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1. Abstract

In the accident surgery, muscular traumata are often correlated with nerve damage.
This causes a reduction of motoric and sensory function, as well as pain. The intention of this
work is to research the patho-physiological events in traumatically injured muscles with si-
multaneous nerve injury. It then establishes and evaluates a new rat-model.

We caused an muscular trauma of M. soleus on 70 Wistar rats (7x 10 s, 25 N). Then we com-
bined it with a nerval crush-injury (1x 30 s, 25 N) or a transection of N. ischiadicus and made
examinations on days 1,7,14 and 42.

For functional evaluation of the tissue, the contracting force was measured by biomechanical
power measurement for the muscle and the examination of nerve conduction velocity and
pain-behaviour is set in for the nerve. Besides the proliferative capacity, apoptosis was deter-
mined by the use of immuno-histochemical analyses of BrdU- and TUNEL-labeled cells.

The study showed that a muscular crush injury results in a loss of muscle strength (max.
77%), which increases by additional lesion of the responsible nerve (min. 11%). It also show-
ed the pain reaction was enlarged until day 42 by combined nerve-muscle-injury, without re-
gression to physiological data. Though apoptotic cells get back to physiological values, the
proliferation increased until day 42.

The whole nerve transection causes a continuous atrophy and loss of function of nerval and
muscular tissue. But a combined crush-injury allows regeneration. The highest regenerative
strength was detected at these kinds of injuries between day 14 and 42, although muscular
and nerval function did not achieve the initial values.

That is why this period has to be investigated in more detail to determine what is needed for a
more favorable outcome. Alternately, the time span could be enlarged to get more exact in-
formation about the final point of regeneration. Overall, this study documents the changes of
the regenerative process over the time, and in relation to the severity of muscular/ nerval

trauma. It can be used as a model for future research.



2. Zusammenfassung

Komplexe Weichteiltraumata fiihren hdufig durch die Kombination aus nervaler und
muskuldrer Lédsion zu Komplikationen in der unfallchirurgischen Behandlung und zu
moglichen Einschrankungen physiologischer Funktionen.

In der vorliegenden Studie soll ein Tiermodell aus nervaler und muskulédrer Lésion etabliert
werden und daran studiert werden, inwieweit Regenerationsprozesse bei kombiniertem
Nerven-Muskeltrauma stattfinden.

Hierzu wurden 70 Wistar-Ratten untersucht, die in 3 Gruppen unterteilt wurden. In der Sham-
Gruppe erhielten die Tiere ein offenes Muskeltrauma des M. soleus (7x 10 s, 25 N). Tieren der
Crush-Gruppe wurde zusétzlich eine Kontusion des N. ischiadicus (1x 30 s, 25 N) und Tieren
der Trans-Gruppe zusitzlich eine Transsektion des N. ischiadicus zugefiihrt. Die finalen
Untersuchungen fanden an den Tagen 1, 7, 14 und 42 nach Traumainduktion statt.

Die Erfassung des Schmerzverhaltens wurde durch die taktile Allodynie mittels von Frey-
Filamenten ermittelt. Anhand biomechanischer Messungen der Muskelkraft zusammen mit
der Ermittlung der apoptotischen bzw. proliferativen Aktivitdt im asservierten M. soleus
erfolgte die Analyse der muskuldren Regenerationsfdahigkeit. Das Ausmall der nervalen
Schadigung wurde tiber die Bestimmung der Latenzzeit des Nerven erfasst.

Es zeigte sich, dass das kombinierte Nerven-Muskeltrauma mit einer erhdhten
Schmerzwahrnehmung einhergeht. Bei der Auswertung der biomechanischen Untersuchung
wurde in keiner Gruppe das Niveau der Muskelkraft wie vor Traumainduktion erreicht (Tag
42: Sham-Gruppe ~77%, Crush-Gruppe ~48%, Trans-Gruppe ~12%). Immunohistochemisch
konnte iiber den gesamten Untersuchungszeitraum eine erhohte Aktivitdt proliferierender
Zellen in allen Versuchsgruppen beobachtet werden, wobei sich die Anzahl apoptotischer
Zellen innerhalb von 42 Tagen auf Normwerte reduzierte. Obwohl Tiere der
Transsektionsgruppe im Verlauf bis zum Tag 42 die hochste proliferative Aktivitdt zeigten,
wiesen sie auch eine ca. Sfach hohere Apoptosereaktion als die Tiere in den anderen Gruppen
auf. Durch eine Nervenkontusion konnte eine Reduktion der nervalen
Leitungsgeschwindigkeit durch eine Erh6hung der Latenz um bis zu 44% beobachtet werden.
Die Untersuchungen zeigten, dass Tiere mit einer Nervenkontusion im Gegensatz zu Tieren
mit einer Nerventranssektion iiber eine erhohte Regenerationskraft zwischen den Tagen 14
und 42 verfiigen. Ein kombiniertes Nerven-Muskeltrauma fiihrte zu starken Einschrdnkungen

der muskuldren und nervalen Funktion. Dies spiegelt die erhebliche Bedeutung einer



zusétzlichen Nervenldsion sowie die Riickgewinnung der Nervenfunktion fiir die muskulére
Regeneration wider.

Insgesamt konnten durch das gewdhlte Tiermodell aussagekriftige Ergebnisse liber die
Entwicklung der Regeneration des muskuldren und nervalen Gewebes in allen

Versuchsgruppen gewonnen werden.



3. Einleitung

3.1. Aufbau der Skelettmuskulatur und muskuliires Trauma

Die Skelettmuskulatur stellt fast die Hilfte der totalen Korpermasse dar und ist somit das
haufigste Gewebe des menschlichen Korpers. Der Skelettmuskel erzeugt fliissige,
gleichmiBige und koordinierte Korperbewegungen iiber seine Befestigung am Skelett. Er ist

stark vaskularisiert und innerviert, wodurch ein korrekter funktioneller Ablauf garantiert wird
[Grefte et al. 2007].
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Abbildung 1: Die Abbildung stellt den Muskelaufbau bis in seine kleinste funktionelle Einheit
(Myofibrillen) mit seinen aufbauenden Proteinen dar. Dariiber hinaus wird auch die
Eingliederung der Blutgefifie sowie die nervale Versorgung ersichtlich. Quelle: Hohmann,
Lames, Letzelter (2003), ,, Einfiihrung in die Trainingswissenschaft .



Der Skelettmuskel setzt sich aus Muskelfasern zusammen, die von einer Bindegewebsstruktur
aus Endo-, Peri- und Epimysium umschlossen werden. Das Endomysium umgibt hierbei jede
einzelne Muskelfaser. Durch das Perimysium werden 10-100 Muskelfasern zu einem Faszikel
zusammengefasst. In ihm verlaufen Blut- und Lymphgefia3e sowie Nerven, die den Muskel
versorgen. Das kréftigere und dickere Epimysium umbhiillt den gesamten Muskelbauch und
besteht aus mehreren Faszikeln (Abbildung 1).

Die einzelne Muskelfaser stellt die funktionelle Einheit des Skelettmuskels dar. Sie entsteht
aus der Fusion zahlreicher Myoblasten und ist damit histologisch eine multinukledre Zelle.
Jede Muskelfaser besteht aus vielen Muskelfibrillen, welche sich wiederum aus
wiederholenden Sarkomeren zusammensetzen. Ein Sarkomer ist eine Anordnung der
kontraktilen Proteine Myosin und Actin, welche die diinnen und dicken Filamente bilden und
zentrale Grundlage der kontraktilen Eigenschaften des Skelettmuskels darstellen (Abbildung
2).

Skeletal muscle fiber

Sarcoplasmic
reticulum

Zline

Myosin (thick) Actin (thin)
filaments filaments

Sarcomere ——

| band
v

vau s B0 D4 Actin + myosin Actin only|

Abbildung 2: In der Abbildung ist der anatomische sowie der funktionelle Aufbau einer
Muskelfaser dargestellt. Quelle: howmed.net. "Skeletal muscle". http://howmed.net/
physiology/skeletal-muscle/ [Stand 05.12.2015].



Es gibt verschiedene Arten von Muskelfasern, die unterschiedliche Kontraktionsformen

erzeugen (Abbildung 3).

(IINRRANAN
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Abbildung 3: Auffiihrung der verschiedenen Muskelfasertypen mit ihren jeweiligen
Eigenschaften. Quelle: Tidow, Wiemann (1993), ,, Zur Interpretation und Verdnderbarkeit von
Kraft-Zeit-Kurven bei explosiv-ballistischen Krafteinsdtzen®, http://www.biowiss-sport.de
/interpret_Lhtml [Stand 27.03.2012].

Wird eine Muskelfasern von einem Einzelimpuls durch nervale Stimulation mit
entsprechender Intensitit erregt, erfolgt eine schnelle Einzelzuckung (,,single twitch*) und
eine sofort folgende Relaxation. Liegt eine Stimulation mit steigender Frequenz der Impulse
vor, nimmt die Relaxationszeit zwischen den einzelnen Zuckungen ab, wéhrend die
Muskelkraft daraus resultierend steigt. Dies wird als inkompletter Tetanus bezeichnet.
Uberschreitet die Frequenz einen Grenzwert (,,fusion frequency*), setzt keine deutliche
Erholung zwischen den einzelnen Kontraktionen mehr ein, die maximale Muskelkraft ist

erreicht und es liegt ein kompletter Tetanus vor [Garrett 1984].



Die Traumatisierung der Skelettmuskulatur ist eine der am héufigsten vorkommenden
Verletzungen im Sport mit einer Inzidenz von 10-55 % aller Lidsionen. Ursachen sind
Muskelquetschung, -zerrung oder —riss. Mehr als 90 % aller Sport bedingten Lisionen sind
Folge einer Muskelquetschung oder —zerrung. Zu einer Quetschung der Muskulatur kommt es,
wenn sie einer plotzlichen, heftigen Druckkraft ausgesetzt ist, wie bei einem unmittelbaren
Schlag auf den Muskel.

Die Muskelkontusion besteht aus einer definierten Sequenz von Ereignissen, die das
mikroskopisch sichtbare ZerreiBen und die Schiddigung der Muskelzellen, makroskopisch
erkennbare Defekte in den Muskelbduchen, infiltrative Blutungen und eine Entziindung
beinhalten [Jarvinen et al. 2005; Beiner & Jokl 2002].

Die Schwere ist abhéngig von der Einwirkungsseite, dem Aktivierungsstand der betroffenen
Muskulatur, dem Alter des Patienten und der gegenwértigen Ermiidung [Beiner & Jokl 2001].
Ein wichtiger Aspekt bei einer Quetschung der Muskulatur ist die Tatsache, dass nicht nur
diese, sondern oft auch umliegendes Gewebe geschéidigt wird und es so zu einer Kombination
von Muskel-Nerven-Schidden kommen kann. Da die nervale Innervation wichtig fiir den
Funktionserhalt der Muskulatur ist, ist eine Regeneration bzw. Reparation des Nervengewebes

ebenfalls von enormer Bedeutung [Jéarvinen et al. 2005].

3.2. Pathophysiologie des traumatisierten Muskelschadens

Im Allgemeinen erfolgt die Regeneration des verletzten adulten Muskels in drei sich
iiberlappenden Phasen: Degeneration (1-3 Tage), Regeneration (ca. 3-4 Wochen) und das
Remodeling (ca. 3-6 Monate) [Garg et al. 2015]. Ein balancierter Ablauf von
Muskelfaserregeneration und Fibrosierung mit Narbenbildung ist eine Voraussetzung fiir die
optimale Wiederherstellung der kontraktilen Funktion des Muskels [Kannus et al. 2003;
Jarvinen et al. 2005; Smith et al. 2008].

Degeneration
Zunéchst kommt es zur Ruptur der Muskelfasern mit gleichzeitiger Arrosion von Blutgefa3en
und Nerven. Es zeigen sich spezifische pathologische Verdnderungen der Muskulatur mit der

Entstehung von drei Zonen:

1. Gesunde Muskelfasern beiderseits des Traumas
2. Ein Kontraktionsknoten aus kontrahierten Myofibrillen

3. Eine fokale Nekrose



Der "Kontraktionsknoten" grenzt den verletzten Abschnitt vom gesunden Anteil der Fasern ab,
wodurch eine Ausbreitung der Nekrose verhindert wird [Price et al. 1964; Shafiq & Gorycki
1965; Sloper & Pegrum 1967; Reznik 1968; Hume et al. 1991; Jarvinen et al. 2005].

Durch die GefdBarrosion kommt es zu einer Hdmatombildung sowie zur Infiltration von
Entziindungszellen des Blutes in das traumatisierte Gewebe. Durch die Sekretion von
Wundhormonen, das Eindringen von Plasmaproteinen und die Aktivierung der
Komplementkaskade wird die chemotaktische Extravasation inflammatorischer Zellen
bewirkt. Neutrophile Granulozyten sowie Makrophagen wandern daraufhin in das nekrotische
Areal ein [Tidball 2005]. Makrophagen beginnen mit der Phagozytose von nekrotischem
Gewebe [Jarvinen & Lamb 2005] und sezernieren Zytokine, welche die Rekrutierung,
Aktivierung und Proliferation von Satellitenzellen bewirken [Garg et al. 2015].
Plasmaproteine wie Fibrin und Fibronektin bilden ein Granulationsgewebe, die extrazellulére
Matrix, in das sich einwandernde Fibroblasten einlagern [Bunn et al. 2004]. Sie unterstiitzt
den Heilungsprozess der rupturierten und geschidigten Muskelfasern [Garg et al. 2015].
Gebildete extrazelluldre Matrixproteine besitzen elastische Eigenschaften und geben dem neu
gebildetem Bindegewebe nach etwa 10 Tagen eine gewisse Reiffestigkeit, um Spannungen
durch Kontraktionskriafte im Gewebe standhalten zu konnen [Jarvinen et al. 2005; Stratos 1. et

al. 2010].

Muskelregeneration

Im Anschluss an die Destruktion und Entfernung nekrotischen Gewebes sowie abgestorbener
Zellen kommt es zur Regeneration der Muskelfasern und ihres umliegenden Gewebes.
Zwischen Basallamina und Sarkolemm liegen sogenannte Satellitenzellen. Obwohl die
Muskelfaser als irreversibel postmitotisch gilt, ist die regenerative Fahigkeit des
Skelettmuskels durch einen intrinsischen Mechanismus gewihrleistet, der zur
Wiederherstellung des geschidigten, kontraktilen Apparates dient. Satellitenzellen stellen
einen Pool undifferenzierter Reservezellen dar, welche die Fihigkeit zur Selbsterneuerung
besitzen und somit von entscheidender Bedeutung fiir die Muskelreparation nach einem
Trauma sind. Nach ihrer Proliferation und Differenzierung zu einkernigen Myoblasten
entstehen schlieBlich durch ihre Fusion multinukledre Myotuben. Diese wiederum

differenzieren sich zu skelettalen Myozyten mit umschlieBender Basallamina (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Die Abbildung zeigt die Lage der Satellitenzellen ihre
Regenerationseigenschaft. Quelle: McNally EM, MacLeod H. (2005) Nat Clin Pract
Cardiovasc Med 2: 301-308.

Man unterscheidet zwei Arten von Stammzellen: ,,Klassische® Stammzellen, die sich nach
einem muskuldrem Trauma in Myoblasten differenzieren kdnnen und Stammsatellitenzellen,
die vor einer Differenzierung eine Zellteilung durchfiihren, sodass der Reservepool fiir
zukiinftige regenerative Prozesse aufgefiillt wird.

Auch wenn man noch weitere Stammzellen, die zur Muskelregeneration dienen, gefunden
hat- wie aus dem Knochenmark oder der peripheren Blutbahn stammende Stammzellen- ist es
fraglich, inwieweit sie gegeniiber den im Muskel ortsstindigen Stammzellen zu diesem
Prozess beitragen [Labarge & Blau 2002; Charge & Rudnicki 2004]. Die erhohte Aktivitit der
ortsstindigen Stammzellen wird als sensitiver Indikator fiir Muskeltraumata verwendet
[Schultz et al. 1985; Best & Hunter 2000; Grefte et al. 2007; Jarvinen et al. 2005].
Gleichzeitig kommt es zur Proliferation von Fibroblasten, die zwischen die endomysialen
Raume der nekrotischen Muskelfasern proliferieren und so einen Schlauch endomysialen
Bindegewebes um jede Muskelfaser bilden. Sie stellen wichtige Leitschienen fiir
auswachsende Muskelfasern im Regenerationsprozess dar [Schroder 1982].

Bei entsprechendem Gleichgewicht von Satellitenzell- und Fibroblastenproliferation ist eine
narbenfreie Muskelregeneration sehr wahrscheinlich. Kommt es jedoch wie bei starken

Traumata zu einer vermehrten Fibroblastenproliferation, iiberwiegt die Entstehung von



Bindegewebe, wodurch eine Narbe entsteht, welche die funktionellen Eigenschaften des
Muskels einschrinkt [Jarvinen & Lamb 2005; Jarvinen et al. 2005].

