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Vorwort

Immer schon war mein Interesse am Sport wie auch an der Medizin sehr gro3. Schon am
Beginn meines Magisterstudiums Sportwissenschaften wurde meine Aufmerksamkeit
Uber molekulare und zellbiologische Vorgange geweckt. Aus diesem Grund stand fiir mich

schon fruh fest, meine Magisterarbeit Gber Stammzellen in der Sportmedizin zu schreiben.

Jedoch ohne die Unterstitzung vieler Personen ware diese Arbeit nicht zustande
gekommen. Ohne alle namentlich zu nennen gebihrt ihnen ein herzliches Dankeschén.
Im Speziellen danke ich Herrn O. Univ.-Prof. Dr. Norbert Bachl fir die Genehmigung der
inhaltlichen Thematik und Frau Dipl.-Ing. Dr. Barbara Wessner fiur die Ermoéglichung der

Arbeit und fur die konstruktive Betreuung.



Abstract (englisch)

This master thesis focus on the basic biology of stem and progenitor cells, espacially satellite
cells. Adult skeletal muscle is rich on a population of muscle stem and progenitor cells. They
are called satellite cells and are located under the basal lamina of muscle fibres. Satellite
cells become activated upon injury, proliferate and differentiate into new muscle fibres. Their
main function is to mediate postnatal muscle growth, repair and maintenance of skeletal
muscle. Furthermore cellular and melecular mechanismen of activation, proliferation and

differentiation are demonstrated.

Because of the enormous potential of satellite cells in regeneration the attention for stem and
progenitor cell depent regeneration increased intensively in sports medicine in the last years.
Increasingly new cellular methods are used to examine the influence of physical activity on
stem and progenitor cell-mediated musculoskeletal regeneration. There are strong evidence
that especially resistance training, but also endurance training, have an influence on the pool
of satellite cells. Physical activity influence the activation, proliferation and differentiation of
satellite cells. These are important mechanismen for muscle adaptation, including repair,
regeneration and hypertrophy. In this thesis a lot of studies are shown that support the

potential of physical activity in the regeneration of skeletal muscle.

Unfortunately, sports injuries increased dramatically over the years. Sports injuries usually
involve tissues that display a limited capacity for healing. In the last years the treatment of
these injuries has improved, but up to today no optimal solution has been found for treatment
of sports-related injuries, inclusive muscle, ligament and tendon injuries. New molecular
approaches focus on the treatment of these injuries. These methods belong to tissue
engineering. Treatment with growth factors stimulate and accelerate the healing. But also cell
therapy and gene therapy are promising.

However, tissue engineering could also be used for illegal increase of physical performance.
Therefore it is to be hoped, that methods which detect gene doping will bei developed

sufficiently as soon as possible.



Abstract (deutsch)

Die vorliegende Magisterarbeit konzentriert sich auf die Grundlagenbiologie von Stamm- und
Vorlauferzellen, speziell in der Skelettmuskulatur. Der adulte Skelettmuskel ist reich an
Muskelstammzellen und deren Vorlauferzellen, den sogenannten Satellitenzellen, welche
unter der Basallamina der Muskelfasern lokalisiert sind. Satellitenzellen werden vor allem bei
einer Schadigung des Skelettmuskels aktiviert. In weiterer Folge proliferieren und
differenzieren sie in neue Muskelfasern. Somit liegen die Hauptaufgaben der Satellitenzellen

im postnatalen Muskelwachstum, Reparatur und Aufrechterhaltung von Skelettmuskulatur.

Aufgrund des enormen Potentials der Satellitenzellen in der Regeneration von
Skelettmuskulatur, ist das Interesse an der Stamm- und Vorlauferzellen vermittelten
Regeneration in der Sportmedizin in den letzten Jahren stark gestiegen. Immer mehr neue
zellulare Methoden werden angewendet um den Einfluss von kérperlicher Belastung auf die
Stamm- und Vorlauferzellen vermittelte muskuloskeletale Regeneration zu untersuchen. Es
sind genugend Studien vorhanden, die besagen, dass vor allem Krafttraining, aber auch
Ausdauertraining, einen Einfluss auf den Satellitenpool haben. Gezielte koérperliche
Belastung beeinflusst die Aktivierung, Proliferation und Differenzierung der Satellitenzellen.
Dies sind wichtige Mechanismen fir die Muskeladaptation, welche Reparatur, Regeneration

und Hypertrophie beinhaltet.

Uber die letzten Jahre kam es zu einem Anstieg an Sportverletzungen. Sportverletzungen
betreffen flr gewodhnlicher Weise Gewebe, die einer limitierenden Heilungsfahigkeit
unterliegen. In den letzten Jahren kam es zu einer Verbesserung der Behandlungen von
Sportverletzungen, jedoch gibt es bis heute noch keine optimale Strategien fir die
Behandlung von Sportverletzungen betreffend der Muskel, der Bander und der Sehnen.
Neue molekulare Zugange fokussieren sich auf die Behandlung solcher Verletzungen. Diese
Techniken gehdéren dem ,Tissue engineering“ an. Die Behandlung mit Wachstumsfaktoren
stimulieren und beschleunigen den Heilungsprozess. Zelltherapie und Gentherapie sind
ebenfalls vielversprechend.

Das ,Tissue engineering“ kénnte in Zukunft leider auch missbrauchlich fir die illegale
Leistungssteigerung im Sport eingesetzt werden. Deswegen ist zu hoffen, dass erfolgreiche

und sichere Methoden, welche Gendoping aufzeigen, schnell und effizient entwickelt werden.
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1 Einleitung

Umbau- und Regenerationsprozesse des menschlichen Organismus durch kdrperliches
Training laufen unter Beteiligung von Stamm- und Vorlauferzellen ab. Es ist bekannt, dass
korperliche Aktivitdt einen Einfluss auf die Regeneration der Skelettmuskulatur und auf
das Kardiovaskular- und Vaskularsystem des Korpers hat. AuBer fiur die
Skelettmuskulatur ist bis heute Uber den Einfluss von koérperlichem Training auf die
Stamm- und Vorlauferzellen-vermittelte Regeneration noch relativ wenig bekannt. In allen
Bereichen sind Fragen nach der durch Training induzierten Aktivierung und Mobilisierung
der Stamm- und Vorlauferzellen, sowie der einbezogenen Faktoren und zugrunde
liegenden Mechanismen offen (Bloch & Brixius, 2006a).

