Proteinen gehören das Cytochrom-C und die 

gespaltene Caspase-3, anti-apoptotische Proteine wie das Bcl-2 und das Bcl-xL, 

sowie pro-apoptotische Proteine wie das Protoonkogene Bax und das BAD (Bcl-2-

Antagonist-of-Cell-Death) [Zinkel et al. 2006; Duan et al. 2009]. Nachteil dieser 

Methoden ist, dass dadurch nur indirekt die Apoptose nachgewiesen wird und dass 

diese Methoden eine niedrige Sensitivität bei einer mäßigen Spezifität haben. 

Allerdings sind solche immunhistochemischen Analysen vorteilhaft, um den 

molekularen Pfad der Apoptose in der Zelle und metabolische Kaskaden zu 

untersuchen.

 Als Nekrose wird der ungeordnete oder zufällige Zelltod bezeichnet. Nekrose 

stellt neben der Atrophie die zweite Schädigungsart der Muskelfaser dar. Bei 

nekrotischen Vorgängen schwellen die Zellen an, die Membran reißt auf und 

zelluläre Bestandteile werden in den extrazellulären Raum freigesetzt. Nekrose wird 

durch akuten unphysiologischen Stress wie z.B. Trauma ausgelöst, betrifft meist 

größere Zellverbände und verursacht meist eine irreversible Schädigung des 

gesamten Gewebes. Dieser energieunabhängig ablaufende Vorgang stellt einen 

unnatürlichen Zelltod dar. 

 Nekrotische Muskelzellen werden lichtmikroskopisch und elektronenmikrosko-

pisch anhand deren Morphologie ermittelt. So ist beschrieben, dass beim 

nekrotischen Zelltod die Mitochondrien und das sarkoplasmatische Retikulum 

aufgrund der osmotischen Dysregulation der Muskelzelle anschwellen [Tidball et al. 

1995]. Weitere Zeichen der Nekrose sind die Lyse der Plasmamembran, die lokale 

Inflammation des Gewebes und die Phagozytose [Adams et al. 2001]. Nekrotische 

Vorgänge zeichnen sich weiterhin durch Ersatz des nekrotischen Areals durch 

Bindegewebe aus. Indirekt kann der nekrotische Zelltod beim Muskel als Kehrwert 

des noch bestehenden Muskelgewebes identifiziert werden. Mittels weiteren 

immunhistochemischen, histologischen und molekularbiologischen 

Untersuchungstechniken lässt sich das durch die Nekrose entstehende fibrotische 

Areal durch Kollagendeposition ermitteln. Als einfache Untersuchung, wie hier 

durchgeführt, gilt die histologische Färbung der Kollagenfasern. 

5.1.7.5 Lokale und systemische Leukozytenzahl 

 Um das Ausmaß der Entzündungsreaktion im Gewebe zu quantifizieren, 

stehen mehrere histochemische Verfahren zur Verfügung, mit deren Hilfe 

Leukozyten ermittelt werden können. Klassisch werden im Muskel Granulozyten, 
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Leukozyten und ihre Vorstufen mit der Chlorazetatesterase oder der 

Myeloperoxidase dargestellt. B-Lymphozyten sind als einziger Leukozytentyp in der 

Lage, Antikörper zu bilden. Sie machen zusammen mit den T-Lymphozyten den 

entscheidenden Bestandteil des adaptiven Immunsystems aus und spielen bei 

Myopathien [Dalakas 1995] eine wichtige Rolle. Die spezifische Färbung für B-

Lymphozyten erfolgt mit Hilfe des Oberflächenproteins CD19 und für T-

Lymphozyten mit Hilfe der Oberflächenproteine CD3 bzw. CD5. Makrophagen sind 

zusammen mit den Granulozyten für die Phagozytose nach Muskeltrauma 

verantwortlich und werden durch CD68 bestimmt. 

 Wesentlicher Bestandteil der posttraumatischen Gewebereaktion und der 

damit verbundenen Gewebeschäden ist die Leukozyten-Endothelzell-Interaktion. 

Eine wichtige in-vivo Untersuchungsmethode zur Beobachtung dieser Interaktion 

am Muskel stellt die Intravitalmikroskopie dar [Schaser et al. 1999; Mittlmeier et al. 

2003; Schoen et al. 2007; Gierer et al. 2008]. Nachteil dieser Methode ist es, dass 

sie eine aufwendige und zugleich invasive Untersuchungstechnik darstellt. 

Definitiver Vorteil der intravitalen Mikroskopie ist, dass sie eine dynamische 

Untersuchung gewährleistet und dass mehrere mikrozirkulatorische Parameter 

innerhalb von kurzer Zeit gleichzeitig erhoben werden können. 