AuBlerdem findet eine Vaskularisierung sowie Reinnervierung des neu gebildeten Muskel- und
Bindegewebes statt. Nur durch die gleichzeitige Bildung, das Eindringen und die Reifung von
Muskulatur, Bindegewebe, Blutgefalen und Nerven kann eine addquate Muskelregeneration

einsetzen [Jarvinen & Lamb 2005; Stratos 2010].

Remodelling

Die Regenerationsphase liberschneidet sich mit der Phase des Remodelling, in welcher die
Reifung der regenerierten Fasern in funktionell kontraktile Einheiten stattfindet [Garg et al.
2015].

Es erfolgt die Reorganisation der extrazelluldren Matrix, wobei das zundchst umfangreiche
Granulationsgewebe zu einer kleineren Bindegewebsmasse kondensiert, die vor allem aus Typ
I-Kollagen besteht. Der Anteil von Proteoglykanen, Zellen und Kapillaren nimmt ab und die
Typ I-Kollagenfasern beginnen sich zur physiologischen Orientierung umzustrukturieren,
womit auch die ReiBfestigkeit der noch bindegewebigen Narbe steigt.

Nach etwa 6-8 Wochen nach dem Trauma koénnen die neuen Kollagenfasern alltdglichen
Belastungen standhalten. Die gesamte Reifungsphase eines heilenden kollagenen Gewebes
nimmt jedoch bis zu 1-2 Jahren in Anspruch [Grefte et al. 2007; Jarvinen et al. 2005; Kannus
et al. 2003; Noyes 1977; Ng et al. 1997].

3.3. Therapie des traumatisierten Skelettmuskels

Resultierend aus einer mdglichst genauen Klassifikation eines muskuldren Traumas kann die
Behandlung und die Planung des Verlaufs der Rehabilitation festgelegt werden. Die Prognose
und die Behandlungsdauer sind stark beeinflusst durch die Qualitdt der geleisteten ersten
Hilfe am Unfallort. Eine friihe und konservative Therapie ist die Methode der Wahl [Bily &
Kern 1998].

RICE-Prinzip

Sofort nach der Verletzung bis etwa zum 7. Tag sollte das traumatisierte Gewebe nach dem
RICE-Prinzip (rest, ice, compression and elevation --> Ruhe, Eis, Kompression und
Hochlagerung) behandelt werden. Durch das RICE-Prinzip werden das Ausmal} an Schmerz,
Odem, Entziindung und Himatom vermindert, was zur Verbesserung des Heilungsprozess

fiihrt [Noyes 1977; Salter et al. 1984; Jozsa & Kannus 1997; Jarvinen et al. 2005].
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Immobilisation
Schonung und Immobilisation des geschiddigten Bereichs des Gewebes werden empfohlen,
um weitere Blutungen, sekundére Verletzungen (Re-Rupturen) und vorzeitige Dehnung der

verletzten Strukturen zu vermeiden [Jarvinen 1975; Hume 1991; Jarvinen & Lehto 1993].

Mobilisation

Durch kontrollierte Mobilisation mit entsprechender Dehnung und Bewegung der Muskulatur
wird eine Gewebeatrophie aufgrund von Immobilisation verhindert [Jarvinen 1976; Noyes
1977; Kannus et al. 1992; Lehto 1993; Buckwalter 1995; Orchard & Best 2002].

Optimale Ergebnisse wurden erzielt, wenn die Mobilisation nach einer kurzen Phase der
Immobilisation (3-5 Tage bei einem M. gastrocnemius der Ratte) erfolgte [Jérvinen 1976;

Lehto 1993; Buckwalter 1995].

Chirurgische Intervention

Bei spezifischen Indikationen sollte eine chirurgische Intervention in Betracht gezogen
werden. Hierzu zdhlen ein intramuskuldres Hidmatom, eine partielle oder komplette
Muskelzerrung bzw. ein Abriss eines Muskels mit wenigen oder gar keinen agonistischen
Muskeln sowie bei einem persistierenden Dehnungsschmerz (> 4-6-Monate) [Jéarvinen et al.

2005].

Schmerztherapie

Auch der Bereich der Schmerztherapie sollte bei der Versorgung eines Skelettmuskeltraumas
miteinbezogen werden. Die kurzzeitige Anwendung von nichtsteroidalen Antiphlogistika in
der frithen Heilungsphase fiihrt zu einer Abnahme der zelluldren Entziindungsreaktion. Der
Einsatz sollte jedoch auf die frithe Phase der Muskelregeneration beschrinkt bleiben, da die
langzeitige Anwendung sich Studien zufolge negativ auf die regenerierende Skelettmuskulatur

auswirkt [Schoenfeld 2012].

Adjuvante Terapien

Die hyperbare Sauerstofftherapie ist eine weitere therapeutische Moglichkeit, die
Regeneration eines verletzten Muskels zu verbessern. Jedoch gibt es noch keine klinischen
Studien, weshalb man mit der Ausdehnung auf die klinische Praxis zuriickhaltend sein sollte

[Mutschler & Muth 2001].
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Des weiteren gibt es die Moglichkeit, eine auf Wachstumsfaktoren basierende Therapie zur

Stimulierung der Muskelregeneration anzuwenden [Grefte et al. 2007].

3.4. Aufbau des peripheren Nerven und nervales Trauma

Nach ihrem Ursprung werden bei Wirbeltieren Hirnnerven und Spinalnerven unterschieden.
Das Nervengewebe im Allgemeinen besteht aus Nervenzellen (Neuronen) und einem
,»Stiitzgeriist, den Gliazellen. Durch die Fortsdtze der Neuronen kénnen Verbindungen zu
anderen Neuronen, Rezeptoren oder Effektoren wie Muskelfasern aufgebaut werden. Das
Neuron (Abbildung 5) besteht aus einem Zellleib (Soma, Perikaryon) und zwei Varianten von

Ausldufern: mehreren Dendriten und einem Neurit (Axon), der die Nervenimpulse weiterleitet.
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Abbildung S: Die Abbildung zeigt die Anatomie eines Neuriten inkl. der schematischen
Darstellung der synaptischen Ubertragung. Quelle: Lindstrom, (2005), ,, Nervensystem und
die Zellen”.  http://www.1177.se/Tema/Kroppen/Nervsystemet-och-sinnesorganen/Hjarna-
ryggmarg-och-nerver/ [Stand 27.03.2012].

Er wird zusammen mit seiner Gliahiille als Nervenfaser bezeichnet (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines peripheren Nervens mit seinen umgebenden
Geweben. Quelle: Krischek & Feigl (2008), ,, Verletzungen peripherer Nerven®,
http.//www.neurochirurgie-tuebingen.de/website/index.php?article id=20&clang=0  [Stand
27.03.2012].

Ein Nerv wiederum ist ein Biindel aus Nervenfasern in einer Bindegewebshiille. Das
bindegewebige Epineurium umgibt vollstindig groere Nerven und enthdlt die zur
Versorgung notwendigen Blutgefdfle. Ein Nerv enthdlt mehrere Faszikel, die jeweils von ihrer
eigenen Hiille -dem Perineurium- umgeben sind. Innerhalb eines Faszikels liegen
Nervenfasern zusammengefasst in einer weiteren Bindegewebsstruktur, dem Endoneurium.
Alle genannten Hiillen dienen vor allem dem mechanischem Schutz der Nervenfaser
[Lillmann-Rauch 2003].

Periphere Nervenfasern kommen sowohl als marklose diinne Axone ohne Myelinscheide (im
ZNS <1 pm, im PNS < 2 um) als auch als markhaltige myelinisierte dickere Axone vor. Die
Myelinscheide wird im peripheren Nervensystem durch Schwann-Zellen, im zentralen
Nervensystem durch Oligodendrozyten gebildet. Myelinisierte Nervenfaser werden in
regelmifBigen Abstdnden von myelinfreien Zonen unterbrochen (Ranvier-Schniirringe, Nodus).
Das Internodium ist der Bereich zwischen zwei Schniirringen.

Erst durch die Myelinscheiden kann eine schnellere Weiterleitung von einzelnen elektrischen
Erregungen (Aktionspotentialen) entlang dem Axon durch die saltatorische Erregungsleitung
hergestellt werden als sie bei unmyelinisierten Axonen erreicht werden kann. Da Internodium-
Lange, Axondurchmesser, Myelinscheidendicke und daher auch Faserdurchmesser direkt

miteinander korrelieren, wird der Faserdurchmesser zur Klassifizierung von peripheren
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Nerven verwendet (Gruppe A-C). Als ,,Faustregel gilt: Je dicker die myelinisierte Faser,
desto hoher ist die Leitungsgeschwindigkeit [Liillmann-Rauch 2003].

Priterminal verzweigt sich ein Axon in mehrere kleine Aste, die jeweils mit einer
kolbenartigen Erweiterung (Endknopf) enden. Uber diesen Endknopf wird die Ubertragung
des Nervenimpulses zu anderen Neuronen oder Effektoren hergestellt und somit eine Synapse
gebildet. Die Information kann hierbei mittels interneuronalen chemischen oder elektrischen
Synapsen (Gap junction) weitergeleitet werden. Bei ersteren besteht im Gegensatz zu
elektrischen Synapsen ein Spalt zwischen den Plasmamembranen des Axonendes und der des
~Empfiangerneurons* (synaptischer Spalt). Hier wird die bis jetzt elektrische Information
mittels eines Neurotransmitters in eine chemische umgewandelt und von der prid- an die

postsynaptische Membran weitergeleitet (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Die Abbildung zeigt den molekularen Mechanismus bei Eintreffen eines
Aktionspotentials an der neuromuskuliren Synapse mit Ubertragung in die muskuldire
Membran. Quelle: Frings (2011), , Die Vergiftung der neuromuskuldiren Synapse”,
http://www.sinnesphysiologie.de/cono/cono05.htm [Stand 27.03.2012].

Als Transmitter dienen Acetylcholin, Monoamine, Aminosduren und Neuropeptide.

Das Aktionspotential ist die Grundlage eines jeden Nervenimpulses sowie der elektrischen
Erregungsweiterleitung [Mummert & Gradmann 1991; Klinke & Silbernagl 2005; Beilby
2007] (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der elektrischen Vorginge bei nervaler Erregung
durch ein Aktionspotential. Quelle: Jagemann, K-U. (2009-2011), ,,Das Aktionspotential “,
http.//www.jagemann-net.de/biologie/bio I 3/neurobiologie/aktionspotenzial/aktionspotenzial.

php [Stand 20.04.2012].

AuBlerdem werden offene Verletzungen, bei denen der Nerv scharf durchtrennt oder zerrissen
worden ist, von geschlossenen, bei denen es zu Kontusionen kommen kann, differenziert.
Traumatische Schiadigungen peripherer Nerven sind Folge von Schnitt-, Stich-, Zug-, Schuss-
und Druckverletzungen und treten oft zusammen mit Luxationen und Frakturen auf. Zu
unterscheiden sind primdre und sekundire Nervenschiden. Bei letzteren setzt der
Nervenschaden erst nach Wochen bis Jahren (Spitldhmung) durch Kallus- und Narbenbildung
ein. Aber auch iatrogen, durch chronische Druckschidigung und durch toxische oder
metabolische FEinfliisse konnen Nervenschidden hervorgerufen werden [Kretschmer et al.
2014].

Die Auswirkung von Nervenldsionen auf Motoneurone, Nerven und Muskulatur beinhalten
metabolische, biochemische, elektrophysiologische und morphologische Verdnderungen
[Sunderland 1987; Brushhart 1988, 1993; Grubb et al. 1991; Kline & Hudson 1995; Doolabh
et al. 1996; Brushart et al. 1998; Rafuse & Gordon 1996; Zhou et al. 1995].

3.5. Pathophysiologie des traumatisierten Nervenschadens
Wird ein Nerv komplett durchtrennt, setzt distal der Verletzung eine anterograde Degeneration

des Axons und aller Myelinscheiden ein (Waller-Degeneration) [Kretschmer et al. 2014;
Lillmann-Rauch 2003] (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Gezeigt wird der Prozess der Regeneration eines Nervens inklusive der
dazugehorenden Waller-Degenration, die einen wesentlichen Aspekt hierbei darstellt. Quelle:
Rastatter, Dodd, Lynch, Stratman (2009), "Biomaterials for nerve regeneration”,
http://chen2820.pbworks.com/w/page/11951452/Biomaterials%20for%20nerve%20regenerati
on [Stand 05.12.2015].

Im proximalen Axonabschnitt findet eine retrograde Degeneration der Fasern bis zum
nichstgelegenen Ranvier-Schniirring statt [Mumenthaler et al. 2007]. Ist die Léasion zu nahe
am Perikaryon, dann kann es gegebenenfalls zum Untergang des gesamten Neurons kommen.
Der Schweregrad der Nervenldsion bestimmt das Ausmal} neurologischer Ausfille. Daher
wurden Einteilungen zur Beurteilung dieser aufgestellt. Klinisch hat sich vor allem die

Einteilung von Seddon mit der Untergliederung in Neuropraxie, Axonotmesis und

Neurotmesis bewihrt (Abbildung 10):
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Schidigungsgrade eines Nerven. Quelle:
Mumenthaler, Stéhr, Miiller-Vahl, (2003) (Wikipedia), ,,Ldsionen peripherer Nerven und
radikuldre Syndrome*, http://de.wikipedia.org/wiki/Neurotmesis [Stand 27.03.2012].

Durch Dehiszenz der Nervenenden wie bei der Neurotmesis konnen gréfere Liicken entstehen,
was eine Regeneration erschwert bzw. verhindert. Denn proximale Axonaussprossungen
benoétigen bindegewebige ,,Leitstrukturen®, die sie zum distalen Abschnitt leiten, jedoch nur
gewisse Distanzen iiberbriicken konnen [Mumenthaler et al. 2003; Masuhr & Neumann 2007].
Bei Traumata peripherer Nerven beobachtet man selten eine vollstindige Riickgewinnung der
urspriinglichen Funktion [Rodriguez 2004]. Es kommt zur Stérung der Motorik, was zur
Paralyse und Atrophie der denervierten Muskulatur fiihren kann. Obwohl
elektrophysiologische Tests und histologische Methoden einen guten Grad der Reinnervation
des betreffenden Muskels nach Trauma aufzeigen konnen, stellt sich nur eine geringe
Korrelation zur Erholung der komplexen Funktionen dar, wie dies z.B. bei den Gehmustern
nach Verletzung des Nervus ischiadicus deutlich wird [De Medinacelli 1988; Valero-Cabre &
Navarro 2002; Lago & Navarro 2006]. Die Hauptursache fiir bleibende Defizite und
Dysfunktionen sind die begrenzte Zahl von Axonen, die durch die Regeneration den distal
degenerierten Nerven erreichen und die mangelnde spezifische Ziel-Innervation durch die

regenerierten Axone.

Nervenregeneration
Eine erfolgreiche Nervenregeneration kann nur dann stattfinden, wenn die Axone des

proximalen Stumpfes den distalen erreichen [ Bramer 2009].
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Daher dient als Grundlage fiir den Regenerationsprozess (Abbildung 11) die zunichst
einsetzende Proliferation der Schwann-Zellen hauptsichlich des proximalen Nervenstumpfes

durch die Wirkung mitogener Zytokine aus immigrierten Makrophagen.

crush lesion basal membrane

N. ischiadicus
M. biceps

oY

Wallerian degeneration

regenerating axon

Abbildung 11: Die Abbildung zeigt den Schdidigungsort des Nerven an den Versuchstieren
sowie dessen Regenerationsprozess. Nach Traumatisierung des Nerven wandern
Makrophagen ein, die mit der Sekretion mitogener Faktoren die Regeneration unterstiitzen
und Gewebsreste beseitigen. Im Sinne der Waller-Degeneration setzt zundchst die
Degeneration des Axons ein. Bei intakter Basalmembran wdchst das Axon an der sich neu
gebildeten und als Leitstruktur dienenden Myelinscheide entlang zum distalen Axonstumpf.
Quelle: Zhelyaznik nd Mey (2006), ,, Retinoic Acid in Development and Regeneration of the
Nervous  System*, http://www.bio2.rwth-aachen.de/research/RERENER.htm  [Stand
28.03.2012].

Sie lagern sich zu langen Ketten zusammen (Biingner-Bénder), die von einer neuen
Basallamina umgeben werden. An den Axonen am proximalen Stumpf kommt es zu
Aussprossungen, die zu allen Seiten hin auswachsen. Jedoch verlingern sie sich durch
neurotrophe Faktoren aus den Schwann-Zellen vor allem in Richtung des distalen
Nervenstumpfes. Indem sie in die Biingner-Bander eindringen, benutzen sie diese als
Leitschienen, um mit einer Wachstumsgeschwindigkeit von ca. 1- 4 mm/d (Mensch) bzw. 3-4
mm/d (Ratte; nach Kontusionstrauma) oder 2-3 mm/d (Ratte; nach Transsektionstrauma) den
Anschluss an das distale Ende zu finden. Nur die Aussprossung, die zuerst in synaptischen
Kontakt mit dem distalen Nervenende tritt, bleibt erhalten, die librigen werden abgebaut.
Dieses neue Axon wird daraufhin von proximal aus myelinisiert [Liillmann-Rauch 2003].