In den letzten Jahren hat sich der Fokus der sportmedizinisches Forschung und ihrer
praktischen Anwendung durch das Einbeziehen von zellularen, subzelluldren und
extrazellularen Veradnderungen in Organen und Gewebe erweitert. Die moderne
Sportmedizin nutzt vermehrt molekular- und zellbiologische Untersuchungsverfahren und
Erkenntnisse zur Untersuchung von funktionellen und strukturellen Anpassungsprozessen

auf kdrperliche Belastung (Bloch, 2007).

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Regenerationspotential der Skelettmuskulatur
durch Stammzellen. Anfangs werden die Grundlagen der Stammzellen zusammengefasst
und weiters wird ein Uberblick (iber die verschiedenen Typen der adulten Stammzellen
gegeben. Auf die Stamm- und Vorlauferzellen, besonders auf die Satellitenzellen, des
Skelettmuskels wird besonders Riicksicht genommen. Neben der Lokalisation dieser
Zelle, werden Dysregulation und ihr Beitrag im Alterungsprozess besprochen.

Da der Skelettmuskel die Fahigkeit besitzt sich an Stressoren anzupassen und
umfangreiche Beschadigungen zu reparieren, werden kurz die zelluldren und molekularen
Mechanismen der Muskelregeneration aufgezeigt.

Der Hauptteil gibt einen Uberblick tber den Stand der Forschungen beziiglich der
Auswirkungen von Kraft- und Ausdauertraining auf die Aktivierung von Satellitenzellen.
Hierbei wird aufgezeigt, in wie weit Stamm- und Vorlauferzellen in die Regeneration von
Skelettmuskulatur eingreifen und welche Rolle sie dabei spielen.

Der abschlieRende Teil befasst sich mit den molekularen Ansatzen der Behandlung von
Muskel-Skelett-Verletzungen in der Sportmedizin. Da jahrlich Millionen Menschen sich
muskuloskeletale Verletzungen zu ziehen, versucht man neben den konventionellen
Therapien, neue und effizientere Methoden der Regeneration zu erforschen. Konkret

handelt es sich hierbei um das Tissue Engineering. Grundlegendes des Tissue
Hopfgartner, Barbara (2010) 3
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Engineering, sowie die Beeinflussung durch Wachstumsfaktoren, Gentherapie und
besonders die Zelltherapie in der Regeneration von muskuloskeletalen Verletzungen

werden erlautert. Die Arbeit wird durch eine Diskussion der inhaltlichen Themen

abgerundet.

Hopfgartner, Barbara (2010)
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2 Begriffserklarung

2.1 Stammzelle

Alberts, Johnson, Lewis, Raff, Roberts und Walter (2004, S. 1755) definieren die
Stammzelle als eine verhaltnismaRig undifferenzierte Zelle, die sich unbegrenzt und
dauernd teilen kann und dabei Tochterzellen abgibt, die zu bestimmten Zelltypen

enddifferenziert werden kénnen.

Jede Tochterzelle, die bei der Teilung einer Stammzelle entsteht, kann entweder
Stammzelle bleiben (Selbsterneuerung) oder sich zu einer endglltig differenzierten Zelle
weiterentwickeln (siehe Abbildung 1). Die endgultige Differenzierung umfasst mehrere
Schritte aus zusatzlichen Zellteilungen, bis die Tochterzelle den Zustand endgultiger

Spezialisierung erreicht.

Stammzelle

O,

SELBSTERNEUERUNW
8

8o

ON

endgliltig
differenzierte
Zelle

Abbildung 1: Selbsterneuerung und Differenzierung der Stammzelle (Alberts et al., 2004, S. 1473)

Die beiden Tochterzellen einer Stammzelle missen sich nicht immer unterschiedlich
entwickeln. Stammzellen kénnen sich namlich auf zwei unterschiedliche Wege teilen.

Entweder nach dem Schema einer symmetrischen Teilung oder einer asymmetrischen.

Erfolgt die Teilung ausschliellich zur Erhaltung des Stammzellenpools, erfolgt eine
symmetrische Teilung. Soll jedoch eine Tochterzelle in weiterer Folge zu einer
differenzierten Zellen werden, so teilt sich die Stammzelle asymmetrisch (siehe Abbildung
2).

Hopfgartner, Barbara (2010) 5



Regeneration der Skelettmuskulatur durch Stammzellen

Symmetrisch Asymmetrisch

| ? | | ? |
©O 00 ®
© stammzelle

Progenitorzelle /
differenzierte Zelle

Abbildung 2: Symmetrisches und Asymmetrisches Teilungsmuster einer Stammzelle
(Koestenbauer et al., 2006, S. 324)

Wie in Abbildung 2 ersichtlich, entsteht bei symmetrischen Teilung zwei mit der
Ursprungzelle identische Tochterzellen und bei der asymmetrischen Teilung eine selbst
erneuerungsfahige Stammzelle und eine differenzierte Tochterzelle (=Progenitorzelle oder
auch Vorlauferzelle). Der Grund fur eine symmetrische oder asymmetrische Teilung ist bis
jetzt noch weitgehend unbekannt. Jedoch nimmt man an, dass es sich dabei um ein
Prinzip handelt, das auf vererbten Faktoren der Mutterzelle oder auf Umwelteinfliissen

beziehungsweise auf beidem basiert (Koestenbauer, Zech & Dohr, 2006).

2.2 Progenitorzelle

Die Progenitorzelle ist ein Abkémmling einer pluripotenten adulten Stammzelle. Es
handelt sich dabei um eine Zelle, die bereits eine partielle Differenzierung
beziehungsweise eine Determination durchgemacht hat und grundsatzlich auf einen
bestimmten zelluldren Differenzierungsweg festgelegt ist (Bloch, Brixius, Schmidt & Wahl,
2006b).