 Die systemische Leukozytenzahl lässt sich mittels automatischer Zellzähler im 

Vollblut leicht und akkurat bestimmen. Aufwendigere Methoden, wie die 

Differenzierung des Blutbildes, geben Aufschluss über den Anteil der unreifen 

Vorläuferzellen in der peripheren Blutbahn, welche aus dem Knochenmark 

ausgeschüttet werden. Dabei unterscheidet man lichtmikroskopisch anhand 

morphologischer Kriterien zwischen Neutrophilen, Lymphozyten, Monozyten, 

Basophilen und Eosinophilen [Bickhardt und Carstensen 1992]. Eine komplexere 

Methode zur Untersuchung von Leukozyten ist die Durchflußzytometrie. Damit wird 

das Zählen und die Analyse von physikalischen und molekularen Eigenschaften von 

isolierten Zellen in einem Flüssigkeitsstrom ermöglicht. 

5.1.7.6 Systemische Marker des Muskelschadens 

 Die Plasmakonzentration von muskelzellspezifischen Proteinen ist in der 

Literatur oft als indirekter Marker der Zellintegrität nach Muskeltrauma beschrieben. 

Hohe Werte weisen auf ein akutes schweres Muskeltrauma hin, wobei niedrige 

Werte ein leichtes oder älteres Trauma andeuten. Bereits beschriebene 

Plasmaparameter, wie das Myoglobin, das Malondialdehyd oder die Harnsäure 

haben in der experimentellen und klinischen Forschung einen hohen Stellenwert als 
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indirekte Marker für Muskelzellschaden in den ersten 72h nach Trauma [Ascensao 

et al. 2008]. Von all diesen Parametern stellt die Creatin-Kinase den bis jetzt 

genauesten und am meisten verwendeten systemischen Parameter zur 

Bestimmung des Ausmaßes des Muskelschadens dar [Sorichter et al. 1999; He et 

al. 2008]. 

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

5.2.1 Muskelfunktion nach Trauma und G-CSF-Applikation 

 In der hier vorgestellten Arbeit konnte eine massive Einbuße der relativen 

Muskelkraft nach Trauma und zeitgleich eine funktionelle Verbesserung des 

Muskels sowohl hinsichtlich Kurzkontraktion als auch Tetanie nach Applikation von 

G-CSF nachgewiesen werden. Bislang gibt es keine Studien, die den Einfluss von 

G-CSF auf die Funktion der traumatisierten, peripheren Skelettmuskulatur 

untersucht haben. 

 Sacramento und Mitarbeiter haben kürzlich gezeigt, dass GM-CSF 

(Granulozyten-Makrophagen-Kolonie stimulierender Faktor), eine G-CSF ähnliche 

Substanz, bei der ischämischen, peripheren Skelettmuskulatur der Maus zur 

Verbesserung des Kontraktionsvermögens und zur erhöhten Muskelkraft führt 

[Sacramento et al. 2009]. 

 Mehrere funktionelle Untersuchungen an der ischämischen Skelettmuskulatur 

und der Herzmuskulatur nach G-CSF-Gabe deuten auf eine funktionelle 

Restauration nach Behandlung hin. Der ischämische Schaden der 

Hinterlaufmuskulatur bei Ratten wird nach G-CSF-Applikation reduziert und geht mit 

einer signifikanten Verbesserung der Perfusion und der Muskelfunktion einher 

[Takagi et al. 2005]. Ähnliche Ergebnisse, im Sinne eines verbesserten Ejektions-

Volumens als Marker der Funktionalität des linken Ventrikels, haben weitere 

Arbeitsgruppen am dystrophischen murinen Herzmuskel nach G-CSF-Applikation 

gezeigt [Tatsumi et al. 2008]. Des Weiteren gilt G-CSF als eine effiziente Substanz 

zur Steigerung der Herzfunktion und des Kontraktionsvermögens der 

Herzmuskulatur beim akuten Herzinfarkt von Ratte [Ieishi et al. 2007], Maus [Dai et 

al. 2008], Schwein [Sato et al. 2008] und Mensch [Kang et al. 2007].  

 Die genauen Mechanismen durch welche G-CSF eine Funktionsverbesserung 

an Organen erzielt, sind noch nicht vollständig bekannt. Man geht davon aus, dass 

G-CSF durch seine anti-apoptotischen, anti-inflammatorischen, neurogenen, 

angiogenen und zellprotektiven Eigenschaften [Schabitz und Schneider 2006] zur 
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Verbesserung der Funktion nach Trauma führt. 

5.2.2 Ratio von Kurzkontraktion-zu-Tetanie nach Trauma und G-CSF-

Behandlung

 Die Muskelfasertypen eines Muskels werden funktionell durch die Ratio von 

Kurzkontraktion-zu-Tetanie ermittelt. Diese Ratio spiegelt das Verhältnis der schnell 

und langsam kontrahierenden Muskelfasern wider. Je höher die Ratio von 

Kurzkontraktion zu Tetanie eines Muskels ist, desto mehr schnell-kontrahierende 

Muskelfasern sind vorhanden. Es ist bekannt, dass die Skelettmuskulatur eine hohe 

Plastizität zeigt, welche dem Muskel erlaubt das Kontraktionsvermögen der 

Muskelfaser unter bestimmten externen Einwirkungen zu ändern [Rotter et al. 