Wenn die durchtrennten Nervenenden nicht in unmittelbarer Ndhe gelegen sind oder hat
bereits eine Vernarbung an der Schnittstelle eingesetzt, fiihrt dies zur Fehlleitung der Axone

und der Schwann-Zellen. Es bildet sich ein Hyperregenerat des peripheren Nervens- ein
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traumatisches bzw. Amputationsneurom [Herbst & Hiibner 2003; http://www.pathologie-
online.de. Stand 28.03.2012].

An einzelnen gemischten Nerven mit gleichen Regenerationsbedingungen wurde gezeigt, dass
die Regeneration sensorischer Axone gegeniiber der von motorischen dominiert [Suzuki et al.
1998]. Jedoch ist der erreichte Grad der funktionellen Reinnervation nach ldngerer
Beobachtungszeit fiir groBe myelinisierte motorische und sensorische Fasern gleich [Navarro
et al. 1994; Valero-Cabré et al. 2001].

Als Mal fiir die Regenerationsfahigkeit eines Nerven wird die Nervenleitgeschwindigkeit
(NLG) herangezogen. Es konnte gezeigt werden, dass sich die NLG nach erfolgreicher
Operation in vielen Féllen besserte, aber nicht vollstindig normalisierte, da die
Mpyelinscheiden von verminderter Dicke im Vergleich zu physiologischen Werten blieben

[Ludin 1979; Liillmann-Rauch 2003; Shatat 2007].

3.6. Therapie des traumatisierten Nerven
Das Erkennen einer Nervenldsion und das unverzogerte Einleiten einer fachgerechten
Behandlung spielt eine wichtige Rolle im Hinblick auf die bestmogliche
Funktionswiederherstellung [AWMF 2013].
Klinisch anwendbar fiir die Einschitzung des Regenerationsverlaufs und die daraus
erfolgende Wahl der notwendigen therapeutischen MaBnahme sind das Hoffmann-Tinnel-

Zeichen, das EMG, die NLG- und die MEP-Untersuchungen [Kretschmer et al. 2014].

Konservative Therapie

Bei der konservativen Therapie werden die Hochlagerung und Schienung der Extremitit
angewendet. AuBerdem werden durch tigliche krankengymnastische Ubungen die
Regeneration eines peripheren Nervens und der Einsatz funktionsfahig gebliebener
Antagonisten gefordert und gleichzeitig eine Uberdehnung der paretischen Muskulatur sowie
Kontrakturen vermieden. Um Muskelatrophien bei vollstindiger Nervendurchtrennung zu
verzogern, kann die Reizstromapplikation eine mogliche Therapievariante darstellen [Masuhr
& Neumann 2005; Kretschmer et al. 2014]. Ist die Kontinuitét erhalten geblieben, hat aber
eine Erholung der Nervenfunktion nach konservativer Therapie nicht eingesetzt, sollte eine
Exploration des Nervens und gegebenenfalls eine Rekonstruktion oder Neurolyse

durchgefiihrt werden [Masuhr & Neumann 2005; Pschyrembel 2007; Krischek & Feigl, 2008].
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Operative Therapie

Bei allen Kontinuitdtsunterbrechungen und bei schweren Neurotmesisschidden sollte eine
operative Nervennaht oder ggf. eine Nerventransplantation zum Einsatz kommen [Masuhr &
Neumann 2007].

Im Sinne des Tissue Engeneering wird mittels kiinstlicher Materialien eine Nervenleitschiene
als Alternative zu autologen Nerventransplantaten und Nervennédhten verwendet. Solche
sogenannten Nervenkonduits sollen den intrinsischen Regenerationsprozess unterstiitzen und
beschleunigen [Guenard et al. 1992; Bryan et al. 1996; Annselin et al. 1997; Levi et al. 1997;
den Dunnen et al. 1996; Fansa et al. 2001].

4. Ziel der Studie

Das Ziel der vorliegenden experimentellen Studie war die Etablierung eines Rattenmodells.
Fiir dieses wurde der traumatisierte quergestreifte Skelettmuskel der Versuchstiere untersucht,
dessen innervierender Nerv unterschiedlich starke Schidigungsgrade zuséitzlich erhielt.
Hierbei wurde nicht Muskel und Nerv einzeln betrachtet, sondern die Traumatisierung und
thre Wiederherstellung als Muskel-Nerven-Kombination untersucht. Dabei wurde auf die

folgenden Fragen ndher eingegangen:

1. Kann der gewihlte Kraftgrad der nervalen und muskuldren Traumainduktion sowie der
Beobachtungszeitraum im Hinblick auf das Regenerationspotential aussagekréftige
Ergebnisse fiir ein grundlegendes Tiermodell erbringen ?

2. Wie stark beeinflusst ein zusétzliches Nerventrauma die Regeneration des Muskel?

3. Wie beeinflusst ein zusétzliches Nerventrauma immunohistochemisch das apoptotische und
proliferative Zellverhalten im traumatisierten Skelettmuskel?

4. Welche Auswirkung hat die kombinierte Muskel-Nerven-Verletzung auf das
Schmerzverhalten?

5. Ist eine muskuldre und/ oder nervale Regeneration zu physiologischen Werten im

verwendeten Beobachtungszeitraum moglich?

5. Material und Methoden

5.1. Versuchstiere
Die Versuche wurden an ménnlichen Wistar-Ratten mit einem anfanglichen Korpergewicht

von 275-325 g durchgefiihrt. Vor Beginn der experimentellen Untersuchungen wurden die
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Tiere fiir mindestens eine Woche in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des Institutes
fiir Experimentelle Chirurgie, Universitit Rostock (Direktor: Prof. Dr. med. Brigitte Vollmar;
Tierschutzbeauftragter Dr. rer. nat. H. Stein) artgerecht nach den Richtlinien des deutschen
Tierschutzgesetzes in Einzellaborkédfigen bei 12-stiindigem Tag-/Nachtrhythmus unter
Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter ad libitum gehalten. Die Tierversuche

waren gemél dem Tierschutzgesetz genehmigt (LVL-MV/TSD/7221.3-1.1-049/04).

5.2. Narkose und chirurgische Priaparation

Die Andésthesie der Tiere wurde mit Pentobarbital (55 mg/kg KG; Narcoren; Merial GmbH,
Hallbergmoos) intraperitoneal eingeleitet. AnschlieBend wurden die Tiere am Abdomen,
Riicken und den gesamten Hinterbeinen rasiert, mit Povidon-Jod desinfiziert (Betaisodona®;
Mundipharma, Limburg, Deutschland) und in Bauchlage positioniert. Die
Korperkerntemperatur wurde mittels Heizplatte (und riickgekoppelter rektaler Sonde)
konstant bei 36-37°C gehalten. Das rechte Hinterbein wurde mittels Klebefilm iiber der
jeweiligen Pfote fixiert. Der Hautschnitt fiir die Préparation des Nervens erfolgte zirka ab der
Mittellinie des Riickens schrig hinunter bis zirka zum Hiiftgelenk iiber etwa 2,5 cm. Durch
stumpfes Auseinanderspreizen der Muskulatur wurde der N. ischiadicus freigelegt. Fiir eine
exaktere und leichtere Durchfiihrung der Messung der Nervenleitgeschwindigkeit durch das
Anhalten von Elektroden an den Nerven wurde die Haut ober- und unterhalb des
Hautschnittes an jeweils zwei Fiaden nach lateral und medial an Haken aufgespannt

(Abbildung 12). Hierdurch wird ein freier Zugang zum Nerven ermdglicht.

Abbildung 12 Abbildung der Lagerung des Versuchstiers und Anbringung der Elektroden.
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Fiir die Préparation des M. soleus wurde das Tier in der eben angefiihrten Position belassen
und zunichst ein Hautschnitt entsprechend des Verlaufs des Muskels vom Sprunggelenk bis
zur Patella liber zirka 2,5 cm gesetzt. Durch stumpfes Abtrennen der Muskelfaszie von der
Haut wurde diese freigelegt und darauthin der Linge des Muskels nach &dhnlich dem
Hautschnitt eréffnet. Darauthin konnte der Muskel vorsichtig stumpf mit Wattestibchen vom
M. gastrocnemius freiprapariert und somit einzeln dargestellt werden.

Alle FEingriffe wurden mit mikrochirurgischen Instrumenten und unter nicht sterilen

Bedingungen durchgefiihrt.

5.3. Traumamodell

5.3.1. Traumamodell des Skelettmuskels

Fiir die Herstellung eines traumatischen Muskelschadens wurde eine instrumentierte Klemme
verwendet. Diese ist leicht gebogen und die Branchen mit Polyethylenschlduchen iiberzogen,
um die Verletzung der Muskelfaszie zu vermeiden. Fiir die Einstellung des mit der Klemme
ausgefiihrten Drucks war eine computergestiitzte Eichung vorgenommen worden. Auf diese
Weise konnte am freigelegten Muskel eine standardisierte Kontusion mit einer konstanten
Kraft von 25 N durchgefiihrt werden (DMC PLUS, HBM Hottinger Baldwin Messtechnik
GmbH, Deutschland). Dabei wurde der Muskel an 7 verschiedenen Stellen (drei oberhalb und
vier unterhalb des zentralen GefaBbiindels) quer zur Langsrichtung des Muskelverlaufs fiir
jeweils 10 Sekunden mit gleichem Kraftgrad geklemmt. Das neurovaskuldre GefaB3biindel
musste sorgsam ausgespart werden, um eine weiterhin ungestorte nervale und vaskulére
Versorgung des Muskels zu ermdglichen. Schlieflich wurde posttraumatisch der Muskel mit
0,9 %iger NaCl-Losung lavagiert und anschlieBend sowohl die Faszie als auch die Haut mit
resorbierbaren Prolenfdden der Starke 4-0 vernédht. Die verschlossene Wunde wurde nochmals
antiseptisch mit Povidon-Jod gereinigt und mit Spriihpflaster (Opsite Spray, Smith & Nephew
GmbH, Schenefeld, Deutschland) versorgt.

5.3.2. Traumamodell des Nerven

Nach Freilegung des N. ischiadicus und Offenhalten der Wunde durch an Haken befestigten
Féaden wurde der Nerv -abhéngig von der Versuchsgruppe- ebenfalls mit der gleichen Klemme
fiir 30 Sekunden mit 25 N auf etwa der Hilfte der Oberschenkel-Lange proximal vom Abgang
des N. peronacus com. gequetscht (DMC PLUS, HBM Hottinger Baldwin Messtechnik

GmbH, Deutschland), mittels einer mikrochirurgischen Schere durchtrennt oder lediglich von
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den Branchen der standardisierten Klemme umfasst und jeweils mit 0,9 %iger NaCl-Losung
umsplilt worden. SchlieBlich wurde der Hautschnitt mit Einzelknopfndhten verschlossen, mit
Povidon-Jod desinfiziert und mit Spriihpflaster (Opsite Spray, Smith & Nephew GmbH,
Schenefeld, Deutschland) versorgt.

5.4. Versuchsgruppen und experimentelles Protokoll

Fir die Versuche wurden 12 Gruppen (Sham-, Crush-, Trans-Gruppe mit jeweils 4
unterschiedlichen Untersuchungszeitraumen) mit je 6 ménnlichen Wistar-Ratten verwendet.
Eine derartige Gruppengrofle stellt die Grundlage zur Ermittlung signifikanter Werte.

Die Traumatisierung des M. soleus wurde an jedem Tier jeder Versuchsgruppe durchgefiihrt.
Sowohl bei der Préparation des Muskels als auch des Nervs wurde 0,9 %ige NaCl-Losung
zum Lavagieren verwendet. In der Kontusionsgruppe wurde der N. ischiadicus zusédtzlich
mittels der instrumentierten Klemme fiir 30 Sekunden gequetscht und in der
Transsektionsgruppe zusitzlich mit einer mikrochirurgischen Schere durchtrennt. Eine
Kontrollgruppe mit vollstindig intaktem N. ischiadicus ist aulerdem einbezogen worden.
Hier wurde nur das muskuldre Trauma gesetzt und der Nerv nach seiner Freilegung nicht
geschidigt (Sham-Operation).

Nach der Randomisierung wurden die Tiere verschiedenen Gruppen zugeteilt und an den

Tagen 1, 7, 14 und 42 die abschliefenden Untersuchungen vorgenommen (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Schematische Darstellung der Versuchsgruppen.
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Nach regelmifBiger Priifung des Schmerzempfindens der Tiere wurde die Pentobarbitaldosis
dem aktuellen Bedarf angepasst. Die finalen Untersuchungen dauerten ca. eine Stunde. Das

Blut fiir die abschlieBende Vollblutanalyse wurde durch Herzpunktion gewonnen.

5.5. Untersuchungsmethoden

5.5.1. Schmerztest nach von Frey

Insgesamt wurden alle Untersuchungen des schmerzassoziierten Verhaltens nach giiltigen
ethischen Grundregeln, wie sie von der Internationalen Vereinigung zum Studium des
Schmerzes (International Association for the Study of Pain, IASP) vorgegeben sind,
durchgefiihrt. Die Schmerztestung erfolgte dabei jeweils an Tag 0 vor nervaler und
muskuldrer Traumainduktion sowie an den finalen Untersuchungstagen.

Zur Ermittlung der mechanischen Schmerzschwelle wurde die Ratte zuerst in einen allseitig
einsehbaren Kéfig mit Maschenboden (0,6x 0,6 cm grofe Zwischenrdume) gesetzt und dann
zehn Minuten zur Gewdhnung an die neuen Umgebungsverhiltnisse abgewartet. Danach
wurde die Hinterpfote durch geeichte von Frey-Filamente (Semmes-Weinstein Monofilaments,
North Coast Medical, Inc., Morgan Hill, CA, USA) der Starken 0,6 g bis 15,0 g (5,83 mN bis
147 mN) stimuliert (Abbildung 14).

Abbildung 14: Abbildung der verschiedenen genutzten von Frey-Filamente in den Stdrken
06g 1,4g 20g 60g 10,0 gund 15,0 g.

Ein einzelner Durchgang enthielt sechs Stimulationen mit einer Frequenz von 1/s. Es wurden
fiinf Durchgénge in einem Intervall von drei Minuten durchgefiihrt. Die Reaktionen auf die
Stimulation wurden in jedem dieser fiinf Durchgéinge prozentual angegeben (Formel: Anzahl
der Reaktionen/ 30 x 100) [Chaplan et al. 1994]. Die Testung wurde fiir jede Filamentstarke

durchgefiihrt. Begonnen wurde jeweils mit dem 0,6 g-Filament.
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5.5.2. Biomechanische Untersuchung

Fiir die biomechanische Kraftmessung nach Matziolis et al. [Matziolis et al. 2006] wurden die
Tiere mit Pentobarbital (55 mg/kg KG; Narcoren; Merial GmbH, Hallbergmoos) narkotisiert,
der Riicken und die gesamten Hinterbeine beidseits rasiert, die Tiere in die Bauchlage auf
einer Heizplatte positioniert und die rasierten Bereiche mit Braunoderm Hautdesinfektion
gereinigt. Daraufhin erfolgte mittels mikrochirurgischer Instrumente beidseits die Praparation
des N. ischiadicus und des M. soleus wie bereits beschrieben. AnschlieBend wurde die
Durchtrennung der Achillissehne und das Abpréparieren aller Sehnen, die noch am M. soleus
inserierten, vorgenommen. Auf diese Weise ist der Muskel in seiner Kraftwirkung
vollkommen eigenstindig bewertbar. Im Bereich der Ansatzsehne des M. soleus wurde ein
Faden (Prolen 4-0) fiir die Untersuchung der Muskelkraft angebracht (Abbildung 15).

Das Tier wurde in die Kraftmessapparatur (Experimentaria, Budapest, Ungarn) umgelagert
und in dieser positioniert. Dazu wurde das jeweilige zu untersuchende Hinterbein und seine
Gelenke in eine physiologische Neutralnullstellung gebracht und das Hinterbein im Knie- und
im Sprunggelenk fixiert. Auf diese Weise kann eine isometrische Kontraktion sichergestellt
werden. Daraufthin wurde der Faden in der Ansatzsehne des M. soleus an der
Transduktionseinheit des Messgerites angebracht. Mittels des beweglichen Manipulators
konnte die Extremitétenpositionierung optimiert und eine Vordehnung des Muskels von 20 g

erreicht werden.

Abbildung 15: Versuchseinrichtung mit biomechanischer Kraftmessung an der Ratte. Zur
indirekten Stimulation des M. soleus wurde der N. ischiadicus in eine gebogene Elektrode
eingelegt. Der M. soleus wurde durch Anbringen einer Naht am Sehnenansatz in die
Versuchseinrichtung eingespannt. Wdhrend computerunterstiitzter Gabe von elektrischen
Reizen wurde die resultierende Muskelkraft -transferiert durch eine Messeinrichtung- digital
aufgenommen.