Hopfgartner, Barbara (2010) 6
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3 Einteilung von Stammzellen

Stammzellen kdénnen nach zwei Gesichtspunkten eingeteilt werden: beziglich ihres
Entwicklungsstadiums oder ihres Entwicklungspotentials in vivo' (Koestenbauer et al.,
2006).

Entwicklungspotential Entwicklungsstadium
Totipotent Blastomeren bis zum 8-Zellstadium
Pluripotent Embryonale Stammzellen

(ESs, ECs, EGs)

Fetale Stammzellen

Adulte Stammzellen
(HSCs, NSCs, MSCs, ...)

Abbildung 3: Entwicklungspotential und Entwicklungsstadien der Stammzelle (ESs = embryonale
Stammzellen; ECs = embryonale Teratokarzinom-Stammzellen; EGs = primordiale Stammzellen;
HSCs = hamatopoetische Stammzellen; NSCs = neurale Stammzellen; MSCs = mesenchymale
Stammzellen) (Koestenbauer et al., 2006, S. 325)

Bezogen auf die Entwicklungsstadien unterscheidet man Blastomere bis zum 8-
Zellstadium, embryonale Stammzellen (Zellen aus der Embryonalphase), fetale

Stammzellen (Zellen aus der Fetalphase) und adulte Stammzellen.

Totipotente (gleich omnipotente) Stammzellen findet man ausschliel3lich in der
Embryonalentwicklung bis zum 8-Zellstadium. Diese Art von Zellen haben noch die
Fahigkeit einen gesamten Organismus zu generieren. Dies heillt, dass diese
Stammzellenart zu einem vollstdndigen Lebewesen heranreifen kann (Déhmen & Reis,
2002). Sie gehoéren damit zur obersten Hierarchieebene woraus dann durch Zellteilungen
und dabei stattfindenden Differenzierungsvorgdnge pluripotente  Stammzellen
hervorgehen (Heinemann & Kersten, 2007). Uber das 8-Zellstadium hinaus wird das
Potential der Zellen auf die Pluripotenz begrenzt.

Pluripotente Stammzellen sind solche, aus denen sich die unterschiedlichsten Gewebe
des menschlichen Korpers entwickeln koénnen. Der Unterschied zur totipotenten
Stammzelle liegt daran, dass aus der Pluripotenten kein komplettes Individuum mehr
entstehen kann. Zu dieser Gruppe gehdren, wie in Abbildung 3 ersichtlich sind, die

embryonalen Stammzellen und nichtembryonalen Stammzellen. Zu den nichtembryonalen

' im lebenden Organismus

Hopfgartner, Barbara (2010) 7
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Stammzellen zahlen die fetalen Stammzellen (zum Beispiel Nabelschnurstammzellen)

sowie die adulten — erwachsenen — Stammzellen (Déhmen et al., 2002).

Embryonale Stammzellen (ES) werden gewonnen indem sie dem Embryo aus der inneren
Zellmasse der Blastozyste” entnommen werden. In diesem Stadium sind diese nicht mehr
totipotent, welches bedeutet, dass kein eigenstandiges Lebewesen mehr entstehen kann.
Sie konnen jedoch noch zu mehr als 200 verschiedenen Gewebetypen heranwachsen
(D6hmen et al., 2002).

Die fetale Stammzelle ist eine pluripotente Stammzelle. Ihr Vorteil gegentiber der adulten
Stammzelle in spateren Lebensjahren besteht darin, dass sie noch weitgehend durch
Keime und mégliche maligne® transformierte Zellen unbelastet zu sein scheint (Déhmen et
al., 2002).

Auf die embryonale und fetale Stammzelle wird in dieser Arbeit nicht naher eingegangen,
da dies fir die weiteren Themen der Magisterarbeit nicht als relevant erscheint. Es wird im

Weiteren nur von den humanen adulten Stammzellen spezieller berichtet.

% Keimblase (im Entwicklungsstadium nach dem 8-Zellstadium)
3 . .
bdsartig
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4 Adulte Stammzellen

Als adulte Stammzellen werden jene Zellen bezeichnet, die in einem Organ fur die
Regeneration dieses Organs zur Verfugung stehen und vom Organismus fur diese
Aufgabe vorbehalten werden. Bis vor ein paar Jahren wurden diese Zellen als
monopotent angesehen, nur fir die eine Aufgabe vorbereitet, ihr Organ
regenerationsfahig zu halten (Déhmen et al., 2002). Lange Zeit nahm die Wissenschaft
an, dass adulte Stammzellen nur in Gewebe, die eine hohe zelluldre ,turn-over‘-Rate
aufweisen, vorkommen (zum Beispiel Haut, Blut, Darm,...) und nur Zelltypen ihres
Ursprungsgewebes bilden kdnnen. Diese Eigenschaft, sich im Verlauf des
Differenzierungsprozesses innerhalb der eigenen Zell-Linie, aus der sie stammen, zu
entwickeln, nennt man Plastizitdt. Zum Beispiel werden hamatopoetische Stammzellen

(HSCs) zu allen Zellen des Blutsystems (Koestenbauer et al., 2006).

Jedoch wurde 1998 eine neue Fahigkeit der Stammzellen entdeckt. Das Phanomen der
»1rans-Differenzierung®. Auf dieses Phanomen wird in Kapitel 4.4 noch naher

eingegangen.

4.1 Stammzelltypen der adulten Stammzelle

In den vergangen Jahren haben die Wissenschafter eine groRe Anzahl an Stamm- und
Vorlauferzellen fur unterschiedliche Zellarten gefunden (siehe Abbildung 4). Stamm- und
Vorlauferzellen weilen im menschlichen Organismus im Knochenmark, in anderem

Gewebe oder zirkulieren zum Teil im Blut (Asahara & Kawamoto, 2004).