2008]. Dabei kann eine Umwandlung, d.h. eine Transition der Muskelfaser von 

langsam-zu-schnell oder schnell-zu-langsam, erfolgen. Eine Transition der 

Muskelfaser von schnell-zu-langsam tritt bei erhöhter neuromuskulärer Aktivität, 

mechanischer Überbeanspruchung oder Hypothyreose auf [Pette und Staron 2001]. 

Im Gegensatz dazu führt eine reduzierte neuromuskuläre Aktivität, mechanische 

Entlastung, muskuläre Atrophie oder Hyperthyreose zu einer langsam-zu-schnell 

Transition [Pette und Staron 2001; Dammeijer et al. 2007]. Wie hier nach 

Muskeltrauma beschrieben, wandelt sich der normalerweise langsam 

kontrahierende M. soleus zu einem schnell kontrahierenden Muskel um. Obwohl die 

Mechanismen dieser Transition nicht bekannt sind, geht das Muskeltrauma mit einer 

Hochregulation der schnellen, schweren Myosinkette in den Myozyten einher. Die 

Applikation von G-CSF führt lediglich zu einer leichten Reduktion der Ratio von 

Kurzkontraktion-zu-Tetanie und beeinflusst somit nicht wesentlich die Fraktion der 

schnell und langsam kontrahierenden Muskelfasern nach Trauma. 

5.2.3 Zelluläre Prozesse nach Muskeltrauma und G-CSF-Applikation 

5.2.3.1 Proliferation 

 Das zelluläre Umfeld der Skelettmuskelfaser trägt wesentlich zur 

regenerativen Kapazität der ortsständigen Zellen bei [Ehrhardt und Morgan 2005]. 

Bei diversen Stimuli werden die Satellitenzellen aktiviert und kehren in den 

Zellzyklus zurück. So führt z.B. das kontinuierliche Training zur Proliferation der 

Satellitenzellen und zum Anstieg der Muskelmasse [Abernethy et al. 1994]. 
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Neuromuskuläre Krankheiten, Denervation, zunehmendes Alter oder Trauma führen 

zu einer Abnahme der Zahl ruhender Satellitenzellen [Phillips et al. 1999; Tipton et 

al. 1999; Nierobisz et al. 2007]. Bei solchen Vorgängen kommt es zur Störung des 

Gleichgewichtes zwischen Degradation und Wiederherstellung der peripheren 

Skelettmuskulatur mit der Konsequenz, dass degenerative Prozesse am Muskel 

auftreten.

 Aus der aktuellen Literatur geht klar hervor, dass sich Fibroblasten und 

Endothelzellen bei der Muskelregeneration nach Trauma beteiligen und proliferieren 

[Ferreira et al. 2006; Petrella et al. 2008]. Weiterhin tragen ortsständige 

Stammzellen des Muskels und Vorläuferzellen aus dem Knochenmark durch deren 

Teilung zur Muskelregeneration bei. Trotzdem besitzen die zuletzt erwähnten Zellen 

bei der Regeneration einen untergeordneten Stellenwert und haben somit ein 

eingeschränktes Potential zur Wiederherstellung des Muskelgewebes. Die 

Satellitenzellen werden aktuell als Schlüsselzellen der Muskelregeneration 

beschrieben [Ehrhardt und Morgan 2005; Anderson 2006]. Deren Proliferation ist 

auch für die Wiederherstellung der Funktion verantwortlich. 

 Proliferative Eigenschaften von G-CSF sind bislang an mehreren Geweben 

beschrieben worden. So führt bei Ratten die chronische G-CSF-Behandlung nach 

Ballon-induziertem Gefäßschaden zur Proliferation der Zellen der Intima [Wu et al. 

2008]. Des Weiteren ist bekannt, dass G-CSF-Behandlung nach Herzinfarkt zu 

einem Anstieg der proliferierenden Endothelzellen und der glatten Muskelzellen bei 

Mäusen resultiert. Proliferation von neuronalen Stammzellen ist bei G-CSF-

Applikation nach intrazerebraler Blutung [Zhang et al. 2009] bekannt. Außerdem 

fördert G-CSF die Proliferation von Hirnzellen bei Ratten nach Apoplex [Sehara et 

al. 2007]. 