25



AnschlieBend wurde fiir die indirekte Stimulation des M. soleus iiber den N. ischiadicus der
Nerv in die Stimulierungselektrode gelegt und zur Optimierung der Leitfdhigkeit die
Kontaktstelle von Nerv und Elektrode mit 0,9%iger NaCl-Losung umspiilt. Fiir die direkte
Reizung des Muskels ist die Stimulierungselektrode an den Muskel gelegt und auch hier die
Kontakstelle mit 0,9%iger NaCl-Losung umspiilt worden. SchlieBlich konnte nun die
Messung der Kontraktionskraft des M. soleus durch das Experimentarie-Messsystem erfolgen.
Dabei konnen sowohl die neuromuskulidre Konduktion als auch die kontraktilen Funktionen
des entsprechenden Muskels untersucht werden. Das System besteht aus dem Drei-Panel-
Manipulator zur Verdnderung der Position des FSG-01 Krafttransduktors, dem
Krafttransduktor, AM-04-Manipulator, der Stimulierungselektrode, einer Verbindung zu
Kraftumwandlern und dem Halterungs- und Fixierungsapparat. Vom Transduktor wird ein
mechanisches Signal an den Kraftumwandler gesendet und von diesem in einen elektrischen
Impuls transformiert. Dieser wird spiter von einer speziellen Software ausgewertet.

Fiir die Untersuchung wird der Nerv mittels eines bipolaren Signals mit 9 mA und 75 Hz
fiinfmal stimuliert. Die Reizdauer betrug 0,1 Sekunde (8 Perioden), die Intervalle zwischen
den einzelnen Reizen 5 Sekunden [Matziolis et al. 2006]. Auf diese Weise wurden
Einzelzuckungen -single twitch- erzeugt. Durch die Verlingerung der Reizdauer auf 3
Sekunden konnte eine tetanische Kontraktion -tetanus- erzeugt werden. Die Stirke der
Kontraktionskraft im FEinzel- und Tetanusmodus wurde durch die Berechnung des
Mittelwertes der Amplituden von fiinf aufeinander folgenden Muskelreaktion erhalten. Nach
Beendigung der Kontraktionskraftmessung der gesunden Seite (rechtes Bein) erfolgte die
Messung an der traumatisierten Seite (linkes Bein). Die Ergebnisse der Muskelkraft sind
durch das Verhéltnis der Kraft des traumatisierten Muskels zu der des gesunden Muskel der
kontralateralen Seite derselben Ratte ermittelt worden. AbschlieBend wurde der Muskel dem
Tier beidseits entnommen und flir weitere Untersuchungen wie die Ermittlung des

Muskelfeuchtgewichts sowie histomorphologische Auswertungen asserviert.

Stimulierungsprotokoll:

Fast twitch: 9 mA/ 75 Hz, 5-mal fiir je 0,1 s bipolare Stimulation mit 5 s Intervallen zwischen
den Impulsen.

Tetanus: 9 mA/ 75 Hz, 5-mal fiir je 3 s bipolare Stimulation mit 5 s Intervallen zwischen den

Impulsen.
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5.5.3. Nervenleitgeschwindigkeit

Alle Tiere der Sham- (n=24) und der Kontusionsgruppe (n=24) wurden der Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit unterzogen. Die erste Messung an jedem Tier erfolgte vor
Traumainduktion, die zweite am letzten Tag der entsprechenden Versuchsgruppe (Tag 1, 7, 14
oder 42) vor der Untersuchung der Muskelkraft. Der Nerv wurde dabei an zwei verschiedenen
Stellen stimuliert. Zum einen wurde ein Impuls proximal des Kontusionsbereichs nahe des
Austrittspunktes des N. ischiadicus aus dem Foramen ischiadicum majus gesetzt, zum anderen
distal der Lisionsstelle im gleichen Abstand wie bei der proximalen Reizung zur
Kontusionsstelle. Zur Reizung wurden Rechteck-Stromstéfe mit einer Dauer von 0,1 ms
(supramaximaler Intensitit) und einer Frequenz von 0,2 Hz (A320; World Precision
Instruments, Berlin, Germany) unter Verwendung eines PCs (LabView software, National
Instruments, Austin, TX, USA) appliziert. Zur Ableitung der durch den Stromreiz ausgeldsten
Muskelkontraktion ist eine Nadelelektrode (Meditronic Functional Diagnostics, Skovlunde,
Dinemark) in der Extensorengruppe der hinteren Gliedmalle der Ratte positioniert worden.
An der Dorsalseite wurde zwischen dem MittelfuBknochen die Referenzelektrode gesetzt.
AuBlerdem ist eine Erdungselektrode subcutan plantar appliziert worden. Die erhobenen Daten
wurden in einem Bereich zwischen 30 HZ und 1,3 kHz gefiltert und mit 1V/mV verstarkt
(EXT-10C; Verstarker, npi electronics, Tamm, Germany). Die Korperkerntemperatur der Ratte
wurde durch eine Heizplatte iiber den gesamten Zeitraum der Messung konstant auf 36-37 °C
gehalten. Die Weiterverarbeitung und Auswertung der erhaltenen Daten wurde mit Hilfe der
LabView-Software am PC durchgefiihrt. Durch diese Experimentieranordnung konnte die
nervale und muskulidre Antwort auf einen elektrischen Reiz mit Latenz der Muskelkontraktion

sowie die notwendige Reizstirke fiir die Erzeugung einer Muskelkontraktion ermittelt werden.

5.5.4. Histomorphologie des M. soleus

Fir die lichtmikroskopische Untersuchung des M. soleus wurde am Ende der in vivo-
Versuche die Skelettmuskulatur entnommen und in 4%iger Formalinlosung 2-3 Tage fixiert.
AnschlieBend erfolgte die Einbettung des Muskelgewebes in voller Muskellidnge in Paraftin.
Darauthin wurden von den Gewebeblocken 4 um Serienschnitte in longitudinaler Richtung

von proximal nach distal angefertigt.

5.5.4.1. Apoptose: TUNEL-Methode
Fiir den histomorphologischen Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen wurden die

Muskeln in Paraffin eingebettet und von den Gewebebldcken 4 um starke Serienschnitte
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angefertigt. Diese Schnittpriparate sind darauthin mittels TUNEL-Methode untersucht
worden (ApoTag; Shemicon International Inc., Temecula, CA, USA).

Dabei erfolgte die quantitative Analyse auf dem Auflichtmikroskop (Axioskop 40; Zeiss,
Oberkochen, Deutschland) unter Verwendung eines 40x Objektives (Achroplan, Zeiss, 0,65
NA). In den nach TUNEL-Methode angefertigten Schnittprdparaten fand die quantitative
Auswertung durch Auszdhlen von TUNEL-positiven Zellen in 25 Gesichtsfeldern statt

(angegeben wurde die Anzahl der Zellen pro Fliche n/mm?).

5.5.4.2. Proliferation: BrdU-Fiarbung

Fiir den immunhistologischen Nachweis proliferierender Zellen wurde den Tieren 48 Stunden
vor der abschlieBenden Untersuchung BrdU in der Konzentration 50 mg/kg KG i.p. appliziert.
Die Paraffinschnitte des Muskels wurden schlielich mittels der BrdU-Methode analysiert.
Die Schnittpraparate wurden zundchst Mikrowellen ausgesetzt, um eine Antigendemaskierung
zu erreichen. Die erste Behandlung erfolgte fiir 18 Stunden bei 4°C mit dem monoklonalen
Anti-BrdU-Primérantikdrper (1:50; Dako Cytomation, Hamburg, Deutschland). Nach dem
Waschen und damit der Entfernung iiberschiissiger Primérantikdrper wurde das Priparat mit
einem Sekundirantikérper (HRP (horseradish peroxidase gekoppelter Antikorper) inkubiert,
welcher sich an den Primirantikorper bindet. Dann wird das Préparat mit
3,3'Diaminobenzidin gefdrbt und darauthin die Gegenfiarbung mit Hémalaun durchgefiihrt.
AbschlieBend werden die Priparate in aufsteigender Alkoholreihe entwéssert und mit einer
Klebeschicht und einem Deckglas versehen.

Zur quantitativen Auswertung wurde das Lichtmikroskop (Axioskop 40; Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) mit einem 40x Objektiv (Achroplan, Zeiss, 0,65 NA) verwendet. Hierbei
wurden die BrdU-positiven Zellen in 10 Gesichtsfeldern in der Penumbrazone ausgezéhlt. Die
Penumbra -die ischdmische Randzone- ist die Zone, die unmittelbar an den Bereich der
zentralen Nekrose angrenzt. Bei der Zihlung wurden die proliferierenden Zellen direkt
unterhalb der Basalmembran als Satellitenzellen gewertet. Entsprechend wurden BrdU-
positive Zellen im Interstitium als Fibroblasten und in der Nihe der Blutgefile als
proliferierende Endothelzellen gezdhlt. Die BrdU-positiven Zellen dieser drei Zellreihen
wurden einzeln ausgezédhlt und als Zellzahl pro 10 Myozyten présentiert, wie von Ferreira und

Mitarbeitern [Ferreira et al. 2006] beschrieben.
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5.5.5. Muskelfeuchtgewicht

Am letzten Tag des jeweiligen Untersuchungszeitraumes wurde nach der biomechanischen
Kraftmessung der Ratte sowohl der linke traumatisierte als auch der rechte gesunde M. soleus
entnommen. Die Gewichte beider Muskeln wurden daraufthin bestimmt und ins Verhéltnis

zueinander gesetzt.

5.5.6. Vollblutanalyse

Nach Beendigung der finalen Untersuchungen wurde an jedem Tier arterialisiertes Blut aus
dem Herzen entnommen. Fiir die Blutgasanalyse wurde eine heparinisierte Glaskapillare mit
ca. 90 ul Blut verwendet. AnschlieBend konnten die arteriellen Partialdriicke von Sauerstoff
(PaO2) und Kohlendioxid (PaCO.), pH, Hkt und BE bestimmt werden (Rapidlab 348; Bayer
Vital, Fernwald, Germany). Zur Erstellung des Blutbildes wurde das arterielle Blut in 200 pl
EDTA-R6hrchen abgenommen und anschlieBend mittels eines Blutanalysengerédt (Rapidlab

348) die systemische Leuzozyten- und Thrombozytenkonzentration bestimmt.

5.6. Statistische Auswertung

Die Daten sind als Mittelwerte £ Standardfehler des Mittelwertes (MW=SEM) angegeben.
Dabei rekrutieren sich die Mittelwerte der einzelnen Parameter aus den Einzelwerten pro Tier
pro Versuchsgruppe. Bei Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich zwischen den
Gruppen mittels ,,one way analysis of variance® (ANOVA) gefolgt vom Student’s t-Test fiir
den unverbundenen Paarvergleich. Signifikante Unterschiede von Werten innerhalb einer
Gruppe wurden mit Hilfe des gepaarten Student’s t-Test und Korrektur des alpha-Fehlers nach
Bonferroni fiir wiederholte Messungen gepriift.

Die graphische Darstellung sdmtlicher statistischer Tests wurde unter Verwendung des Soft-
ware Pakets SigmaPlot Version 9.0 (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) durchgefiihrt.
Unterschiede wurden bei p < 0,05 als signifikant angesehen [Stratos et al. 2010].

6. Ergebnisse

6.1. Verhalten

Alle Tiere erwachten nach Traumainduktion aus der Narkose ohne Komplikationen. Die Rat-
ten zeigten nach wenigen Stunden eine Wiederaufnahme des physiologischen Ess- und Trink-
verhaltens. Es lieBen sich in keiner Versuchsgruppe Infektionen an der operierten Extremitét

feststellen. In den ersten Tagen konnte jedoch ein Schonverhalten des linken Hinterlaufs beo-
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bachtet werden. Einige Tiere aus den Transsektionsgruppen fiir 14 und 42 Tage entwickelten

ein autoaggressives Verhalten (Abbildung 16a-c).

a b C

Abbildung 16a-c: Die Bilder zeigen Versuchstiere, die ein autoaggressives Verhalten im Ver-
lauf der Beobachtungszeit entwickelten. Sie bissen sich nach einer Zeit von mehr als 7 Tagen
die Zehen des traumatisierten Beines ab und zeigten ein verstdrktes Schonverhalten des jewei-
ligen Hinterlaufs.

6.2. Schmerztest nach von Frey
Bei der préoperativen Testung der Tiere am Tag 0 ergaben sich in jeder Versuchsgruppe
Normwerte gemél eines physiologischen Schmerzverhaltens mit einer maximalen Abwehrre-

aktion von 4-5% bei Filamenten mit 6 g und 7-12% bei 15 g (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Dargestellt ist die Schmerzreaktion der linken traumatisierten hinteren Extre-
mitdt als prozentualer Anteil bei Tieren der Sham-, Crush- und Transsection-Gruppe jeweils n
= 6) am Tag der Traumatisierung (Tag () mit den verschiedenen Stirken der von Frey-
Filamente. Angegeben sind MW + SEM

Am Tag 1 nach Traumatisierung zeigten die Tiere der Sham-Gruppe bei kleinen Filamentstér-
ken von 1,4 g und 2 g einen deutlichen Anstieg der Schmerzreaktion mit einer Zunahme von 0

am Tag 0 auf bis zu 4% am Tag 1 (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Dargestellt ist die Schmerzreaktion der linken traumatisierten hinteren Extre-
mitdt als prozentualer Anteil bei Tieren der Sham-, Crush- und Transsection-Gruppe jeweils n
= 6) am Tag 1 nach Traumatisierung mit den verschiedenen Stdrken der von Frey-Filamente.

Angegeben sind MW + SEM

An den folgenden Untersuchungstagen erhohte sich die Schmerzreaktion v.a. bei héheren
Filamentstarken von 6-15 g auf bis zu 14% (Tag 7) (Abbildung 19). Eine Normalisierung der
Werte auf das Ausgangsniveau zeigte sich erst ab Tag 42 (Abbildung 21).
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Abbildung 19: Dargestellt ist die Schmerzreaktion der linken traumatisierten hinteren Extre-
mitdt als prozentualer Anteil bei Tieren der Sham-, Crush- und Transsection-Gruppe jeweils n
= 6) am Tag 7 nach Traumatisierung mit den verschiedenen Stirken der von Frey-Filamente.
Angegeben sind MW + SEM

31



—il— Sham
—&— Crush

$
15 Trans
10 ¥ !

Anzahl [%]

Gewicht [g]
Tlag 14

Abbildung 20: Dargestellt ist die Schmerzreaktion der linken traumatisierten hinteren Extre-
mitdt als prozentualer Anteil bei Tieren der Sham-, Crush- und Transsektions-Gruppe jeweils
n = 6) am Tag 14 nach Traumatisierung mit den verschiedenen Gewichten der von Frey-
Filamente. Angegeben sind MW + SEM, * p < 0,05 vs. Sham, $ p < 0,05 vs. Trans.

Auf eine detaillierte Betrachtung kleinerer Filamentstdrken wurde im Folgenden aufgrund der
geringeren Aussagekraft weitestgehend verzichtet.

Die Crush-Gruppe zeigte am Tag 1 nach Traumainduktion eine deutliche Verminderung der
Schmerzreaktion auf bis zu 0,5% und damit eine Reduktion um 87% im Vergleich zu Sham-
operierten Tieren (Abbildung 18). Bis zum Untersuchungstag 14 stiegen die Werte der Crush-
Gruppe stark an auf bis zu 28%. Damit waren die Werte um bis zu 54% hoher als bei den Tie-

ren der Sham-Gruppe und um 64% hoher als bei Tieren der Trans-Gruppe (Abbildung 20).
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Abbildung 21: Dargestellt ist die Schmerzreaktion der linken traumatisierten hinteren Extre-
mitdt als prozentualer Anteil bei Tieren der Sham-, Crush- und Transsektions-Gruppe jeweils
n = 6) am Tag 42 nach Traumatisierung mit den verschiedenen Gewichten der von Frey-
Filamente. Angegeben sind MW + SEM, * p < 0,05 vs. Sham.
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Bis zum Tag 42 kam es jedoch zum vollstindigen Riickgang der Schmerzreaktion auf physio-
logische Werte (Abbildung 21).

Bei Tieren mit zusitzlich durchtrenntem Nerv zeigte sich die anfangliche Plegie, wie sie auch
bei Tieren der Crush-Gruppe mit verminderter Schmerzreaktion zu beobachten war, bis zum
Untersuchungstag 7 mit 80% weniger Schmerzreaktion im Vergleich zu Sham-Tieren und 70%
weniger im Vergleich zu Crush-Tieren (Abbildung 19). Bis zum 14. Tag erhdhten sich jedoch
die Werte und waren um nur ~21% geringer als die Werte der Tiere der Sham-Gruppe an die-
sem Untersuchungstag (Abbildung 20). Allerdings blieben sie auf gleichem Niveau bis zum
Tag 42 (Abbildung 21). Ein Riickgang zu physiologischen Werten kann hier nicht beobachtet

werden.

6.3. Biomechanische Untersuchung
Die Amplitude der Kontraktionskraft betrug fiir den nicht traumatisierten Muskel im

Mittelwert ca. 0,56 N fiir die Einzelzuckung und ca. 1,01 N fiir die tetanische Kontraktion.