Hopfgartner, Barbara (2010) 9
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Abbildung 4: Postnatale Stamm- und Vorlauferzellen (Asahara, et al, 2004)

Das Knochenmark im adulten Organismus ist der Ort, der vor allem Stamm- und
Vorlauferzellen aufweist. Dort sind es zwei verschiedene Stammzelltypen- die
hamatopoetischen (hematopoetic stem cells, HSC) und die mesenchymalen
(mesenchymal stem cells, MSC) Stammzellen. Wobei sich die hamatopoetischen
Stammzelle zu allen Zellen des Blutes und die mesenchymalen zu verschiedenen
anderen Zelltypen, wie zum Beispiel zu Muskelzellen oder Osteoblasten differenzieren
kénnen. Endotheliale Vorlauferzellen sind Uberwiegend im GefalRsystem anzufinden, und
besitzen die Fahigkeit zu Endothelzellen zu differenzieren. Ein weiterer Typ sind die
Satellitenzellen (adulte Skelettmuskel-Stammzellen), deren Herkunft der Skelettmuskel
darstellt. Weiters gehéren unter anderem zu den Stammzelltypen noch die neurale
Stammzelle und die kardiale Progenitorzelle, welche vorwiegend im Gehirn

beziehungsweise im Herzen anzutreffen sind (siehe auch Abbildung 6).

4.2 Entwicklung einer Stammzelle

Mit dem abgeschlossenen 8-Zellstadium der embryonalen Stammzelle entwickelt sich die

Blastozyste. Aus den Keimscheibenzellen (Embryoblast; innere Zelle Masse (ICM) )

Hopfgartner, Barbara (2010) 10
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entstehen die drei Keimblatter* mit ihren dazugehérigen Stammzellen, die zu den
Gewebszellen (zum Beispiel neuronale Stammzellen) werden. Wie schon anfangs
erwahnt, erhalten die Gewebszellen ihren Pool durch Autoreproduktion und entwickeln

sich Uber die Vorlauferzellen zu den differenzierten Zellen (siehe Abbildung 5).

4.3 Grund fur die Differenzierung von Stammzellen

Der menschliche Organismus beinhaltet zirka 200 verschiedene Zelltypen. Jeder dieser
Zelltypen hat eine bestimmte Aufgabe im menschlichen Koérper, deren Erflillung spezielle
biochemische und mechanische Funktionalitdten erfordert. Diese Funktionalitadten
entstehen durch Differenzierung der Zellen aus Vorlaufer- und Stammzellen. Der Prozess
der Zelldifferenzierung erfolgt kontinuierlich im Organismus, aufgrund von programmierten
Zelltod (Apoptose), Verletzungen, Blutungen oder anderer Ursachen. Dieser Nachschub
an Stammzellen muss permanent stattfinden, um einerseits den natirlichen Zellverlust
durch Alterung auszugleichen und andererseits bei Erkrankungen oder starkeren

Verletzungen die Regenerationsfahigkeit des Kérpers zu gewahrleisten (Maurer, 2006).

4.4 Phanomen der Trans-Differenzierung

Die Trans-Differenzierung (=hohe Plastizitat; Transdetermination) bedeutet, dass die
Stammzelle auch die Fahigkeit besitzt aus einem bestimmten adulten Gewebe in eine
reife Zelle eines anderen Gewebes zu differenzieren (Koestenbauer et al., 2006). So
konnten 1998 Ferrari und sein Team erstmals zeigen, dass Stammzellen wesentlich mehr
Zelltypen bilden kdnnen als nur die ihres Ursprunggewebes. Es gelang ihnen der Beweis,
dass aus Stammzellen des Knochenmarks Muskelzellen entstehen koénnen (Ferrari,

Cusella-De Angelis, Coletta, Paolucci, Stornaiuolo, Cossu & Mavilio, 1998). Diese Trans-

* Die Keimblatter sind die ersten Differenzierungen in der Embryonalentwicklung in

unterschiedliche Zellschichten, aus denen sich anschlielfend verschiedene Strukturen, Organe und
Gewebe entwickeln. Ein Embryo hat drei Keimblatter. Dazu z&hlen das Ektoderm (&uf3eres
Keimblatt), das Mesoderm (mittleres Keimblatt) und das Entoderm (inneres Keimblatt). Aus dem
Ektoderm entwickelt sich in weiterer Folge unter anderem das =zentrale und periphere
Nervensystem, die Sinnesorgane und die Epidermis (Epithel). Das Mesoderm bildet unter
anderem die Muskulatur, die Wirbelsdule, Herz, Nieren, Genitalgange und Schichten der
Darmwand und das Entoderm zum Beispiel Schilddriisen, Respirationstrakt, Leber und die
epitheliale Auskleidung des Magen-Darm-Kanals (Sadler, 1998).

Hopfgartner, Barbara (2010) 11



Regeneration der Skelettmuskulatur durch Stammzellen

Differenzierung kann sowohl innerhalb des Keimblattes aber auch Uber die Grenze eines

Keimblattes hinweg stattfinden (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Stammzellenbaum und Phanomen der Trans-Differenzierung (Koestenbauer et al.,
2006).

Es folgten zahlreiche Untersuchungen und so konnte zum Beispiel 2001 berichtet werden,
dass beim Menschen eine Knochenmarkszellen Uber den Herzkatheter in eine zerstorte
Herzmuskelregion eingeleitet wurden und somit die Herzmuskelfunktion erhalten werden
konnte (Déhmen et al., 2002).

In Abbildung 6 Iasst sich erkennen welches nachgewiesene Potential diversen
Stammzellen besitzen. Erkannt wurde zum Beispiel, dass die mesenchymalen
Stammzellen Uber ein Regenerationspotential von seinem Herkunftsort des
Knochenmarks hinweg, ein Potential im Herz-, Gefal3-, Skelettmuskel- und Gehirnbereich

zur Regeneration aufweisen (Bloch et al., 2006a).
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Abkiirzung Herkunft Nachgewiesenes
Regenerationspotential fiir

Mesenchymale MSC Knochenmark Herz, GefaB3, Skelettmuskel,
Stammzellen Gehirn, Knochen
Hamatopoetische HSC Knochenmark Herz, GefaB, Skelettmuskel,
Stammzellen Gehirn, Knochen
Endotheliale Stamm- EPC Knochenmark Herz, GefaB
[Progenitorzellen

Satellitenzellen Skelettmuskel Skelettmuskel, Herz
,adulte Skelettmuskel - Skelettmuskel Skelettmuskel

Stammzellen’