 Im hier vorgestellten Versuchsvorhaben kommt es nach Trauma zu einem 

Anstieg der Zellproliferation im Muskel. Dabei teilen sich hauptsächlich 

Satellitenzellen und Fibroblasten, aber auch Endothelzellen sowie ortständige und 

periphere Stammzellen [Huard et al. 2003; Jarvinen et al. 2005]. Dieser proliferative 

Prozess wird durch G-CSF hochreguliert und führt zu einem signifikanten Anstieg 

der BrdU-positiven Zellen. Anhand der doppelimmunhistochemischen Analyse kann 

man schlussfolgern, dass G-CSF spezifisch die Satellitenzellen zur Teilung 

veranlasst. Naito und Mitarbeiter [Naito et al. 2009] haben kürzlich einen 

signifikanten Anstieg Pax7-positiver Satellitenzellen nach chronischer G-CSF-

Applikation bei peripherem Skelettmuskeltrauma von Mäusen an Tag 3 beschrieben 
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[Naito et al. 2009]. G-CSF stellt somit scheinbar einen spezifischen Stimulus zur 

Proliferation von Satellitenzellen dar. 

Auf molekularbiologischer Ebene führt ein Muskeltrauma zu einer 

Hochregulation der Phospho-Akt und der Phospho-Glykogen-Synthetase-Kinase 

3�� (Phospho-GSK3��). G-CSF-Applikation bewirkt eine zusätzliche Aktivierung 

der Akt- und GSK3��-Signale. Das Wachstum und die Proliferation von 

Muskelzellen scheint Akt-assoziiert zu sein [Conejo und Lorenzo 2001] und die 

GSK3�-Signale beteiligen sich an der Differenzierung von Muskelzellen [Fang et al. 

2007]. Obwohl die genauen molekularen Mechanismen der Geweberegeneration 

nach G-CSF nicht bekannt sind, wird postuliert, dass G-CSF die Proteinsynthese 

und die Muskelregeneration durch Aktivierung der Akt/GSK3�� Signale fördert 

[Naito et al. 2009]. 

5.2.3.2 Apoptose und Nekrose  

 Posttraumatisch zeichnet sich die Muskulatur durch zelluläre Ereignisse aus, 

welche mit Apoptose und Nekrose einhergehen. Apoptotische Vorgänge sind 

abhängig von vielen zellulären Prozessen im traumatisierten Gewebe und können 

die Muskelregeneration beeinflussen. So ist bekannt, dass die 

Muskelzellproliferation u.a. durch die Muskelzellapoptose nach Trauma reguliert 

wird [Carraro und Franceschi 1997]. 

 In der vorliegenden Arbeit wurde eine antiapoptotische Wirkung von G-CSF 

auf die periphere Skelettmuskulatur nach Trauma gezeigt. Weiterhin wurde durch 

G-CSF das Überleben der Muskelzellen gefördert, sichtbar am Anstieg der 

Muskelgewebefraktion. Ähnlich wie in der vorliegenden Studie wurde von Napoli 

und Mitarbeitern [Napoli et al. 2008] über Untersuchungen an Mäusen berichtet, in 

welchen eine G-CSF-Behandlung nach Ischämie der peripheren Skelettmuskulatur 

zur signifikanten Reduktion der TUNEL-positiven Zellen führte. 

 Obwohl die molekularen Ereignisse, welche zur Reduktion der Apoptose im 

Muskel führen, nicht bekannt sind, ist eine anti-apoptotische Wirkung von G-CSF 

auf weitere Organe wiederholt beschrieben worden. Dabei wurden die zellulären 

und molekularbiologischen Kaskaden, durch welche G-CSF an Herz, Hirn, Leber 

und Niere anti-apoptotisch wirkt, sowohl in-vivo als auch in-vitro untersucht und 

beschrieben [Kang et al. 2008; Li et al. 2008; Hiraumi et al. 2009; Solaroglu et al. 

2009]. Dabei kommt es zur Produktion von anti-apoptotischen Proteinen über 
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Regulation sowohl des JAK-STAT-Signalweges als auch des PI3-AKT-Sinalweges. 

Diese Signalwege sind wichtig zur Regulation der Zellentwicklung, der 

Wachstumskontrolle und der Homöostase einer Zelle [Silveira et al. 2008; Himpe 

und Kooijman 2009]. 

 G-CSF inhibiert in-vitro die NO-induzierte und Camptothecin-induzierte 

neuronale Apoptose durch Inhibition Apoptose-spezifischer-Proteine, nämlich der 

Effektor-Caspase-3 und der Poly-ADP-Ribosomen-Polymerase [Schneider et al. 

2005]. Weiterhin zeigte die gleiche Arbeitsgruppe, dass G-CSF-Applikation bei 

murinen Neuronen die Produktion des anti-apoptotischen Proteins Bcl-xL bewirkt 

[Schneider et al. 2005]. Auf ähnliche Art und Weise wurden apoptotische Vorgänge 

im Rahmen zerebraler Ischämie von Ratten und G-CSF-Behandlung untersucht. 