6.3.1. Kurzkontraktion

In der Kontrollgruppe kam es zunéchst am 1. postoperativen Tag zu einer starken Reduktion
der Kontraktionskraft auf ~11% (Abbildung 22a). Jedoch zeigte sich eine kontinuierliche
Zunahme auf bis zu 78% am Tag 42. Physiologische Werte konnten folglich, obwohl es zu

keiner zusétzlichen Nervenldsion kam, selbst bis zu diesem Zeitpunkt nicht erreicht werden

(Abbildung 22a-b).
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Abbildung 22 a-b: Darstellung der Kraftentwicklung bei Kurzkontraktion des geschddigten
M. soleus durch das jeweilige Verhdltnis der Kraft des traumatisierter Muskels zur gesunden
Gegenseite im Verlauf der Untersuchung an den Tagen 1, 7, 14 und 42 fiir die Sham-Gruppe
(blau, n= 6), die Crush-Gruppe (rot, n= 6) und die Trans-Gruppe (gelb, n= 6). Abbildung 23a
zeigt dies bei direkter und 23b bei indirekter Stimulation. Angegeben sind MW + SEM, * p <
0,05 vs. Sham, #p < 0,05 vs. Crush.

Nach Traumainduktion stellte sich am Tag 1 bei Tieren der Crush-Gruppe eine bedeutend
stairkere Abnahme der Muskelkraft im Vergleich zu Tieren der Sham-Gruppe dar. Sie zeigten
um ~73% reduzierte Kraftwerte gegeniiber Tieren ohne Nerventrauma an diesem Tag. Zwar
zeigten Tiere mit zusétzlich gequetschtem Nerv bis zum Tag 7 eine Zunahme der
Kontraktionskraft um ~33% und verzeichneten damit die gleiche Regenerationskraft der
Muskelkraft wie Kontrolltiere. Jedoch kam es bis zum Tag 14 zu einer erneuten Reduktion um
dann 13%. Vom Tag 14 zu 42 konnte allerdings mit 56% mehr Kraftzunahme im Vergleich zu
Sham-Tieren ein stirkeres Regenerationspotential in diesem Zeitraum ermittelt werden
(Abbildung 22a). Bis zum lédngsten Untersuchungszeitpunkt betrégt jedoch der finale Wert mit
48% nur 62% der Kontraktionskraft, die Tiere der Kontrollgruppe erreichen konnten.

Tiere der Transsektions-Gruppe wiesen die geringste Muskelkraft am 1. postoperativen Tag in
allen Versuchsgruppen und -zeiten auf. Nachdem auch diese Tiere bis zum Tag 7 einen
anfanglichen Kraftzuwachs zeigten, sank die Kontraktionskraft darauthin kontinuierlich ab
und betrug am Tag 42 schlieBlich nur noch 15% der erreichten Kraft der Sham-Tiere
(Abbildung 22a).

Bei beiden Untersuchungsgruppen mit zusidtzlicher Nervenldsion konnte an den
Untersuchungstagen 7 und 14 ein deutliches Kraftdefizit durch indirekte Stimulation des
Muskels tiber den N. ischiadicus beobachtet werden (Abbildung 22b). Jedoch kam es bis zur

finalen Untersuchung nach 42 Tagen zur weitestgehenden Angleichung der Werte, sodass in
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beiden Gruppen schlielich die indirekte Reizung bis zu 10% (Crush-Gruppe) bzw. 4%
(Trans-Gruppe) mehr Kontraktionskraft erzeugte (Abbildung 22a-b).

6.3.2. Tetanie

Die Ergebnisse der Muskelkraft sowohl in der direkten als auch in der indirekten Messung
zeigten in allen Versuchsgruppen eine anndhernd gleiche Kinetik wie bei der eben
beschriebenen Kurzkontraktion, jedoch insgesamt auf einem reduzierten Niveau (Abbildung
23 a-b).

In der Crush-Gruppe konnte allerdings im Vergleich zur Kurzkontraktion im Zeitraum
zwischen dem 14. und 42. Tag mit 5% weniger Kraftzuwachs in der indirekten Messung ein
geringeres Regenerationspotential und mit 6% mehr Kraftzuwanchs in der direkten Messung

hier ein grofleres Regenerationspotential beobachtet werden (Vergleich Abbildung 22a-b und

23 a-b).
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Abbildung 23 a-b: Darstellung der tetanischen Kraftentwicklung des geschddigten M. soleus
durch das jeweilige Verhdltnis der Kraft des traumatisierter Muskels zur gesunden Gegenseite
im Verlauf der Untersuchung an den Tagen 1, 7, 14 und 42 fiir die Sham-Gruppe (blau, n= 6),
die Crush-Gruppe (rot, n= 6) und die Trans-Gruppe (gelb, n= 6). Abbildung 24a zeigt dies
bei direkter und 24b bei indirekter Stimulation. Angegeben sind MW + SEM, ANOVA Holm-
Sidak, *p < 0,05 vs. Sham, #p < 0,05 vs. Crush.

Bei Tieren mit zusitzlich durchtrenntem Nerven kam es mit nur 4% zu einer geringeren
Kraftabnahme in der Tetanie von Tag 14 zu 42 als bei der Kurzkontraktion (9%).

Insgesamt konnte aber in allen Versuchsgruppen beobachtet werden, dass die tetanische
Muskelkraft bis zum letzten Untersuchungszeitpunkt unter der Kraft bei Einzelzuckung lag
und somit ebenfalls keine physiologischen Werte erreichte (Vergleich Abbilung 22a-b und
Abbildung 23a-b).

6.4. Nervenleitgeschwindigkeit

Die Latenz betrug bei den Sham-operierten Tieren zu allen Untersuchungszeitpunkten
proximal 2,31 + 0,01 ms und distal ca. 2,01 + 0,01 ms. Die Amplituden zeigten Werte von
0,19 + 0,01 mA proximal und 0,23 + 0,01 mA distal iber den gesamten
Untersuchungszeitraum. Direkt nach nervaler Kontusion stieg die Latenz distal gering auf
2,34 ms an. Die Amplitude entsprach anndhernd dem Ausgangswert. Die proximale Messung
ergab zu diesem Zeitpunkt keine verwertbaren Potenziale.

Im Verlauf stieg die Latenz und hat bis zum Tag 7 um ca. 44% proximal und 46% distal
zugenommen. An beiden Messorten fand eine Reduktion der ermittelten Latenzwerte bis zum
Tag 42 statt. Jedoch blieb sie noch mit einer Zunahme von ~26% im Vergleich zu

physiologischen Ausgangswerten erhoht (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Diagramm der Latenz der Nervenleitgeschwindigkeit an Sham- und Crush-
operierten Tieren proximal und distal des Kontusionsbereichs direkt nach der
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Traumatisierung sowie an den Tagen 1, 7, 14, und 42 nach Trauma. Aufgefiihrt sind MW +
SEM, *p < 0,05 vs. Sham-prox, #p < 0,05 vs. Sham-dist, § p < 0,05 vs. Crush-prox.

Auch die Amplitudenwerte nahmen bis zum Tag 7 zu. Vor allem bei der distalen Messung
konnte eine Steigerung um 75% verzeichnet werden (Zunahme der proximalen
Amplitudenwerte um 34%). Darauthin fiel jedoch auch die Amplitude bis zum 42. Tag ab. Im
Gegensatz zur Latenzmessung konnten zu diesem Untersuchungszeitpunkt wieder

physiologische Ausgangswerte ermittelt werden (Abbildung 25a-b).
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Abbildung 25 a-b: Aufgetragen sind jeweils die Mittelwerte der Amplitude gegen die der
Latenz bei den Tieren der Crush-Gruppe. Gemessen wurde sofort nach Traumatisierung
distal der Kontusionsstelle (Tag 0-1) sowie nach 24 Stunden (Tag 0), 1, 7, 14 und 42 Tagen
Jjeweils proximal (a) und distal (b) der Kontusionsstelle.
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6.5. Histomorphologie des Muskels

6.5.1. Apoptose: TUNEL-Methode

Die in vivo Daten des apoptotischen Gewebeschadens wurden mittels der histo-
morphologischen TUNEL-Methode verifiziert.

Am Untersuchungstag 1 konnte in allen Gruppen eine erhdhte Anzahl apoptotischer Zellen
nachgewiesen werden. Kontrolltiere zeigten bereits ab dem 7. Tag fiir den gesamten weiteren
Verlauf physiologische Werte.

Tiere mit gequetschtem Nerven wiesen mit 9,7 + 2,1 pro mm? von allen 3
Untersuchungsgruppen die meisten TUNEL-positiven Zellen am Tag 1 auf. Sie zeigten
allerdings ebenfalls bis zum Tag 42 eine stetige Reduktion der apoptotischen Zellen bis auf
physiologische Werte.

Bei Tieren der Transsektionsgruppe stellte sich bis zum Tag 14 eine deutliche Zunahme
apoptotischer Zellen mit bis zu 68% im Vergleich zu Tag 1 dar und betrug hiermit ~82% mehr
als am gleichen Tag bei Tieren der anderen beiden Gruppen. Jedoch hatten sich zum Tag 42
die TUNEL-positiven Zellen auch in der Transgruppe wieder auf physiologische
Ausgangswerte normalisiert (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Dargestellt ist der Nachweis apoptotischer Zellen im Skelettmuskel nach
TUNEL-Fdarbung. Das Diagramm zeigt jeweils die Anzahl TUNEL-positiver Zellen in der
Sham-Gruppe (blau, n=6 pro Zeitpunkt), der Crush-Gruppe (rot, n=6 pro Zeitpunkt) sowie
der Trans-Gruppe (gelb, n==6 pro Zeitpunkt) an den Tagen 1, 7, 14 und 42.

6.5.2. Proliferation: BrdU-Fiarbung
Um das Proliferationspotential der geschiddigten Muskulatur aufzeigen zu kénnen, wurden

alle proliferierende Zellen sowie isoliert die Satellitenzellen mit der BrdU-Methode erfasst.

38



Am ersten postoperativen Tag konnte in allen Versuchsgruppen die hochste Anzahl an
insgesamt proliferierenden Zellen nachgewiesen werden mit einem Maximalwert bei der
Transsektions-Gruppe von 86,1 + 29,3 pro mm?. In allen Gruppen zeigte sich auBerdem eine
stetige Abnahme der BRDU-positiven Zellen bis zur Normalisierung der Werte am Tag 42.
Tiere der Crush-Gruppe hatten bereits an Tag 1 reduzierte Zahlen proliferativer Zellen und
wiesen vor allem am Tag 7 mit 71% weniger BrdU-positiver Zellen im Vergleich zu
Kontrolltieren eine deutlich schneller riickldufige Proliferation auf.

Bei den Tieren der Trans-Gruppe konnten zu allen Untersuchungszeitpunkten mehr
proliferierende Zellen ermittelt werden als bei Tieren der Crush-Gruppe. Sie betrugen bis zum
lingsten Untersuchungszeitpunkt von 42 Tagen mit 12,0 + 4,4 pro mm? noch mehr als das
Doppelte der Werte der Crush-Tiere und lagen noch 10% iiber denen der Kontrolltiere.

Somit zeigten die Sham-operierten Tiere zwar anfanglich die stirkste Proliferationskraft auf,
blieben jedoch im Verlauf gering hinter den Tieren der Transsektions-Gruppe zuriick

(Abbildung 27).
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Abbildung 27: Dargestellt ist der Nachweis aller proliferativer Zellen im Skelettmuskel nach
BrdU-Fdrbung. Das Diagramm zeigt jeweils die Anzahl BrdU-positiver Zellen in der Sham-
Gruppe (blau, n=6 pro Zeitpunkt), der Crush-Gruppe (rot, n=6 pro Zeitpunkt) sowie der
Trans-Gruppe (gelb, n=6 pro Zeitpunkt) an den Tagen 1, 7, 14 und 42.

Satellitenzellen

Proliferierende Muskelzellen, die unter der Basalmembran als BrdU-positive Satellitenzellen
liegen und daher gezdhlt wurden, konnten am deutlichsten bei Kontrolltieren bis zum Tag 14
mit maximal 1,1 + 0,4 pro mm? nachgewiesen werden. Danach kamen sie auf Ausgangswerte

zuriick (Abbildung 28).
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Abbildung 28: Abgebildet ist der Nachweis der anteilig proliferierenden Satelliten-Zellen
nach BrdU-Férbung im Skelettmuskel. Das Diagramm zeigt jeweils die Anzahl BrdU-positiver
Satelliten-Zellen in der Sham-Gruppe (blau, n=6 pro Zeitpunkt), der Crush-Gruppe (rot, n=6
pro Zeitpunkt) sowie der Trans-Gruppe (gelb, n=6 pro Zeitpunkt) an den Tagen 1, 7, 14 und
42.

Obwohl Tiere mit zusitzlich gequetschtem Nerven noch am ersten postoperativen Tag zirka
29% mehr positive Satellitenzellen aufwiesen als Tiere mit durchtrenntem Nerven, nahmen
diese ab diesem Tag stark ab und lagen zum lédngsten Untersuchungszeitpunkt wieder bei
physiologischen Ausgangswerten. Nach Tag 1 hatten sie im Verlauf im Vergleich aller
Gruppen die geringste Aktivitit proliferierender Muskelzellen.

In der Transsektions-Gruppe konnte hingegen nach Tag 1 ein deutlicher Anstieg BrdU-
positiver Satellitenzellen auf anndhernd den Werten der Sham-Tiere beobachtet werden. Bis
zum langsten Untersuchungszeitpunkt am Tag 42 zeigte sich jedoch im Gegensatz zu den
beiden anderen Gruppen eine weiterhin erhohte Anzahl positiver Satellitenzellen, die ~71%
hoher war als bei Tieren der Sham-Gruppe und ~57% als bei Tieren der Crush-Gruppe. Somit
kam es im gesamten Untersuchungsintervall zu einer Verschiebung der Regenerationskraft
von Muskelzellen von zundchst Sham-operierten Tieren zu Tieren mit gleichzeitig

durchtrenntem Nerven (Abbildung 28).

6.6. Muskelfeuchtgewicht
24 Stunden nach Traumatisierung des Muskels stellt sich ein deutlicher Anstieg des
Muskelfeuchtgewichts im Sinne eines Odems in allen Versuchsgruppen im Vergleich zur nicht

traumatisierten Seite dar mit einer Zunahme auf bis zu 145% (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Das Diagramm zeigt das relative Muskelfeuchtgewicht des traumatisierten M.
soleus im Vergleich zur Gegenseite an den Tagen 1, 7, 14 und 42 nach Schddigung fiir die
Sham-Gruppe (blau, n=6), die Crush-Gruppe (rot, n=6) und die Transsektions-Gruppe (gelb,
n=06). Aufgefiihrt sind MW + SEM, * p < 0,05 vs. Sham, #p < 0,05 vs. Crush.

Zum Untersuchungstag 7 zeigt sich jedoch dann bei allen Gruppen eine Gewichtsreduktion
unter physiologische Ausgangswerte, wobei Tiere der Crush-Gruppe den grofiten Verlust auf
nur noch 63% aufzeigten. Ab diesem Tag wiesen Tiere der Kontrollgruppe eine
kontinuierliche Zunahme des Gewichtes und erreichten im Verlauf physiologische Werte.

Bei Tieren der Crush-Gruppe kam es zunichst nach Tag 7 zu einer weiteren Muskelatrophie
bis auf 49% am Tag 14. Hiermit lag der Wert weiterhin unter dem der Transsektions-Tiere, bei
denen die Muskelreduktion mit 52% nicht so stark ausgepridgt war wie bei Tieren mit
geringerer Nervenlésion. Jedoch kam es ab dem 14. Tag bei Tieren der Crush-Gruppe zu einer
verstdrkten Zunahme des Muskelfeuchtgewichts, was mit einer Erthéhung um 33% von Tag 14
zu 42 deutlich tiber der Gewichtssteigerung der Kontrolltiere mit nur noch 10% lag.
Transsektions-Tiere zeigten iliber den gesamten Verlauf eine stetige Muskelatrophie bis auf
nur noch 41% Muskelgewicht.

Physiologische Werte konnten in keiner Gruppe mit zusdtzlichem Nerventrauma wieder

erreicht werden.

6.7. Vollblutanalyse

Nach der Durchfiihrung aller genannten Untersuchungen wurde jedem Tier zum Abschluss
des Experiments intrakardial Blut entnommen und die hdmatologischen Parameter analysiert.
Hierbei ergaben sich zu allen Untersuchungszeitpunkten fiir die gewédhlten Parameter

(Leukozyten, Himoglobin, Himatokrit) physiologische Werte (Tabelle 1).
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Tag Leukozyten [x 10°/1] Hb [mmol/l] Hk [%]

Sham Crush Trans Sham Crush Trans | Sham | Crush | Trans
1 [3,8+043,7+0,3(3,9+0,4|8,7+0,2|85+0,4 |88+0,2|43+1 | 43+2 | 44+2
7 |3,8+0,4]3,6+0,5]|3,8+0,4|8,6+0,2]|8,7+0,2|85+0,3|43+1|43+1 |42+1
14 | 4,0+0,5|3,8+0,4 | 4,0+0,3 | 8,7+0,3 | 8,6+0,2 | 8,7+ 0,2 | 42+2 | 42+2 | 43+ 1

42 3,7+0,313,6+0,4|3,8+0,4|88+0,3|8,7+0,2[85+0,2 |44+ 1 |44+1 |42+2

Tabelle 1: Die Tabelle zeigt die Anzahl der Leukozyten sowie den Hdmoglobin- und
Hdamatokritwert an den Untersuchungstagen fiir die Sham-, Crush- und Trans-Gruppen.
Angegeben sind MW + SEM.