Neurale Stammzellen Gehirn (adult) Gehirn
Kardiale Progenitorzellen Herz Herz

Abbildung 6: Verschiedene adulte Stammzellenarten und ihr Regenerationspotential (Bloch et al.,
20064, S. 69)

Adulte Stammzellen gehéren deswegen zu einem groRen Hoffnungstrager der
regenerativen Medizin. Aufgrund des Phanomens der Trans-Differenzierung eréffnen sich

noch ungeahnte Mdglichkeiten der adulten Stammzellen.
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5 Endotheliale Progenitorzelle

5.1 Definition und Rolle der endothelialen Progenitorzelle

Endotheliale Progenitorzellen (EPC) sind primitive Knochenmarkzellen, welche die
Kapazitat fir die Proliferation®, Migration und Differenzierung in verschiedene
vollentwickelte Zellen haben. Im Besonderen besitzen sie die Aufgabe in Zellen zu reifen,
die das Lumen der BlutgefaRe auskleiden (Szmitko, Fedak, Weisel, Stewart, Kutryk &
Verma, 2003).

Das Endothel (ausdifferenzierte endotheliale Progenitorzelle) ist eine einschichtige
Auskleidung der innenliegende Oberflache der GefalRe, Herzklappen und zahlreichen
Korperhohlen®. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Thrombogenitat, Antikoagulation
(Hemmung der Blutgerinnung), Leukozyten- wund Bluttplattchen-Adhasion und
GefaBwandkontraktion und -relaxation. Endotheliale Dysfunktionen pradisponieren
Vasokonstriktionen (Engstellung der Blutgefalle), Thrombosen und Atherosklerose.
Endotheliale Progenitorzellen sind des Weiteren fiur die endotheliale Aufrechterhaltung,
Neovaskularisation (pathologische Neubildung von Gefalen), wie auch Reendothelisation
wichtig (Szmitko et al., 2003).

Nach einer Endothelzellschadigung, zum Beispiel durch eine Ischamie oder Verletzung,
werden sofort physiologische Reparaturprozesse in Gang gebracht. In kurzen und
vereinfachten Worten gefasst, beginnt der Ablauf dieses Prozesses mit der Mobilisierung
endothelialer Vorlduferzellen aus dem Knochenmark. Anschlielend erfolgt Uber
Chemotaxis die Rekrutierung und die Adhasion der endothelialen Vorlauferzellen am Ort
der Schadigung, sowie abschlielfend die Migration und die Differenzierung in
funktionstiichtigen Zellen (Beck, Rafat, Yard & Hanusch, 2007).

® lat. proles: Nachkommenschaft (Vermehrung von Zellen). Pschyrembel, 2002

6 jeder naturliche, von Mesothel oder Epithel ausgekleidete, in sich geschlossene oder mit anderen
Raumen beziehungsweise der Aulenwelt in Verbindung stehende Kérperhohlraum. Dazu zahlen
unter anderen Bauch-, Brust-, Schadel-, Nasen-, Mundhoéhle, der Rachenraum, die Liquorrdume
und Gelenkhdhlen (http://www.tk-online.de/rochelexikon; Zugriff am 26.0ktober 2008)
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5.2 Differenzierung der endotheliale Progenitorzelle

1997 haben Asahara et al. das Vorkommen von endothelialen Vorlduferzellen in
peripheren Blut bei normalen erwachsenen Menschen beschrieben. Diese Zellpopulation
reprasentiert bei einem gesunden Menschen in der mononuklearen Zellfraktion weniger
als 0,0001 Prozent (0,001 bis 0,05 % nach Beck et al., 2007) der endotheliale
Vorlauferzellen im peripheren Blut und weniger als ein Prozent der Knochenmarkszellen.
Die Abstammung und somit auch die Definition der endothelialen Progenitorzelle sind bis
heute noch nicht eindeutig erforscht. Jedoch zeigten reichliche Studien, dass
Endothelvorlduferzellen mdglicherweise unter anderem von Hamangioblasten abstammen
kénnten. Der Hamangioblast scheint ein gemeinsamer allgemeiner Vorldufer von
hamatopoetischen Stammzellen und endothelialen Vorlauferzellen zu sein (Prieto,
Fernandez-Ruiz, Kawa, Sarobe & Qian, 2008).

N\ . (@ (&)
O) ® ® o
Hematopoletic precursor Hematopoletic cells
/‘\.
),
Hemangloblast
1) - > ——_ =
Angloblast EPC Endothelial cell

Abbildung 7: Differenzierung der Endothelvorlauferzelle (Prieto et al., 2008; S. 767)

Ein Wachstumsfaktor sei dafir verantwortlich, dass der Hamangioblast zu einem
Angioblast’ differenziert und das der Angioblast in weiterer Folge sich zu einer
endothelialen Vorlauferzelle und schlussendlich zu einer Endothelzelle weiter entwickelt
(siehe Abbildung 7) (Prieto et al., 2008).

Endotheliale Progenitorzellen beziehungsweise Endothelzellen kdnnen sich weiters aus
hamatopoetischen Stammzellen, sowie aus mesenchymalen Stammzellen differenzieren
(siehe Abbildung 8) (Beck et al., 2007; Szmitko et al., 2003).

! Angioblasten stammen aus den Blutinseln der Dottersackwand sich differenzierende Zellen
unbestimmter Keimblattzugehérigkeit. Sie dienen als primare Bildungszellen der BlutgefaRwand
(Endothel) und des Herzens (http://www.tk-online.de/rochelexikon; Zugriff am 24. Oktober 2008).
Der Dottersack ist das Erndhrungsorgan des Embryos. Desweiteren gehen aus dem Dottersack

die Keimzellen und die Stammzellen fiir die Blutbildung hervor (Sadler, 1998).
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5.3 Marker der endothelialen Progenitorzelle

Eine exakte Definition der Marker ist noch nicht vorhanden und ist somit noch Bestandteil
intensiver Diskussionen. Grund hierflr ist unter anderem, dass die endothelialen
Progenitorzellen viele gemeinsame Oberflachenmarker mit den hamatopoetischen
Stammzellen aufweisen. Der Begriff endotheliale Progenitorzelle kann demzufolge eine
Gruppe von Zellen sein, welche eine Vielzahl an Stufen umfasst — erstreckend von
Hamagenioblast bis zur voll differenzierten Endothelzelle (Asahara et al., 2004). Jedoch
gilt als gesichert das gemeinsame Vorhandensein der Kombination des
Hamatopoesemarkers CD®34, des endothelialen Markers VEGF-R,’ und des
endothelialen Progenitormarkers CD133, welches eine Identifizierung endothelialer
Stammzellen erlaubt (Pietro et al., 2008; Beck et al., 2007).