Schabitz und Mitarbeiter [Schabitz et al. 2003] haben gezeigt, dass es dabei zur 

Hochregulation des Proteins STAT-3, einer Schlüsselkomponente der 

apoptotischen Kaskade, in der Penumbrazone des Infarktes kommt. Komine-

Kobayashi et al. [Komine-Kobayashi et al. 2006] berichteten, dass die Gabe von G-

CSF bei Mäusen nach zerebraler Ischämie zur Aktivierung der JAK2/STAT3 

Kaskade und zur Hochregulation des anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 führt. Über 

Aktivierung von weiteren anti-apoptotischen Kaskaden wie der PI3/AKT wurde für 

Neuronen nach G-CSF-Behandlung berichtet [Schneider et al. 2005; Schneider et 

al. 2005]. 

Harada und Mitarbeiter berichteten [Harada et al. 2005], dass G-CSF nach 

Herzinfarkt bei Mäusen zur Aktivierung der JAK2 Kinase und Herunterregulation der 

STAT3 an den Herzmuskelzellen führt. Dabei kommt es zu einer Hochregulation der 

anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL [Harada et al. 2005]. Ähnlich haben 

Kang und Mitarbeiter gezeigt [Kang et al. 2008], dass G-CSF die hepatozytäre 

Apoptose der Ratte nach akutem Leberversagen inhibitiert. Dies erfolgt 

hauptsächlich durch Hochregulation der Proteine Bcl-2 und Bcl-xL. Anti-

apoptotische Eigenschaften von G-CSF wurden ebenfalls nach renaler Ischämie 

von Li und Mitarbeitern bei Mäusen beschrieben [Li et al. 2008]. Zusammenfassend 

wirkt also G-CSF anti-apoptotisch durch Aktivierung der PI3/AKT Kaskade [Li et al. 

2008].

5.2.3.3 Fibrose und Narbenbildung 

 Obwohl die Fibrose während der ersten Tage nach Trauma, für eine Stabilität 

des Gewebes sorgt [Jarvinen et al. 2005], führt nach Abschluss der Wundheilung 
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ein zu hoher Anteil an fibrotischen Gewebe zu Funktionsstörungen des Muskels 

[Charge und Rudnicki 2004]. Es ist anzunehmen, dass eine reduzierte 

Narbenbildung nach Muskeltrauma [Nozaki et al. 2008] langfristig zu einer 

verbesserten Muskelheilung führt. 

 Bis jetzt ist bekannt, dass G-CSF-Behandlung nach Herzinfarkt mit einer 

reduzierten Kollagendeposition im fibrotischen Areal des Myokards einhergeht 

[Minatoguchi et al. 2004]. Napoli und Mitarbeiter haben gezeigt, dass es nach 

Ischämie der peripheren Skelettmuskulatur und G-CSF-Applikation zur signifikanten 

Reduktion der Kollagenproduktion und somit zur verbesserten Regeneration kommt 

[Napoli et al. 2008]. Im vorliegenden Versuchsaufbau hat G-CSF keine Wirkung auf 

die Fibroblasten-Aktivität und beeinflusst nicht die Kollagenproduktion nach 

Muskeltrauma. Folglich scheint der signifikante Anstieg der Muskelkraft nach G-CSF 

nicht auf erhöhter Reißfestigkeit des Muskelgewebes zu basieren. Es ist somit 

anzunehmen, dass G-CSF hauptsächlich durch seine direkte Wirkung auf die 

Satellitenzellen zu einer Funktionsverbesserung führt. 

5.2.3.4 Leukozyteninfiltration 

 Mehrere Untersuchungen haben gezeigt, dass es unmittelbar nach 

Muskeltrauma zum Leukozytenanstieg im Muskel kommt [Toumi und Best 2003; 

Gierer et al. 2004; Gradl et al. 2005; Schoen et al. 2007]. Diese lokale Infiltration 

von Leukozyten ist vom Verletzungsmechanismus [Smith et al. 2008] abhängig und 

wird nach Ischämie/Reperfusionsschaden, Muskeltrauma nach Myotoxin-Applikation 

oder nach direkter Krafteinwirkung beobachtet. Die Neutrophilen sammeln sich 

unmittelbar nach Trauma im geschädigten Gewebe an [Pizza et al. 2002; Kob et al. 