7. Diskussion

7.1. Material und Methoden

7.1.1. In vivo-Modell der Traumainduktion

In der wissenschaftlichen Literatur sind verschiedenste Trauma-Modelle mit einer
unterschiedlichen Wahl von Versuchstieren, Schweregraden der Verletzungen, der analysierten
Muskel- und Nervengruppen sowie der Untersuchungszeitraumen zu finden. Durch eine
bessere Vergleichbarkeit von Ergebnissen und somit umfassenderem Verstindnis der
zugrundeliegenden pathophysiologischen Mechanismen kann eine fiir den klinischen Alltag
wichtige Relevanz geschaffen werden [Smith et al. 2008].

Die in-vivo-Untersuchungen stellen den Vorteil der gleichzeitigen Betrachtung der nach
Traumainduktion umfassend stattfindenden Reaktionen verschiedener Zell- und Gewebearten
inklusive dem sehr vielfdltig reagierendem Immunsystem dar.

Zur Anwendung kommen Untersuchungszeitrdume zur Betrachtung von Kurzzeiteffekten mit
der Auswertung nach 3 und 7 Tagen [Nakasa et al. 2010] oder 14 Tagen [Grefte et al. 2010].
Um unter anderem den Zeitpunkt ermitteln zu koénnen, an dem erneut physiologische
Ausgangswerte vorliegen, wurden die Untersuchungszeitraume verldngert auf 8 Wochen
[Varejao et al. 2004], 60 Tage [Lago & Navarro 2006] oder 90 Tage [ Valero-Cabr¢ et al. 2004;
Master et al. 2009]. Durch die Kombination von kurz- und langfristigen Betrachtungen wie
z.B. am Tag 7, 14, 28 und 56 [Leterme & Tyc 2004], am Tag 0, 3, 6, 14, 21, 30 und 60
[Bontioti et al. 2003; Leterme & Tyc 2004] kdnnen umfassendere und valide Betrachtungen

gewonnen werden.

42



7.1.2. Die Ratte als Versuchstier

Im Hinblick auf die Verwendbarkeit der Untersuchungsergebnisse fiir den klinischen Alltag
stellt die Ratte durch ihre weitestgehend analoge Anatomie zum Menschen und das hohe
Regenerationspotential [Borisov 1999; Kannus et al. 2003] ein geeignetes Versuchstier fiir
diese Studie dar. Ein weiterer Vorteil stellt die einfache Haltung und die hohe Reproduktivitit
mit schneller Aufzucht dar. Dariiber hinaus konnen an der Ratte der M. soleus und der N.
ischiadicus durch ihre GroBe und ihre freie Zugénglichkeit ohne Probleme freigelegt und
somit fiir Untersuchungen optimal zur Verfiigung gestellt werden [Kannus et al. 2003;
Matziolis et al. 2006]. Fiir die vorliegende Abhandlung wurden daher ménnliche Wistar-

Ratten mit einem standardisiertem Gewicht verwendet.

7.1.3. Traumainduktion am Skelettmuskel

Bei Untersuchungen zum Thema Muskelregeneration wurden bereits unterschiedlichste
Muskeln und Muskelgruppen in vivo untersucht. Fiir die Erforschung des Skelettmuskel kam
die Muskulatur des Frosches [Tyml & Groom 1980; Dietrich & Tyml 1992], der Katze
[Henrich 1978; Sullivan & Johnson 1981], des Hamsters [Honig 1977; Klitzman & Duling
1979; Swain & Pittman 1989] und der Ratte [Hutchins et al. 1974; Tyml 1991] zur
Anwendung.

Fir die Untersuchung von traumatisch geschiddigtem Skelettmuskelgewebe wurde an der
Ratte bereits der M. tibialis anterior [Nakasa et al. 2010], M. extensor digitorum longus [ Tyml
et al. 1999] und der M. soleus [Pudupakkam et al. 1998; Mittlmeier et al. 2003; Gierer et al.
2005] genutzt.

In der vorliegenden Studie wurde die Trauma-Induktion am M. soleus in Anlehnung an die
Arbeitsgruppe um Matziolis et al. vorgenommen [Matziolis et al. 2006]. Diese konnten durch
10-maliges Quetschen des M. soleus mit 25 N fiir jeweils 10 s eine Reduktion der
Muskelkraft auf ~50% nach 14 Tagen induzieren. Daher wurde der M. soleus mit
geniigendem Regenerationspotential und Moglichkeit zur einfachen chirurgischen Priparation,
Applikation des Muskeltraumas sowie standardisierten Kraftmessung verwendet.

Jedoch ist der Kraftgrad (7-maliges Quetschen mit 25 N fiir je 10 s) reduziert und der
Beobachtungszeitraum verldngert worden (bis 42 Tage), um -wenn moglich- den
Regenerationsprozess bis zur Riickkehr zu physiologischen Werten weiter untersuchen zu

konnen.
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7.1.4. Traumainduktion am Nerven

Zur Untersuchung von traumatischen Nervenschiddigungen wurden bislang verschiedenste
Modelle der Traumainduktion verwendet. Der N. ischiadicus wird dabei sehr hdufig zur
detaillierten Beobachtung fiir Studien ausgewahlt.

Die jedoch unterschiedlichsten Applikationsarten des nervalen Trauma mit daraus
resultierenden verschiedenen Schweregraden lassen nur eine sehr eingeschrinkte
Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu.

Eine Nervenschiddigung wurde unter anderem durch toxische Préparate wie Acrylamid-
Monomere [Schaumburg HH et al. 2010] oder Alkohol [Tiwari et al. 2010], durch Ischdmie-/
Reperfusionsschidden [Nouri et al. 2008; Tida et al. 2007] oder Diabetes bedingt bewirkt. Die
Anwendbarkeit fiir den unfallchirurgischen Alltag mit einer standardisierten
Reproduzierbarkeit der Traumata ist jedoch in diesen Modellen nicht gegeben.

Bei Modellen zur Nervenkontusion wurde mittels eines Clips fiir 30 s der Nerv [Tang et al.
2009] oder durch eine feine Pinzette fiir zweimal 40 s gequetscht [Bontioti et al. 2003].
Andere Arbeitsgruppen erzeugten eine Kontusion durch 30 s langes Driicken mit einer feinen
Pinzette in drei verschiedenen Richtungen [Lago & Navarro 2006] oder fassten den Nerv mit
einer feinen Pinzette mit verschiedenen Kraftstirken fiir 10 s [Kakegawa et al. 2006].

Bei den genannten Kraftmodellen ist jedoch auch hier die Reproduzierbarkeit der
Kontusionsstédrken nicht gegeben.

Aufgrund der guten Regenerationsfahigkeit, seiner komplikationslos erreichbaren
anatomischen Lage an der Ratte zur Préparation und damit der Moglichkeit zur
standardisierten Untersuchungsmethoden wurde der N. ischiadicus zur Trauma-Induktion

durch das beschriebene Modell verwendet.

7.1.5. Schmerztest nach von Frey

Durch die Forschungen von Maximilian Ruppert Franz von Frey (1852-1932) wurden
Ergebnisse liber Mechanorezeptoren in Bezug auf die Haut- und Tiefensensibilitit und das
Vorhandensein von spezifischen Schmerzpunkten gewonnen [Wikipedia; Tiber Egle et al.
2003, ,,Handbuch chronischer Schmerz*“]. Die von ihm eingefiihrten von Frey-Filamente
[Fruhstorfer 1991] werden noch immer als Anésthesiometer eingesetzt [Chaplan et al. 1994;
Gradl 2005]. Durch die Schmerztestung nach von Frey konnen Beobachtungen zur Analgesie,
Hyperalgesie und allgemein zur postoperativen Neuropathie erstellt werden [de Kock et al.

2005; Lavand'homme et al. 2005; Hagele et al. 2005].
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Eine komplexere Methode der Erfassung verdnderter Schmerzwahrnehmung ist die
quantitative sensorische Testung (QST), die eine standardisierte Erweiterung der klinisch-
neurologischen Sensibilititspriifung darstellt. Es erlaubt durch die Erfassung von 13
Parametern inkl. der Anwendung der Schmerztestung nach von Frey die vollstindige
Erhebung aller somatosensiblen Funktionsmodalititen [Hégele et al. 2005].

Bei der Anwendung der Schmerztestung nach von Frey in der vorliegenden Studie wurde die
Hinterpfote mit aufsteigenden Filamentstdrken gereizt. Die Untersuchungen erfolgten sowohl
vor als auch nach Traumatisierung, um auf Grundlage der Ausgangswerte fiir jedes Tier
vergleichbare Ergebnisse zu erhalten. Dadurch konnte eine die Schmerzwahrnehmung

beeinflussende Wirkung des Nerven-Muskeltraumas quantitativ erfasst und beurteilt werden.

7.1.6. Biomechanische Untersuchung

Im Bereich der Unfallchirurgie und Orthopéddie aber auch der Sportmedizin werden
biomechanische Untersuchungen zur Beurteilung nervaler und muskulédrer Funktionen sowie
Bewegungsabldufen angewendet.

Eine valide Methode zur Muskelkraftmessung stellt die Erfassung der maximalen Muskelkraft
iiber isometrische Kontraktion mittels des Experimentaria-Messsystems dar [Matziolis et al.
2006]. Der Versuchsaufbau zur Untersuchung der biomechanischen Eigenschaften des M.
soleus wurde durch Matziolis et al. etabliert, wobei isometrische Kontraktionskréfte analysiert
werden. Bei dieser Form der Kraftentwicklung bleibt die Lidnge des Muskels gleich, die
Muskelspannung dndert sich. Dadurch konnen auf die Messgenauigkeit bestehende
Einflussfaktoren wie Messposition, Gelenkwinkel, Muskellinge und Schnelligkeit der
Gelenkbewegung minimiert werden. Morphologische (Muskelmasse, -faserstruktur, -
faserlinge) und dynamische (Gelenkwinkel, Schnelligkeit der Gelenkbewegung)
Einflussfaktoren wurden durch die Berechnung relativer Werte der Muskelkraft sowie dem
etabliertem Versuchsaufbau minimiert [Tidball et al. 1986]. Auf diese Weise konnte die
muskuldre Regeneration bzw. der Grad der Schiadigung durch Messung von Einzelzuckung
und Tetanie dargestellt werden.

Alternativ kommen zur Muskelfunktionsdiagnostik Verfahren wie die
Muskelfunktionsdiagnostik nach V. Janda [Janda 2000], EMG-Untersuchungen,
Kraftmessplatten auf piezoelektrischer Grundlage sowie das Dynamometer auf
Dehnungsmessstreifenprinzip [Hollmann & Striidder 2009] zur Anwendung.

Hierbei konnen allerdings nicht Lésionen einzelner Muskeln sowie die isolierte

Kraftentwicklung bei Stimulation des innervierenden Nerven bei kombiniertem Nerven-
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Muskeltrauma analysiert werden, weshalb der oben beschriebene Versuchsaufbau gewihlt

wurde.

7.1.7. Nervenleitgeschwindigkeit

In der Neurologie gehort die Messung der Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) zu den
Standarduntersuchungen nerval bedingter Erkrankungen, da eine Abnahme der elektrischen
Leitfahigkeit unter anderem muskuldre Funktionseinschrinkungen bedingt. Daher findet sie
vielseitige Anwendung wie in der Diagnostik unterschiedlicher Erkrankungen, z.B. der
Polyneuropathie [Jalali et al. 2011] und dem Diabetes mellitus [Bansal et al. 2010]. Dariiber
hinaus wird die NLG zu Therapiekontrollen angewendet.

In wissenschaftlichen Studien kommt die Nervenleitgeschwindigkeitsuntersuchung zur
Erforschung der nervalen Schidigungsgrade sowie der Regenerationsfahigkeit an
verschiedenen Nerven zur Anwendung wie dem N. palmaris [Zarucco et al. 2009] und dem N.
ulnaris und medianus [Dolene 1977; Golubev et al. 2008]. Neben der Messung der
Nervenleitgeschwindigkeit existieren umfangreiche Messungen wie der SFI (Sciatic
Functional Index) und der BBB-Score (Basso, Bresnahan, Beattie), die die nervale Funktion
sowie die Nervenregenration darstellen und somit neuromuskuldre Defizite aufzeigen
[Schiaveto de Souza et al. 2004; Varejao et al. 2004; Hadlock et al. 2005; Luis et al. 2007].
Fiir unsere Untersuchung wurde der Stimulationsort ca. 1 cm distal der Lésionsstelle des
Nerven gewdhlt. Nur durch die distale Messung konnen valide Aussagen iiber den Einfluss
der Nervenkontusion und der entsprechende Einfluss auf die Nervenregeneration gewonnen
werden. Um Messungenauigkeiten durch anatomische Verhéltnisse weiter zu minimieren,
miissten groflere Versuchstiere mit ldngeren freiliegenden Nervenstrecken zum Einsatz
kommen. Der Einflussfaktor der Temperatur (Erhéhung der Nervenleitgeschwindigkeit um 1-
2 m/s pro 1°C), konnte durch eine konstante Korpertemperatur der Versuchstiere
ausgeschlossen werden. Die nervale Regeneration konnte somit durch die Messung der

nervalen Latenz im gewdhlten Tiermodell dargestellt werden.

7.1.8. Histomorphologische Untersuchung des M. soleus

7.1.8.1. TUNEL-Methode
Die physiologische und programmierte Form des Zelltodes ist die Apoptose. Durch &uBlere
Einfliisse (z.B. Immunzellen) oder aber durch zellinterne Prozesse (z.B. starke DNA-

Schidigung) kann diese ausgelost werden und ist als aktiver Prozess Teil des Stoffwechsels
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der Zellen sowie der Gewebehomdostase. Sie folgt einer immer gleichen Phasenabfolge mit
jeweils charakteristischen morphologischen und histochemischen Verdnderungen [B6hm &
Schild 2003].

Durch die Aktivierung von Caspasen wird der vom Organismus selbst zugefiihrte Zelltod
induziert. Es kommt zur Kondensation des Chromatins, zur Spaltung der DNA in Fragmente
spezifischer GroBie (apoptotic laddering), zum Exponieren Apoptose spezifischer Marker (Fas/
Apo-1 oder Fas-L) und zur Externalisierung von Phosphatidylserin auf die Auflenseite der
Zytoplasmamembran [Hale et al. 1996].

Zur Darstellung und  Auswertung der  Apoptosereaktion  existieren  diverse
Untersuchungsmethoden. Um morphologische Verdnderungen genauer darzustellen, kommt
die Licht- und Elektronenmikroskopie zur Anwendung [Strasser & Ferrando-May 2008].
Vorteilhaft ist hier die hohe Auflésbarkeit der allerdings sehr kleinen untersuchten Areale,
weshalb die Betrachtung ausreichend grofler Gesichtsfelder mit einem groflen
arbeitstechnischen Aufwand verbunden ist [Pipinos et al. 2007].

Zum Nachweis apoptotischer Zellen werden auBlerdem immunohistochemische Verfahren wie
die Detektion von DNA-Bruchstiicken mit 160 bis 200 Basenpaaren oder deren Vielfache
(apoptotic laddering) angewendet, die bei der DNA-Fragmentierung durch die Caspase-
aktivierte Desoxyribonuklease (CAD) entstehen. Dafiir kann das DNA-laddering, die
TUNEL- sowie die Nicoletti-Methode herangezogen werden [Nicoletti et al. 1991; Ricardi &
Nicoletti 2006]. AuBerdem kann die Caspase-Aktivitit, die Kernfragmentierung, die
Translokation des Phosphatidylserins, das mitochondriale Cytochrom C und das Bcl-2 Protein
nachgewiesen werden [Zinkel et al. 2006; Duan et al. 2009]. Verwendet man Bisbenzimid
kann die Apoptose bereits vor Fragmentierung der DNA dargestellt werden [Labarca &
Paigen 2008].

Um einzelne apoptotische Zellen nachzuweisen, werden in der Forschung auBlerdem die
TUNEL-Methode (Terminal-Desoxynucleotidyl-Transferase dUTP Nick End Labeling) und
die ,,nick“-Translokation angewendet.

Bei der TUNEL-Methode konnen DNA-Strangbriiche gezielt und apoptotische Zellen valide
quantifiziert werden. Werden durch die Fragmentierung der DNA an den Bruchenden
Hydroxygruppen frei, konnen mittels dem Enzym TdT (Terminal-Desoxynucleotidyl-
Transferase) fluoreszenzmarkierte Nukleotide angefiigt und iiber die Fluoreszenzmikroskopie
sichtbar gemacht werden [Negoescu et al. 1998]. Nachteilig bei dieser Technik ist, dass eine
Differenzierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen nur bedingt moglich ist.