® CD-Nomenklatur: internationales System flur die Bezeichnung von Differenzierungsantigenen
(engl. Cluster of Differentiation beziehungsweise Cluster Determinants) auf der Zelloberflache von
Leukozyten und Zellen, deren Zellmembran-Antigene mit denen von Immunzellen identisch sind.

Die Differenzierung erfolgt durch Antikérper in der Durchflusszytometrie. Vergleich Zellmarker.

Zellmarker sind fir bestimmte Zellen und verschiedene Subtypen einer Zellart spezifische antigene
Oberflachenstrukturen auf der Zellmembran von Zellen, die mit Hilfe von monoklonalen Antikérpern
nachgewiesen werden kénnen (mittels Durchflusszytometrie) und eine Differenzierung ermdglichen
(http://www.wdg.pschyrembel.de/; Zugriff am 29. Oktober 2008).

Vascular endothelial growth factor —Rezeptor 2 (auch KDR genannt): Rezeptor des
Wachstumsfaktor. Der VEGF reguliert die Neubildung und die Durchlassigkeit der Blutgefalie.
(http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 7. November 2008)
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Abbildung 8: Differenzierung und Charakterisierung endothelialer Vorlauferzellen (Beck et al.,

2007, S. 424)
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6 Mesenchymale Stammzellen

6.1 Definition und Rolle der mesenchymalen Stammzelle

Die mesenchymalen Stammzellen (MSC) vertreten eine Zellpopulation des
Knochenmarks. Etwa 0,0001 Prozent der Knochenmarkzellen sind mesenchymale
Stammzellen (Jackson, Jones, Scotting & Sottile, 2007). Sie durchleben die
ununterbrochene Proliferation und haben das Potential multiple mesenchymale
Stammzellabkémmlinge hervorzurufen. Dazu zahlen mesodermale Zelltypen des Binde-
und Stitzgewebes wie Osteoblasten (,Knochenmutterzellen“), Chrondrozyten
(Knorpelzellen), Adipozyten (Fettzellen), glatte Muskelzellen, quer gestreifte Muskelzellen
(Scholer, 2004), GefaRendothelien und Stromazellen. Mesenchymale Stammzellen
werden herkbmmlich aus dem Knochenmark isoliert, wo sie die Hamatopoese
(Blutbildung) durch die Absonderung von Zytokine'®, Wachstumsfaktoren, extrazellularer
Matrix und anderer Gewebezelltypen unterstitzen. Jedoch sind Berichte zufolge
mesenchymale Stammzellen in nahezu jedem Organ prasent (Van Poll, Parekkadan,
Borel Rinkes, Tilles & Yarmush, 2008). Im Besonderen wurden diese im adulten
Organismus in Fettgewebe, trabekuldren Knochen, Knochenhaut, Synovium, Leber, Haut,
Herz, Lunge und Milz identifiziert (Payushina, Domaratskaya & Starostin, 2006). Dieses
erhebt die Moglichkeit, dass mesenchymale Stammzellen einen ruhenden Pool an
.wiedergutmachenden® Stammzellen erzeugen, die im Falle einer Beschadigung im
Korper aktiv werden und den Reparaturmechanismus unterstitzen. Jedoch bleibt die
Rolle der endogenen mesenchymalen Stammzellen in der Geweberegeneration aufgrund

eines Mangels an eindeutigen Marker schwer nachvollziehbar (Van Poll et al., 2008).

6.2 Differenzierung der mesenchymalen Stammzelle

Anfanglich waren adulte mesenchymale Stammzellen eine Population an multipotenten
Zellen, welche im Knochenmark gefunden wurden. Lang waren sie dazu bekannt fahig zu
sein um in Osteozyten, Chrondrozyten und Adipozyten zu differenzieren. In der letzten

Zeit unterzog die Wissenschaft diesen Zellen genaueren Untersuchungen und es wurde

10 Oberbegriff fiir zahlreiche kérpereigene Substanzen, die von aktivierten T-Zellen und anderen
Zellen wahrend der natirlichen und spezifischen Immunantwort freigesetzt werden (http://www.tk-
online.de/rochelexikon/; Zugriff am 28. Oktober 2008).
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bekannt, dass die mesenchymalen Stammzellen ein Differenzierungspotential Gber ihre
mesenchymale Abstammungslinie aufweisen. Das heil3t, dass sie, wie auch die
hamatopoetische Stammzelle, Abkdmmlinge aller drei Keimblatter bilden kann. Es wurde
nachgewiesen, dass die mesenchymale Stammzellen sowohl in vitro, als auch in vivo die
Fahigkeiten haben neurale Zellen zu bilden. Weiters zeigte sich ein myogenes, speziell
kardiomyogenes, Potential (jedoch nur in vitro) (siehe Abbildung 9) (Jackson et al., 2006).

@ Myoblast

Mesenchymale C®D  Neurale Zelle
Stammzelle

p tripotent (adipo-osteo-chondrogenische Zelle)
C@®) Adipozyte

chondro-osteogenische Zelle @
S
Chrondrozyt

osteogenische Zelle

(o]

Osteoblast

Abbildung 9: Differenzierungspotential der mesenchymalen Stammzelle (modifiziert nach
Payushina et al, 2008)

6.3 Marker der mesenchymalen Stammzelle

Eine eindeutige Definition der Marker ist aber bis heute noch immer nicht mdglicher.
Jedoch konnte der Marker CD29 und/oder CD105 in 95 Prozent der Félle als
Oberflachenmarker identifiziert werden (Jackson et al., 2007). Es scheint auch so, als
kénnte die Expression des Antigens CD117 sich als Marker erweisen. Die Erscheinung
dieses Markers ist aber stark von dessen Stufen der Differenzierung abhangig. Umso
weiter die Zelle differenziert ist, umso schwerer wird es, diesen Marker nachzuweisen,
denn je nach Differenzierungsfortschritt andert eine Stammzelle ihre Marker (Payushina et
al., 2006).