2003] und produzieren freie Radikale, welche sich an der Phagozytose von 

Zellfragmenten beteiligen. Ein Maximum der Neutrophilen wird am Tag 1 nach 

Traumainduktion beobachtet, wobei die Anzahl der Zellen erst ab dem 4. Tag nach 

Trauma auf Normalwerte zurückgeht [Frenette et al. 2002]. Die Makrophagen 

migrieren nach den Neutrophilen in das geschädigte Gewebe [Pizza et al. 2002; 

Kob et al. 2003] und phagozytieren die zurückgebliebenen Zellfragmente. Nicht 

phagozytierende CD68-/CD163+ Makrophagen wandern ab dem 2. Tag in das 

geschädigte Gewebe ein und beteiligen sich bei der Wiederherstellung und 

Regeneration des traumatisierten Muskels [St Pierre und Tidball 1994; Frenette et 

al. 2000].  
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 Leukozyten haben bei der Muskelregeneration nach Trauma eine wichtige 

Funktion. Insbesondere die Makrophagen scheinen eine regulatorische Rolle bei 

der initialen posttraumatischen Phase zu besitzen. Depletion von Neutrophilen 

[Teixeira et al. 2005] oder Makrophagen [Summan et al. 2006] führt nach 

Muskeltrauma bei Mäusen zu einer verzögerten Heilung des Muskels. Aus der 

aktuellen Literatur geht hervor, dass Leukozyten die Wiederherstellung des 

traumatisierten Muskels regulieren und bei der Regeneration mitwirken [Toumi et al. 

2006]. Gleichzeitig begünstigen die Leukozyten die durch das Muskeltrauma 

ausgelöste lokale Schädigung. Dieses wird erreicht, indem die Leukozyten direkt 

oder indirekt Zellen und Zellfragmente lysieren und phagozytieren [Tidball 1995; 

Toumi et al. 2006]. Es scheint, dass Leukozyten in der akuten posttraumatischen 

Phase sowohl regenerative als auch degenerative Eigenschaften besitzen [Toumi et 

al. 2006] und dass ein Gleichgewicht zwischen Abbau und Wiederherstellung der 

Muskulatur für die Heilung von entscheidender Bedeutung ist. 

In der vorliegenden Arbeit wurden Leukozyten des Muskelgewebes zu 

Zeitpunkten untersucht, an denen das Muskeltrauma an sich keine leukozytäre 

Infiltration am Muskel bewirken kann [Tidball 2005; Toumi et al. 2006]. G-CSF führt 

über den gesamten experimentellen Verlauf zu einem leichten Anstieg CAE-

positiver Zellen. Da G-CSF klassischerweise auf die Neutrophilen wirkt und deren 

phagozytotische Funktion fördert [Demetri und Griffin 1991], kann man annehmen, 

dass G-CSF die Muskelregeneration positiv beeinflusst. Dies erfolgt unter anderem 

auch durch eine erhöhte Phagozytoserate von Zellfragmenten durch die 

Neutrophilen vor dem 4. Tag nach Trauma. Diese Aussage scheint wahrscheinlich, 

wenn man den Parameter der Muskelgewebefraktion als Kehrwert des 

Granulationsgewebes betrachtet. Somit geht die chronische Behandlung mit G-CSF 

am 14. Tag nach Trauma mit einer erhöhten Muskelgewebefraktion, d.h. mit 

reduziertem Granulationsgewebe, einher. Dieser Anstieg der Muskelgewebefraktion 

mag aus der am Anfang erhöhten phagozytotischen Aktivität der Leukozyten 

resultieren. 

5.2.4 Systemische Leukozytenzahl nach Trauma und G-CSF-

Behandlung

 Wie hier dargestellt und bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, 

scheint das Muskeltrauma die systemische Leukozytenzahl nicht zu beeinflussen 
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[Gierer et al. 2007; Gierer et al. 2008]. Sham- und NaCl-behandelte Tiere weisen 

keine Unterschiede hinsichtlich ihrer systemischen Leukozytenzahl auf.  

Es ist aus zahlreichen klinischen und experimentellen Studien bekannt, dass 

G-CSF nach systemischer Applikation eine signifikante Leukozytose bewirkt. Im hier 

vorgestellten experimentellen Aufbau führte die chronische Behandlung mit G-CSF 

jedoch an allen Untersuchungszeitpunkten und 24h nach der letzten i.p. Injektion zu 

keiner erhöhten Leukozytenzahl. 

Ähnliche Ergebnisse wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben. 

Untersuchungen am Affen haben gezeigt, dass G-CSF zu einem signifikanten 

Anstieg der systemischen Leukozytenzahl zwischen der 6. und 12. Stunde nach 

Applikation führt [Tanaka et al. 1997]. Von Tanaka und Mitarbeitern wurde - ähnlich 

wie hier - gezeigt, dass diese Versuchstiere bei täglicher G-CSF-Behandlung (5 und 

10�g/kg KG) und 24h nach der letzten Applikation eine normale systemische 

Leukozytenzahl aufwiesen. Vergleichbare Ergebnisse wurden von Bauhofer und 

Mitarbeitern publiziert. Dabei bewirkte bei Ratten nach hämorrhagischem Schock 

die i.p. Applikation von 20�g/kg KG 24h nach Injektion keinen signifikanten Anstieg 

der systemischen Leukozytenzahl [Bauhofer et al. 2006]. Bei einer Folgestudie der 

gleichen Arbeitsgruppe zeigten die Ratten jedoch 12h nach Applikation von 20�g/kg 

KG G-CSF eine signifikante Leukozytose [Bauhofer et al. 2008].  