Falsch positive und negative Ergebnisse beruhen auf Unterschieden in der Farbungskinetik,
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der Konzentration der Reagenzien, der vorbestehenden Fixation der Gewebe und dem
Ausmall der Proteolyse. Daher sollten labortechnische Prozesse einer genauen
Standardisierung unterliegen und Auswertungen an ausreichenden Gesichtsfeldern
vorgenommen werden.

Bei der nick-Translation wird die DNA-Polymerase I aus E. coli genutzt, um in
Einzelstrangbriiche (,,nicks*) markierte Nukleotide zu integrieren. Diese Polymerase
katalysiert die Anlagerung von komplementdren Nukleotiden in Einzelstrangbriiche von
Doppelstrang-DNA, wenn der zweite DNA-Strang intakt als Matritze vorliegt [Mainwaring et
al. 1998]. Dies stellt jedoch auch einen Nachteil fiir die Ergebnisqualitdt im Vergleich zur
TUNEL-Methode dar. Weitere Vorteile der TUNEL-Methode gegeniiber der nick-Translation
sind die schnellere Kinetik des Nukleotid-Einbaus, einer préferentielle Markierung
apoptotischer gegeniiber nekrotischer Zellen und eine groere Menge an eingebauten
markierten Nukleotiden in apoptotischen Zellen, was zu einer héheren Sensitivitit fiihrt [Gold
et al. 1994]. Daher wurde die TUNEL-Methode fiir diese Studie als ausreichend valide

Untersuchung zur Darstellung der Apoptose erachtet.

7.1.8.2. BrdU-Firbung

Der Proliferation zugrunde liegende Zyklus einer jeden Zelle besteht aus verschiedenen
Phasen mit charakteristischen Vorgéngen. Hierbei von zentraler Bedeutung fiir
histochemische Anfarbungen mittels BrdU ist die S-Phase, in der die Verdopplung der DNA
stattfindet und BrdU als Thymidin-Analogon um den Einbau in die DNA konkurriert
[Nowakowski et al. 1989]. Als ndchstes schlieBt sich die Mitose mit der Zellteilung an
[Waldeyer 1988].

In den Anfangen der Forschung an Proliferationsvorgingen wurde von der Arbeitsgruppe um
Taylor et al. eine Nachweismethode fiir S-Phase-Zellen entwickelt, die einen ersten selektiven
Marker fiir die DNS-Synthese verwendete. Sie setzte mit radioaktivem Tritium (°H)
markiertes Thymidin ein, welches kompetitiv von proliferierenden Zellen anstatt des
Thymidins eingebaut wird. Mittels Autoradiographie wird das inkorporierte (*H)-Thymidin
dann erfasst [Taylor et al. 1957]. Der Nachteil ist jedoch die lange Halbwertszeit des Tritium
von mehr als 12 Jahren, die benétigte lange Expositionszeit und die hohen Kosten aufgrund
der Einhaltung besonderer SchutzmaBBnahmen durch die radioaktive Kontamination [Soriano
& Del Rio 1991].

Zur Untersuchung der Zellproliferation werden heutzutage andere Methoden wie die

Anwendung von Proliferationsmarkern mit z.B. Ki67, PCNA (Proliferating Cell Nuclear
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Antigen), MCM-2 oder Bcl-2 herangezogen [Scholzen & Gerdes 2000; Lavezzi et al. 2002;
Essers et al. 2005; Guzinska-Ustymowicz et al. 2009]. Eine andere Untersuchungstechnik
macht sich durch in-situ-Hybridisierung der Expression von Histonen-mRNA in der S-Phase
der Zellteilung zunutze [Hawke et al. 2007], was jedoch ein sehr aufwendiges Verfahren zur
Proliferationsbestimmung darstellt.

Durch Gratzner et al. konnte bereits 1982 mit der Inkorporation von 5'-Bromo-2'-deoxyuridin
(BrdU) eine vorteilhaftere Methode zur Darstellung der Proliferation entwickelt werden.
BrdU ist ein chemisches Analogon zu Thymidin und wird anstatt des
Desoxythymidintriphosphat (dTTP) in die neu synthetisierte DNA wédhrend der S-Phase
kompetitiv eingebaut. Unter Verwendung spezifischer Antikdrper gegen BrdU kann die DNA-
Synthese und damit die zelluldre Proliferation immunzytochemisch nachgewiesen werden.
Der Vorteil ist, dass BrdU nicht radioaktiv ist und in vivo appliziert werden kann. Dies kann
auf verschiedene Weise erfolgen: als einmalige intraperitoneale Injektion, durch subcutane
Implantation von Retardkapseln, mittels osmotischer Minipumpe oder durch die
Verabreichung iiber das Trinkwasser [Goldsworthy et al. 1993], wobei die Art der Applikation
vom Gewebe abhéngt (schnell/langsam teilend).

AuBlerdem muss auf die Eindringtiefe der Marker und die dafiir notwendige Schnittdicke
geachtet werden, die fiir die Penetration der Antikorper ins Gewebe notwendig ist. Hier zeigt
sich ein bedeutender Nachteil fiir die Anwendung von (*H)-Thymidin: Seine pB-Strahlung zeigt
nur eine sehr geringe Eindringtiefe in das Gewebe, wodurch nur oberflachlich gelegene
proliferierende Zellen detektiert und ausgewertet werden konnen.

Da sich nach Untersuchungen der Labeling Index (LI- prozentualer Anteil der Anzahl positiv
gelabelter Zellen in Beziehung zur Gesamtzahl aller Zellen) der BrdU- und (*H)-Thymidin-
Methode nicht signifikant unterscheidet [Lanier et al. 1989; Eldridge et al. 1990], kommt
hauptsichlich BrdU wegen seiner Vorteile hinsichtlich Kosten, Zeitaufwand, Handhabung und
der nicht vorhandenen Radioaktivitit zum Einsatz. Ein weiterer Vorteil stellt die Detektion
von Satellitenzellen dar. Daher wurde schlieBlich fiir die vorliegende Studie die BrdU-

Féarbung als geeignete Methode zur Darstellung der Proliferation erachtet.

7.2. Ergebnisse

7.2.1. Systemische Parameter
Der mittlere arterielle Blutdruck und die Herzfrequenz wurden mittels Narkosevertiefung und

die Korpertemperatur durch eine Heizplatte auf Normwerte gehalten. Ein Einfluss auf die
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mikrozirkulatorischen, biomechanischen und histomorphologischen Ergebnisse konnte somit

nahezu ausgeschlossen werden.

7.2.2. Schmerzverhalten nach einem Nerven-Muskeltrauma

Es konnte beobachtet werden, dass Tiere ohne eine zuséitzliche Nervenldsion innerhalb von 42
Tagen ihre physiologischen Ausgangswerte wiedererlangten. Tiere mit einem kombiniertem
Nerven-Muskeltrauma zeigten nach einer anfinglichen Reduktion der Schmerzreaktion ein
bis zu 60% (Crush-Tiere, Tag 14) bzw. bis zu 82% (Trans-Tiere, Tag 42) stédrkeres
Schmerzverhalten als Tiere der Kontrollgruppe.

Eine Ursache dieser Reaktionen kann die erhohte Entziindungsreaktion bei gleichzeitiger
Verletzung von Muskel und seines innervierenden Nerven darstellen, wodurch vermehrt
inflammatorische Reize das Schmerzverhalten beeinflussen.

Bei Entziindungsprozessen werden verschiedene Mediatoren wie Serotonin, Histamin, Kinine
und Prostaglandin freigesetzt, die schmerzauslosend auf Nozizeptoren einwirken und die
Schmerzwahrnehmung steigern [Otte & Wagenhauser 1980].

Dartiber hinaus kommt es durch die Erregung der Nozizeptoren zum neurogenen Reflex mit
der Sekretion von NGF (Nerve growth factor) und CGRP (Calcitonin gene related peptide).
Dadurch werden benachbarte, noch nicht aktivierte Schmerzrezeptoren sensibilisiert und
durch NGF Nervenfasern zum Aussprossen angeregt, was zur Erregung einer noch grof3eren
Anzahl von Nozizeptoren fiihrt [Rutherford 2002]. Diesen Aspekt belegt auch die erhohte
Amplitude in der Anfangszeit der Untersuchung, da sie als ein Mall der aktivierten
Nervenfasern gilt [Hovels 2006].

In einer Transsektions-Studie konnten diese Axonaussprossungen nach 3 Wochen beobachtet
werden [Giimiis et al. 2015], was die bis zum letzten Untersuchungstag noch weiterhin
erhohte Schmerzwahrnehmung bei Tieren mit zusétzlicher Nervenldsion erkldren kann.
Insgesamt sind dies zwei wesentliche Reaktionen, welche die Schmerzwahrnehmung bei
Entziindungen steigern.

Die anfingliche Plegie der Tiere mit Nervenlédsion erklért die bis zum Tag 7 (Crush-Gruppe)
bzw. Tag 14 (Trans-Gruppe) noch verminderte Schmerzreaktion im Vergleich zur Sham-
Gruppe entsprechend des Schweregrades des nervalen Traumas.

In der Arbeitsgruppe um Feng und Yuan konnte in einem Crush-Modell der Verlauf der
Schmerzwahrnehmung nach Nervenldsion durch den SFI (Sciatic functional index) dargestellt
werden [Feng & Yuan 2015]. Sie konnten ebenfalls ab Tag 7 einen deutlichen Anstieg der

Schmerzreaktion mit der Senkung des SFI auf bis zu -78,48 + 2,4 verzeichnen, der bis zum
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Tag 14 wie in der vorliegenden Studie weiter abfiel. Ab dem Tag 21 und auch am 28. Tag
zeigten sich deutlich verbesserte SFI-Werte im Vergleich zu Tag 7 mit einer Reduktion um ca.
27%. In dieser Studie wurde auBerdem einer Versuchsgruppe -neben der Zufiigung der
Nervenldsion- Dexamethason verabreicht, was eine Immunsuppression bewirkte. Hierdurch
konnten um ca. 20% verminderte Werte im SFI erreicht werden.

Auch in der Arbeitsgruppe um Rotter et al. konnte durch die Verabreichung von EPO gezeigt
werden, dass durch die hierbei stattgefundene Reduktion des Schmerzverhaltens um ca. 68%
ein Entziindungsprozesses wesentlich die Schmerzwahrnehmung beeinflusst [Rotter et al.
2012].

In der vorliegenden Studie wurde das Crush-Trauma fiir Nerv und Muskel auf die gleiche
Weise wie in der Studie von Rotter et al. 2012 vorgenommen. Es konnte jedoch nun durch das
Hinzuziehen einer Trans-Gruppe gezeigt werden, dass durch zusitzliche Druchtrennung des
innervierenden Nerven 1im Vergleich zur Quetschung eine um 24% erhohte
Schmerzwahrnehmung der Trans-Tiere im Vergleich zu Crush-Tieren besteht. Allerdings
zeigten auch Crush-Tiere im Vergleich zu Kontrolltieren noch eine 77%ig erhdhte
Schmerzreaktion. Die ist vergleichbar mit den gewonnenen Ergebnisse nach 42 Tagen in der
Crush-Gruppe in der Arbeit von Kuhn [Kuhn 2012].

Insgesamt finden die erzielten Ergebnisse Bestitigung in vielen weiteren Studien der
Forschung an nervalen Regenerationsprozessen mit Bezug auf das Schmerzverhalten

[Kalender et al. 2009; Chen et al. 2015; Tang et al. 2015].

7.2.3. Biomechanische Untersuchung: Regeneration der Muskelfunktion

Eine zusitzliche Nervenschddigung mit Erhalt der Basalmembran und des umbhiillenden
Parenchyms eines Nerven stellt den Ergebnissen zufolge ein hoheres Regenerationspotential
nach 14 Tagen dar als ein isoliertes Muskeltrauma.

Die Arbeitsgruppe um Rotter et al. konnte in einem &hnlichen Crush-Modell des Muskels
ohne gleichzeitige Nervenldsion annidhernd gleiche Ergebnisse der Muskelkraft wie bei den
hier untersuchten Kontrolltieren beobachten- einschlieBlich der noch weiterhin
eingeschrinkten Muskelfunktion nach 6 Wochen (Fast-twitch ~79%, Tetanie 56%) [Rotter et
al. 2008]. Dies deckt sich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen [Matziolis et al. 2006;
Stratos et al. 2007; Stratos et al. 2010; Fu & Gordon 1995; Rafuse & Gordon 1996] und
verdeutlicht die hohe Abhingigkeit der muskuldren Regeneration allein durch das muskulére
Trauma. Auch fiir ldngere Untersuchungszeiten konnte dies belegt werden [Irintchev et al.

1990; McGeachie 2000; Winkler et al. 2010].
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Durch eine zusitzliche Nervenkontusion zeigte sich an jedem Untersuchungstag eine noch
deutlich geringere Muskelkraft. So konnte nur in der Crush-Gruppe bei zwar insgesamt
geringerem Niveau der Ergebnisse der Sham-Tiere ein deutlich erhdhter Kraftzuwachs mit
maximal 31% zwischen dem 14. und 42. Tag beobachtet werden (Sham-Tiere 20%).
Kontrolltiere konnten dieses starke Regenerationspotential nur in den ersten 7 Tagen
aufweisen.

In einer Studie mit dhnlichem, kombinierten Crush-Modell von Nerv und Muskel konnten
vergleichbare Werte flir die Kontusionsgruppe erreicht werden mit einem Zuriickliegen der
Werte unter denen der Sham-Gruppe. Dabei wurde ebenfalls ein deutlich groBerer
Kraftzuwachs vom 7. bis 42. Tag (~50%) als vom 1. bis 7. Tag (~3%) festgestellt [Kuhn 2012].
Eine weitere Studie mit jedoch nur nervaler Kontusion konnte zeigen, dass nach 2 Wochen die
direkte Kraftmessung zu einer Abnahme der Muskelkraft um maximal 17% fiihrte [Hadj-Said
et al. 2012], was eine um 60% geringere Reduktion ist im Vergleich zu Tieren mit
kombiniertem Crush-Trauma in der vorgelegten Studie. Dies unterstreicht die Wichtigkeit der
nervalen Innervation fiir das Regenerationsverhalten des geschidigten Muskels sowie den
weitaus grofleren Einschrinkungen durch kombinierte Lésionen.

Wihrend durch das Quetschen von Nerv und Muskel eine verstirkte Inflammation vorliegt,
welche die Regeneration in der Anfangsphase protrahiert, aber nicht zur Atrophie fiihrt, zeigt
sich bei Tieren der Transsektions-Gruppe im Verlauf bis zum Tag 42 eine deutliche Abnahme
der Muskelkraft bis auf 12%. Auch hier zeigte sich jedoch nach anfinglicher Reduktion bis
zum Tag 14 eine darauthin wieder ansteigende Muskelkraft um bis zu 9%. Dieser erneute
Anstieg kann durch die Reinnervation des Muskels nach erfolgter Wallerdegeneration erklart
werden, wobei bekannt ist, dass keine vollstindige Funktionswiederherstellung erreicht wird
[Bisby 1995; Skouras et al. 2011].

Dartiber hinaus werden hohere absolute Werte als auch ein groBerer Kraftzuwachs der
Kurzkontraktion gegeniiber der Tetanie in allen Versuchsgruppen unabhingig vom
Untersuchungstag deutlich. Eine Studie mit alleiniger Muskelkontusion konnte belegen, dass
nach 1 Woche die Muskelkraft bei der tetanischen Kontraktion auf 23% und bei der
Kurzkontraktion auf 50% abfiel. Die Kurzkontraktionskraft konnte sich auf ca. 66% nach 8
Wochen erholen, die tetanische Muskelkraft blieb noch 13% unter dieser. Eine Ursache liegt
in der wihrend Regenrationsprozessen auftretenden Fibrose, welche die Dehnbarkeit und
Kontrahierbarkeit des Muskels wesentlich beeinflusst und zu EinbuBlen der tetanischen

Kontraktion fiihren kann [Winkler et al. 2011].
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Dartiiber hinaus wurde ein deutlicher Unterschied der Messwerte der direkten Stimulation
gegeniiber der indirekten Stimulation deutlich, was sich jedoch ab Tag 42 zugunsten der
indirekten Stimulation erholte. Dies stellt wiederum die enorme Bedeutung einer optimalen
Interaktion von nervalem und muskulirem Gewebe fiir die bestmogliche Kraftentwicklung

heraus [Kuhn 2012].

7.2.4. Nervenleitgeschwindigkeit: Regeneration des Nerven

Die Untersuchungen zeigten sowohl bei der Sham- als auch bei der Crush-Gruppe eine
Latenzzunahme bei proximaler Messung im Vergleich zur distalen Messung, da der
zuriickgelegte Weg bis zur Reizaufnahme lédnger ist. Die Transsektions-Gruppe wurde von
dieser Messmethode ausgeschlossen, da entsprechend der Neurotmesis mit Durchtrennung der
Nervenfasern keine verwertbaren Ableitungen erhalten werden konnten. Wahrend bei der
Sham-Gruppe die Latenz zu jedem Untersuchungszeitpunkt anndhernd gleich bleibt, was
somit einen Einfluss muskuldrer Schidigungen auf die Nervenfunktion ausschlief3t, zeigt sich
bei der Crush-Gruppe ein an- und wieder absteigender Kurvenverlauf.