Des Weiteren werden mesenchymale Stammzellen durch die Abwesenheit von einigen
hamatopoetischen Marker, wie CD14, CD31, CD45, CD86 und Glycophorin A,
charakterisiert (Payushina et al., 2006).

Der Hauptgrund warum es zu keiner exakten Definition von Markern kommt, ist

wahrscheinlich der, dass die Expression der Antigene im Laufe ihrer
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Differenzierungsstufen wechseln. (Jackson et al., 2006). Dies bedeutet, dass die
mesenchymale Stammzellen in Kultur Gberwiegend ihre Expressionen verlieren, so dass
zum Zeitpunkt der kulturtechnischen reinen Population, Uber die die mesenchymalen
Stammzellen definiert sind, diese Marker nicht mehr zur Verfligung stehen (Wulf, Chapuy
& Trimper, 2006).
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7 Hamatopoetische Stammazellen

7.1 Definition und Rolle der hamatopoetischen Stammzelle

Als hamatopoetische (=Blut bildend) Stammzellen (HSC) bezeichnet man die
Stammzellen, aus denen sich durch Zellteilung und Differenzierung, alle Arten von
Blutzellen entwickeln. Die pluripotente hamatopoetische Stammzelle steht am Beginn der
Entwicklung aller hamatopoetischen Reihen (lymphozytar, myeloisch, erythrozytar und
megakaryozytar). Die Proliferation und die Differenzierung der Zellen werden unter
anderem durch ein komplexes Zusammenspiel von Wachstumsfaktoren (unter anderem
Zytokine) reguliert (Schoélmerich, Burdach, Drexler, Hallek, Hiddemann, Hoérl, Klein,
Landthaler, Lenz, Mann, M&ssner, Miller-Ladner, Reichen, Schmiegel, Schréder, Seeger,

Stremmel, Suttorp, Weilemann, Wdéhrle & Zeuner, 2007).

Hamatopoetischen Stammzellen werden wie Stammzellen anderer Organsysteme
willktrlich durch folgende Stammzelleigenschaften definiert: ein hohes proliferatives
Potential, der Erhalt von Stammzelleneigenschaften von mindestens einer Tochterzelle
bei einer Teilung (Selbsterneuerung), die Fahigkeit differenzierter Zellen aller
Blutzellenreihen zu bilden und eine hohe Langlebigkeit (Buske, Glimm & Feuring-Buske,
2006).

Ihre zentrale Aufgabe liegt dementsprechend in der Hamatopoese (Blutbildung).

7.2 Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen

Die hamatopoetische Stammzelle entsteht aus nicht hamatologischen Vorlauferzellen
mesodermalen Ursprungs wahrend der Bildung des Dottersacks des Embryos. Diese
embryonalen (=primitiven) Stammzellen migrieren im weiteren Verlauf in die fetale Leber
und bilden dort die definitive Hamatopoese entsprechend der im Knochenmark des

Erwachsenen vorkommenden Blutbildung.
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Abbildung 10: Entwicklungsstufen hamatopoetischer Stammzellen (Schélmerich et al., 2007,
S.305)

Abbildung 10 zeigt vereinfacht, wie sich die hamatopoetischen Stammzellen
differenzieren. Es werden mindestens zwei Reifegrade von der pluripotenten Stammzelle
unterschieden. Erstens die langfristige Rekonstitution (Wiederherstellung) der
Hamatopoese (,longterm“ hadmatopoetische Stammzelle) und zweitens jene Stammzelle,
die lediglich kurzfristig (,shortterm“ hamatopoetische Stammzelle) die Hamatopoese
aufrechterhalten. Schlagt eine hamatopoetische Stammzelle den Weg der Differenzierung
ein, so entwickeln sich nachfolgend zwei multipotente Progenitorzellen- eine lymphatische
und eine myeloischen Vorlduferzelle. Aus diesen entwickeln sich wiederrum Uber
verschiedenste Zwischenstufen alle reifen Zellen der lymphatischen und myeloischen
Reihe. Aus den myeloiden Vorlauferzellen kénnen sich weiters auch die erythrozytare und
megakaryozytare Reihe mit ihren Abkdmmlingen entwickeln. All diese Zellen zirkulieren
im Blut und fihren dort jeweils spezielle Aufgaben durch. Die neutrophilen Zellen

(=Phagozyten'") der granulozyten Reihe sind beispielsweise fiir die bakterielle Abwehr

" Fresszelle* mit der Fahigkeit, unbelebte oder belebte Fremdpartikel (Mikroorganismen,

Blutzellen, Gewebstrimmer etc.) aufzunehmen und zu verdauen (Phagozytose). Sie werden
unterschieden als— mobile — Mikrophagen (Granulozyten) und als — Uberwiegend sessile —
Makrophagen (zum Beispiel Monozyten) (http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 4.
November 2008)
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zustandig. Die eosinophile Zellen sind fir die Abwehr von Parasiten verantwortlich,

wahrend die Aufgabe der basophilen Zellen bis heute noch nicht eindeutig geklart ist.

Ein paar der reifen Blutzellen kdnnen weiter differenzieren und besondere Funktionen
ausfiihren. Aus Monozyten kénnen so Makrophagen (eine weitere Gruppe von
Phagozyten) entstehen, nachdem diese das Blut verlassen haben und in das Gewebe
eingewandert sind. Diese Zellen werden dann entsprechend ihrer Lokalisation im Gewebe
benannt, zum Beispiel Kupfer-Zellen in der Leber oder Alveolarzellen in der Lunge.
Lymphatische Zellen haben ebenfalls die Fahigkeit sich noch weiter zu differenzieren und
bestimmte Aufgaben im Organismus wahrzunehmen. Aus den hoch spezialisierten 3-
Zellen kdnnen sich Plasmazellen entwickeln, die nach einem bestimmten Reiz nur einen

einzigen Antikdrper produzieren.