 

5.2.5 Stammzellmobilisation und Geweberegeneration nach G-CSF-

Applikation

Es ist bekannt, dass die Behandlung mit G-CSF CD34+ hämatopoetische 

Vorläuferzellen aus dem Knochenmark in der Blutbahn mobilisiert [Grigg et al. 

1995]. Überwiegend tierexperimentelle Studien haben gezeigt, dass G-CSF-

Behandlung nach Ischämie an Herz und Hirn das Infarktareal reduziert und das 

Überleben des Gewebes hauptsächlich durch Mobilisation von Stammzellen aus 

dem Knochenmark fördert [Six et al. 2003; Archundia et al. 2005]. Weiterhin wird 

beschrieben, dass diese mobilisierten Zellen in das traumatisierte Gewebe 

einwandern, dort proliferieren und sich weiterdifferenzieren. Abedi und Mitarbeiter 

beschrieben, dass G-CSF Stammzellen aus dem Knochenmark mobilisiert und dass 

diese mobilisierten Zellen nach Muskeltrauma zur Muskelregeneration beitragen 

[Abedi et al. 2004]. Hinzu ist bekannt, dass CD45+ hämatopoetische Vorläuferzellen 

sich bei der Muskelregeneration nach Myotoxin-induziertem Muskelschaden 
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beteiligen [Mori et al. 2008]. Ebenso berichteten Ratajczak und Mitarbeiter 

[Ratajczak et al. 2004], dass Stammzellen aus dem Knochenmark sich zu 

muskelspezifischen Vorläuferzellen mobilisieren und differenzieren lassen. Diese 

Daten sprechen dafür, dass Vorläuferzellen aus dem Knochenmark durch G-CSF 

mobilisiert werden und sich bei regenerativen Prozessen beteiligen können. 

Inwieweit die Geweberegeneration nach Muskeltrauma und G-CSF-

Applikation durch Stammzellen aus dem Knochenmark hervorgeht oder durch 

direkte Wirkung auf die Satellitenzellen verursacht wird, ist durch den hier 

vorgestellten experimentellen Aufbau nicht endgültig nachzuweisen. In der 

vorliegenden Arbeit wurde beschrieben, dass G-CSF die Proliferation der 

Satellitenzellen vorantreibt und damit direkt auf den traumatisierten Muskel wirkt. 

Ähnlich wie hier wurde eine lokale Wirkung von G-CSF von Naito et al. auf den 

Muskel [Naito et al. 2009] durch Erhöhung der Satellitenzellproliferation 

beschrieben. Zudem wurde von Kataoka und Mitarbeitern [Kataoka et al. 2003] der 

G-CSF-R auf murinen Myoblasten nachgewiesen. Weiterhin stellen lokale 

Wirkungen von G-CSF auf nicht hämatopoetisches Gewebe keine Seltenheit dar, da 

regenerative Eigenschaften der Substanz auf Kardiomyozyten [Srinivas et al. 2009] 

oder Neuronen [Klocke et al. 2008] bereits bekannt sind.  

Früher ging man davon aus, dass G-CSF seine Wirkung hauptsächlich 

durch Mobilisation von Stammzellen aus dem Knochenmark betreibt. Neue 

Erkenntnisse zeigen, das G-CSF auch lokal an den traumatisierten Zellen wirken 

kann und dadurch die Regeneration fördert. Obwohl die Satellitenzellen für die 

funktionelle Restauration nach Muskeltrauma verantwortlich sind [Sinanan et al. 

2006], ist nicht auszuschließen, dass beide der o.g. Mechanismen sich an der 

Muskelregeneration beteiligen. 

5.3 Limitationen und Ausblick 

Die vorliegende experimentelle Arbeit untersuchte die Pathophysiologie des 

Muskeltraumas und die Mechanismen, die zur verbesserten Regeneration nach G-

CSF-Behandlung führten. Unsere Untersuchungen fokussierten auf funktionelle und 

histologische Parameter nach Muskeltrauma und G-CSF-Applikation. Die zugrunde 

liegenden molekularen Vorgänge der Regeneration wurden dabei nicht untersucht. 

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit nicht auf die Angiogenese nach 

Muskeltrauma und G-CSF-Behandlung eingegangen. Weiterführende 
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Untersuchungen der Gefäßdichte sowie der Apoptose und der Proliferation von 

Endothelzellen wären hierfür notwendig. 

Ob der regenerative Effekt von G-CSF hauptsächlich durch Stammzellen 

aus dem Knochenmark oder überwiegend durch direkte Wirkung der Substanz auf 

die Satellitenzellen vermittelt wird, bleibt unklar. Zusätzliche Untersuchungen sind 

notwendig, um diese Fragestellung mit spezifischen Stammzellmarkern zu 

beantworten.