Die hohen Latenzwerte bis zum Tag 7 spiegeln eine verminderte Leitungsfahigkeit
elektrischer Impulse aufgrund der Nervenkontusion wider. Histomorphologische Grundlage
bildet die Wallerdegeneration, da zundchst in der ersten Woche Nervengewebe abgebaut wird
und somit die Leitungsfahigkeit tiber die Kontusionsstelle sinkt [Meyring & Strehlow 1999].
Da die Wallerdegeneration sich erst nach 2 Tagen vollstindig auspriagt, weichen auch die
Latenzen am Tag 1 nur gering von den Ausgangswerten ab [Gerlach & Bickel 2009].

Nach dieser Zeit kommt es zur Latenzabnahme, was im Konsens mit der Regeneration des
nervalen Gewebes mit der zu diesem Zeitpunkt einsetzenden Myelinisierung steht [Belanger
etal. 2011].

Auch die Arbeitsgruppe um Ronchi et al. konnten ab dem 12. posttraumatischen Tag eine
funktionelle Regeneration nachweisen, die allerdings bis zum Tag 42 75-80% im Vergleich zu
praoperativen Werten betrug [Ronchi et al. 2009]. Wie auch in der vorliegenden Arbeit konnte
nach 6 Wochen und in weiteren Studien auch nach 8 Wochen keine vollstindige Regeneration
gezeigt werden [Varejao et al. 2004; Luis et al. 2007; Hadlock et al. 2005].

Andere Forschungsarbeiten zeigten, dass nach einem ldngerem Untersuchungszeitraum von
24 Wochen die Anzahl nervaler Fasern wieder einem physiologischem Wert entsprachen,
jedoch Axon- und Faserdurchmesser sowie Myelindicke weiterhin reduziert waren [Muratori

et al. 2012].

53



Von einer Riickkehr der Latenz auf Normwerte wird jedoch nach nervaler Transsektion und
Reparation berichtet, sobald eine muskuldre Reinnervation stattfindet, die Nervenfasern also

entsprechende motorische Endplatten aufgefunden haben [Davis et al. 1987].

7.2.5. Immunhistochemie: Muskelzellregeneration

7.2.5.1. Muskelzellapoptose

Nach Schéadigung von Muskelgewebe kommt es zunéchst zu einer degenerativen, dann sich
iiberlappend zu einer regenerativen Phase. Die anfdngliche Destruktion des Gewebes
beinhaltet die lytische und oxidative Wirkung inflammatorischer Zellen [Nigge E. 2007]. Im
Zuge der einsetzenden Entziindungsreaktion wird die Ausdehnung des Gewebeschadens
eingeschrankt, Gewebstrimmer und abgestorbene Zellen entfernt und damit die
Voraussetzungen fiir eine Regeneration geschaftfen.

Eine erhohte Apoptoserate wurde in dieser Studie in allen Gruppen an Tag 1 nach
Traumainduktion ermittelt.

Bei dhnlichen Crush-Modellen konnten noch am 7. Tag erhohte Werte mit nur einer
Reduktion um 14% erhalten werden [Kuhn 2012].

Durch die in der vorgelegten Studie erreichte Verminderung um 76% im Vergleich zu Tag 1
erreichten Kontrolltiere bereits am Tag 7 das Ausgangsniveau.

Die erhohte Anzahl TUNEL-positiver Zellen bei zusitzlicher Nervenkontusion zeigt, dass
eine hierdurch verstirkte Entziindungsreaktion einen anfanglich vermehrten Zelluntergang
bedingt. Im Zusammenhang mit der Regeneration im Ablauf von entziindlichen Prozessen
kommt es schlielich zum Riickgang der Apoptose [Rotter et al 2008; Kuhn 2012].

In der vorliegenden Studie zeigten Tiere, bei denen eine Muskelgewichts- und
Muskelkraftabnahme vorlag, in der histomorphologischen Darstellung durch die TUNEL-
Methode eine deutlich erh6hte Apoptoserate. Obwohl alle Tiere den gleichen Schweregrad
des muskuldren Traumas erhielten, unterscheiden sich die Ergebnisse bis zum
Untersuchungstag 14 erheblich, was den Einfluss einer zusétzlichen Nervenldsion
unterstreicht. Im Einklang mit einer Regeneration von Kontraktionskraft und Muskelgewicht
kann bei Tieren der Crush-Gruppe auch eine abnehmende Anzahl Apoptose-positiver Zellen
ermittelt werden. Die hochste Apoptoserate wurde bei Tieren der Transsektions-Gruppe

beobachtet.
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In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass bei Kurzuntersuchungen keine erhohte
Apoptoserate von Muskelzellen nach Denervation vorliegt, jedoch das Faservolumen
vermindert ist [Aravamudan et al. 2006; Bruusgaard & Gundersen 2008]. Bei langfristiger
Atrophie sind die zugrundeliegenden Verhiltnisse weniger klar. Wéhrend nach Denervation
nach 4 Monaten bei Miusen kein Verlust von Muskelzellen beobachtet wurde [Wada et al.
2002], konnte bei Ratten nach 7 Monaten eine reduzierte Anzahl ermittelt werden [Viguie et
al. 1997]. Auch in der hier vorgelegten Studie konnte nach 6 Wochen keine erhohte
Apoptoserate der Gesamtzahl von Zellen als auch der Satellitenzellen nach
Nerventranssektion festgestellt werden. Durch verschiedene Vorgehensweisen in der Isolation
des Muskels (mechanisch, chemisch) und der Ungewissheit, ob die ausgewerteten Zellen
tatsdchlich Satellitenzellen beinhalten, kann es zu derartigen Diskrepanzen bei den
Ergebnissen kommen [Bruusgaard & Gundersen 2008].

Dartiber hinaus ergab sich eine vergleichsweise erhohte Anzahl TUNEL-positiver Zellen nach
7 Tagen nach Denervation mit 16 + 3 pro mm? [Bruusgaard & Gundersen 2008].

Die wie in der vorliegenden Studie ebenfalls ermittelte hohe Rate apoptotischer Zellen nach
Denervation, die im gleichem Ausmal} wie die mitotische Aktivitdt anstieg [Hyatt et al. 2006],
wird bereits seit 30 Jahren in der Literatur beschrieben. Es wird behauptet, dass eine
Denervation eine Expansion an Satellitenzellen bewirkt, was jedoch bis heute weiterer

Untersuchungen und Erklérungen bedarf [Virgue et al. 1997].

7.2.5.2. Muskelzellregeneration

Die Moglichkeit zu regenerativen Prozessen eines Muskels wird wesentlich durch die ihm
umgebenden zelluldren und azelluldren Prozesse beeinflusst.

Die Neubildung von Muskelzellen erfolgt durch Satellitenzellen, die durch verschiedenste
Reize aktiviert werden konnen [Muir et al. 1965; Bittner et al. 1999; Kuznetsov et al. 2001].
In der vorliegenden Studie kam es nach einem Muskeltrauma zum Anstieg der gesamten
Zellproliferation inklusive der Satellitenzellen, was bereits in verschiedenen
Forschungsgruppen belegt werden konnte [Schultz et al. 1985; Bischoff 1986; Hume et al.
1991]. Auffillig ist hierbei, dass bis zum Tag 42 Transsektionstiere eine weiterhin erhéhte und
Crush-Tiere eine verminderte Zellproliferation im Vergleich zu Sham-Tieren zeigten. Die
Arbeitsgruppe um Yoshimura et al. untersuchten denerviertes Muskelgewebe mit der
Registrierung von Satellitenzellen posttraumatisch, wobei sich eine maximale Expression

dieser Zellen 2-3 Wochen nach Denervation zeigte [ Yoshimura & Harii 1999]. Dies deckt sich
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mit den hier gewonnenen Ergebnissen fiir die Untersuchungszeit von 2 Wochen mit 0,9 + 0,5
Zellen/ mm?,

Wie durch wissenschaftliche Studien bereits bestéitigt findet bei stérkerer
Entziindungsreaktion auch eine verzogerte muskuldre Regeneration statt [Tidball 2005; Ha &
Kim 2008; Temporin et al. 2008]. Im Gegensatz dazu zeigen Tiere unter Immunsuppression
eine geringere Muskelatrophie nach Denervation [Feng & Yuan 2015]. Auch die
Arbeitsgruppe um Rotter et al. konnte zeigen, dass durch EPO-Applikation und somit
Reduktion der Entziindungsreaktion eine bessere Proliferation von Muskelzellen moglich ist
[Rotter et al. 2008].

Daraus folgt, dass eine zusétzliche Nervenkontusion eine hdhere Entziindungsreaktion
bewirkt, was in einer Studie durch vermehrte T-Zell-Aktivierung nach einem nervalen Crush-
Trauma herausgestellt werden konnte [Feng & Yuan 2015]. Die nervale Transsektion scheint
einen  Proliferationsreiz  darzustellen, der jedoch auch in einer vermehrten
Fibroblastenaktivierung liegen kann. Dies kann zu einer vermehrten Bildung von
Narbengewebe nach Nerventranssektion fithren. Zur Klirung der zugrundeliegenden
Ursachen miissen weitere Studien folgen.

Durch das Ruhigstellen der Extremitit und damit Funktionslosigkeit des Nerven konnte
bereits eine stattfindende erhdhte Fibrosebildung dargestellt werden [Ferreira et al. 2006].
Dies wire eine Erklarung fiir die wiederum ermittelte geringste Kontraktionskraft der
Transsektions-Tiere gegeniiber den Tieren in den anderen Gruppen.

Die Angleichung der Werte der Crush-Tiere mit denen der Sham-Tiere nach 2 Wochen macht
die Kinetik von Entziindungsreaktion deutlich, da es hier zu einem Ubergang in die
Regenerationsphase kommt [Huard et al. 2003].

Somit zeigt sich hier nochmals der negative Effekt einer kombinierten Traumatisierung mit

stiarkerer Entziindungsreaktion.

7.2.6. Muskelfeuchtgewicht

Ein zu Beginn der Untersuchung am Tag 1 iiberdurchschnittliches hohes Gewicht des M.
soleus stellt ein traumatisch entstandenes Odem dar, wie es auch bei Ischimie-
Reperfusionsschiden auftritt [Crisco et al. 1994; Rotter et al. 2012].

Tiere ohne Nervenldsion konnten nach kurzer Zeit physiologische Werte erreichen. Bei
zusitzlicher Nervenkontusion zeigte sich bis zum 14. Tag eine Muskelgewichts-Reduktion bis

auf ca. 50%. Die Arbeitsgruppe um Kou Y. et al. ermittelte nach alleiniger Nervenkontusion
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(1 Minute Klemmen mit zusétzlicher 10.0 Nylon- Naht) nach 8 Wochen noch ein
Muskelgewicht von 67,26 + 3,67% [Kou et al. 2013].

Eine Studie mit einem Transsektions-Modell mit Ligatur und Durchtrennung des
Spinalnervens auf L5 ohne zusitzliches muskuldres Trauma konnte noch ein Muskelgewicht
des M. soleus von 68% im Vergleich zur gesunden Seite ermitteln [Choe et al. 2011], was sich
anndhernd mit den erhaltenen Ergebnissen der Trans-Gruppe am Tag 14 deckt (~63%).

Bei Tieren der Transsektions-Gruppe stellte sich eine stetige Atrophie des Muskels deutlich
dar. Das heif3t, dass durch die Erholung des Nerven nach Traumatisierung in der Crush-
Gruppe wieder der Muskelaufbau nach Reinnervation einsetzt, bei Muskeln nach Denervation

dies jedoch zumindest bis zum Tag 42 nicht stattfindet [Lu et al. 1997; Dedkov et al. 2002].

7.2.7. Vollblutanalyse

Durch die Integration der Vollblutanalyse in die Studie konnte die Gleichwertigkeit der
Versuchstiere bzgl. ihrer rheologischen Voraussetzung, der Verdnderungen bzw. Kontinuitét
wihrend der Studie und der Verhéltnisse bei Beendigung der Untersuchung deutlich dargelegt

werden.

7.3. Zusammenfassung, Ausblick und Grenzen

Die hier vorliegende Arbeit hat ein Tiermodell zur Untersuchung von kombinierten Nerven-
Muskeltraumata in Anlehnung an die im klinischen Alltag auftretenden komplexen
Weichteilverletzungen etabliert. An diesem Modell wurde die Pathophysiologie von nervalen
und muskuldren Regenerationsprozessen mit Schwerpunkt auf histologischen und
funktionellen Verdanderungen untersucht.

Das sich hierbei ermittelte starke Regenerationspotential zwischen der 2. und 6. Woche bedarf
genauerer Analysen, um gegebenenfalls fiir die Therapie derartiger Verletzungen nutzbare
Schlussfolgerungen ziehen zu kdnnen.

Dariiber hinaus sollte durch eine Erweiterung des Modells mit einem ldngeren
Untersuchungszeitpunkt dargestellt werden, ob eine Regeneration zu physiologischen Werten
nach kombinierten Nerven-Muskeltrauma realisierbar ist. Hierflir wéare das Hinzuziehen der
histologischen Untersuchung des Nerven sowie die spezifische Analyse der im
regenerierenden nervalen und muskuldrem Gewebe teilnehmenden Zellarten unterstiitzend
moglich.

Weiterfiihrende Untersuchungen mit der Frage des positiven Einflusses einer nervalen

Traumatisierung auf geschidigtes Muskelgewebe sind denkbar.
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Insgesamt ist die Regeneration u.a. limitiert durch die Bildung von Narbengewebe,
Neurombildung, Hyperneurotisation und einem fehlenden nervalen targeting. Bei fehlender
Stimulation des Muskels und Nerven atrophiert das entsprechende Gewebe. Daher konnten
Untersuchungsmodelle mit spezifischer Stimulation der Versuchstiere derartige Forschungen
erweitern.

Schlussfolgernd konnte diese Studie mit grundlegenden Parametern ein Tiermodell zur
Analyse der Regenerationsprozesse bei kombinierten Nerven-Muskeltrauma mit

aussagekréftigen Ergebnissen aufstellen.
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9. Thesen

Thema:

"LANGZEITUNTERSUCHUNGEN ZUR REGENERATION VON TRAUMATISIER-
TEM GEWEBE NACH KOMPLEXER NERVEN-MUSKELVERLETZUNG AN DER
RATTE"

1. Im unfallchirurgischen Alltag steht neben der Frakturversorgung auch die Behandlung von
Weichteilverletzungen im Mittelpunkt.

2. Der Schweregrad der Weichteilschddigung bestimmt wesentlich die Prognose der oftmals
moglichen residuellen Funktionseinschrankungen.

3. Nach einem isoliertem Weichteiltrauma mit Verletzung der Skelettmuskulatur kommt es zu
einer unvollstdndigen Regeneration des Muskels.

4. Der Heilungsprozess verletzter Skelettmuskulatur durchliduft 4 spezifische Phasen mit
Degeneration, Entziindung, Regeneration und Fibrosierung.

5. Ausgangspunkt flir die Regeneration der Skelettmuskulatur auf zelluldrer Ebene sind die
Satellitenzellen.

6. Auch die neuronale Aktivitit beeinflusst die Regeneration und Wiedererlangung der
Funktion traumatisierter Skelettmuskulatur.

7. Je nach AusmalBl der Nervenschddigung kann eine Regeneration des Skelettmuskel
stattfinden oder aber zu muskuldren Funktionseinschrinkungen oder letztlich Muskelatrophie
fithren.

8. Es findet eine Zunahme der Schmerzwahrnehmung wihrend des Heilungsprozesses bei
gleichzeitiger Kontusion des Muskels und Nerven bis zum Tag 14 statt, welche sich dann aber
durch einen einsetzenden Regenerationsprozess von Schmerzfasern bis zum Ende der
Untersuchungszeit (Tag 42) normalisiert.

9. Anhand der erst zunehmenden spdter wieder abnehmenden getesteten nervalen Latenz wird
der Regenerationszeitpunkt des nervalen Gewebes mit motorischen Fasern nach der ersten
Beobachtungswoche deutlich.

10. Die Muskelkraft stieg bei der biomechanischen Kraftmessung signifikant nach Tag 7 an,
was auf den muskuldren Regenerationsprozess, der gleichzeitig mit der nervalen Regeneration

einsetzt, hinweist.
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11. Das Muskelfeuchtgewicht nach muskuldrer Traumatisierung kann als Mall der

stattfindenden Atrophie bzw. Muskelregeneration genutzt werden.

12. Durch die histologische Untersuchung der Muskelzellen mittels BrdU und TUNEL
konnen Regeneration oder aber Atrophie eines geschidigten Muskels dargelegt werden.

13. Bei komplexer Nerven-Muskelverletzung sollte immer eine Protektion des

Nervengewebes angestrebt werden.
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