G-CSF wird seit mehr als 20 Jahren zur Behandlung von neutropenischen 

Patienten eingesetzt und gilt im klinischen Alltag als sicheres Medikament mit 

wenigen Nebenwirkungen. Mehrere experimentelle Studien haben vorteilhafte 

Wirkungen von G-CSF auf Herz, Hirn, Niere und Leber gezeigt und diese Arbeiten 

dienen derzeit als Basis für weiterführende klinische Studien im Bereich der 

Kardiologie und Neurologie.  

Schlussfolgernd kann man postulieren, dass das pleiotrope Zytokin G-CSF 

ein vielversprechendes Therapiekonzept zur Behandlung von Muskeltraumata sein 

könnte. Infolgedessen kann die hier untersuchte Substanz einen attraktiven 

adjuvanten Therapieansatz zu den herkömmlichen Behandlungsmöglichkeiten der 

Muskelverletzungen darstellen.  
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6 THESEN 

Thema: 

Einfluss von Granulozyten-Kolonie stimulierendem Faktor auf die traumatisierte 

periphere Skelettmuskulatur der Ratte 

• Muskeltraumata und deren Folgezustände stellen ein wesentliches Problem in der 

Traumatologie dar. 

• Pathophysiologisch kommt es direkt nach Trauma zur Nekrose, Degeneration und 

Inflammation des Gewebes. Diese Ereignisse werden von regenerativen 

Prozessen und später von einer Narbenbildung gefolgt. 

• Wachstumsfaktoren fördern nach Verletzung die Wiederherstellung des 

traumatisierten Gewebes und besitzen einen hohen Stellenwert bei regenerativen 

Prozessen. Der hämatopoetische Wachstumsfaktor G-CSF ist ein endogenes 

Polypeptid, welches über pleiotrope Eigenschaften verfügt und regenerative 

Wirkung auf Herz, Hirn, Niere und Leber aufweist. 

•  Ziel dieser Arbeit war es, die Regenerationskapazität der Skelettmuskulatur nach 

G-CSF-Applikation in einem Tiermodell des lokalen Muskelschadens zu 

evaluieren. Hierfür wurden am traumatisierten Muskel funktionelle Parameter 

untersucht sowie regenerative Prozesse nach Muskeltrauma analysiert. 

•  Die Muskelkraft ist nach Muskeltrauma reduziert und wird durch G-CSF-

Applikation sowohl im Sinne der Tetanie am 7. Tag als auch im Sinne der 

Kurzkontraktion am 14. Tag verbessert. 

•  Das Muskeltrauma führt zu einer Reduktion der Ratio Kurzkontraktion zu Tetanie. 

Diese Reduktion lässt auf einen morphologischen Wechsel des langsam 

kontrahierenden M. soleus in den Phänotyp eines schnell kontrahierenden 

Muskels nach Trauma schließen. G-CSF scheint diesen posttraumatischen 

morphologischen Wechsel nicht wesentlich zu beeinflussen. 
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•  Die regenerative Potenz von G-CSF auf die traumatisierte periphere 

Skelettmuskulatur wird sowohl durch einen Anstieg der Zellproliferation und 

speziell der Satellitenzellen als auch durch die leichte Reduktion der 

Muskelzellapoptose 4 Tage nach Trauma erzielt.  

• Der Anstieg der Muskelkraft beruht nicht auf einer erhöhten Reißfestigkeit des 

Gewebes, da die Narbenbildung zwischen allen drei Gruppen und untersuchten 

Zeitpunkten gleich war.  

• Weiterhin führte das Muskeltrauma zu einer Reduktion der Muskelgewebefraktion 

über den gesamten experimentellen Verlauf. G-CSF förderte das Überleben von 

Myozyten, was sich in einem bedeutenden Anstieg der Muskelgewebefraktion 

zeigte. 

•  Die Zahl der lokal infiltrierenden Leukozyten als Marker der inflammatorischen 

Gewebereaktion wird, zumindest ab dem 4. Tag, durch G-CSF nicht beeinflusst 

und ist zwischen der sham-, Trauma- und Trauma/G-CSF-Gruppe gleich. 

•  Die systemische Leukozytenzahl zeigt keine Unterschiede zwischen den Gruppen 

und den untersuchten Zeitpunkten. 

• Die Konzentration der Creatin-Kinase im Plasma der Tiere als systemischer 

Parameter der Muskeltrauma-Intensität ist bei allen Gruppen und Zeitpunkten 

gleich. 

• Eine tägliche i.p. Injektion von G-CSF bewirkt eine schnellere und bessere 

Restauration der Skelettmuskelfunktion nach schwerem Trauma. 

• G-CSF stellt einen attraktiven adjuvanten Therapieansatz im Management von 

Patienten mit schwerem Weichteiltrauma dar. 
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