Die Entwicklung aller blutbildenden Reihen (ausgehend von der pluripotente Stammzelle)
passiert im roten Knochenmark spongiéser Knochen. Reife hamatologische Zellen
verlassen das Knochenmark (iber vendse Sinusoide', welche das Geflecht aus feinen
Knochenbalkchen durchziehen. Die Regulation der Proliferation und Differenzierung der
hamatopoetischen Stammzelle zu Endzellen ist ein Prozess, der andauernd und
kurzfristig den Bedirfnissen des menschlichen Kdrpers angepasst wird (Schdlmerich et
al., 2007).

7.3 Marker der hamatopoetischen Stammazelle

Die Voraussetzung fiur den Nachweis von Stammzellen mittels Antikdrper ist, dass die
Stammzelle sowohl in ausreichend hoher Dichte, als auch moglich selektiv auf der
Zellmembran von Stammzellen exprimieren. Die Knochenmarkzellen werden mittels
Antikérperkonjugaten (Bindung von Antikdrper) gegen ein Antigen, zum Beispiel CD34,

markiert und analysiert.

CD34 gehdort zu den hoch auflésenden selektiven Stammzellenmarker der
hamatopoetischen Stammzelle. Hierzu kommen noch eine Menge an Subpopulationen,
wie zum Beispiel das Glykoprotein CD38, CD133 oder CDCP1 (=CD318). Das CD38 wird
auf zirka 99 Prozent aller CD34+ Knochenmarkzellen exprimiert. Sehr haufig werden

frihe primitive hamatopoetische Stammzellen tber den Phanotyp CD34+CD38- definiert.

'2 pesonders weite Blut- und Lymphkapillaren (http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 4.
November 2008)
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Diese Marker lassen sich beispielsweise mit Standardimmunfluoresenztechniken
nachweisen. Nahezu 100 Prozent der CD34+CD38- Zellen koexprimieren CD133 und
CDCP1, die ebenfalls als robuste Stammzellenmarker bezeichnet werden. Nach Sack,
Tarnol und Rothe (2007) sind weitere Oberflachenmarker, unter anderem CD90 (Thy-1)
(ein lymphoides Antigen), CD164 oder CD117, bekannt. Dimmeler et al. (2005) definieren
als Hauptoberflachenmarker der frithen hamatopoetischen Stammzelle CD34, CD133,
CD45 und Thy-1 (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11: Marker der humanen hamatopoetischen Stammzelle (Dimmeler et al., 2005, S.21)

Es st ersichtlich, dass sich die Wissenschafter bei gewissen Marker nicht
hundertprozentig einig sind. Einer der Hauptgriinde ist, dass im Laufe der Differenzierung
der Phanotyp einer Stammzelle sich in Richtung der jeweiligen Zellreihe éndert und so
nach Differenzierungsgrad andere Oberflachenmarker aufweist. Somit sind einige
Zellreihnen durch das Vorkommen bestimmter spezifischer Oberflachenstrukturen
gekennzeichnet. Zum Beispiel exprimieren T-Zellen das Antigen CD3 oder B-Zellen
CD19, wahrend andere Zellen nur durch eine Kombination verschiedener
Membranantigene und Zelleigenschaften voneinander abgrenzbar sind (Schdélmerich et
al., 2007).
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8 Stamm- und Vorlauferzellen des Skelettmuskels

Der adulte Skelettmuskel umfasst unterschiedliche Zellpopulationen. Die am meist
erforschten Zellen sind die Satellitenzellen (myogenen Vorlauferzellen) und die ,muscle
side-population cells®. Der adulte Skelettmuskel besitzt die Fahigkeit, sich trotz terminaler
Differenzierung, an Stimuli (wie beispielsweise an ein Trauma oder kérperliche Belastung)
gut anpassen zu koénnen. Dies verdankt er vorwiegenden den Satellitenzellen. Diese
besitzen ein sehr hohes Potential in Reaktion auf Stress zu proliferieren und zu
differenzieren. Sie sind somit ein wichtiger Faktor in der muskuldren Regeneration,
Reparatur und Hypertrophie im Sinne des Adaptationsprozesses an korperliche

Belastung.

8.1 Satellitenzellen

Die Satellitenzellen sind verantwortlich fir postnatale Aufrechterhaltung, Wachstum,

Reparatur und Regeneration der Skelettmuskulatur (Kuang & Rudnicki, 2008a).

8.1.1 Lokalisation der Satellitenzellen im Skelettmuskel

Satellitenzellen sind anatomisch durch ihre Lage auf der Plasmamembran der
Muskelfasern charakterisiert und werden von der Basallamina umgeben (siehe Abbildung
12).
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Abbildung 12: Lage der ruhenden Satellitenzellen (Satellitenzellennische) (Kuang et al., 2008a, S.
83)
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Unter normalen physiologischen Bedingungen ruhen diese im Skelettmuskel. Als Antwort
auf aktivierende Signale, wie zum Beispiel ein Trauma, werden die Satellitenzellen
aktiviert. Im Anschluss unterziehen sie sich einer Teilung und folglich differenzieren sie

sich in ausgereifte Muskelzellen (Kuang et al., 2008a).

8.1.2 Ursprung und Entwicklung der Satellitenzellen

All unsere Skelettmuskulatur des Rumpfes und der Extremitdten stammt von einem
Somiten (=Ursegment) ab. Genauer gesagt handelt es sich um segmentale Derivate des
Mesoderms, welches sich auf beiden Seiten der axialen Struktur des vertebralen Embryos
entwickelt. Wenn der Somit ausgereift ist, erhalt der dorsale Part eine epitheliale Struktur-
das Dermomyotom - die Quelle von myogenen Vorlauferzellen. Diese Zellen I6sen sich
anfanglich von den Seiten des Dermomyotom, um den ersten Skelettmuskel, das
Myotom, zu formen (Buckingham, 2007). Skelettale Myogenese wird somit durch
myogene Zellen ausgel6st und es kommt zu grundlegender Formung von Muskelfasern.
Diese myogenen Vorlauferzellen charakterisieren sich durch Pax3/Pax7 Expression und
durch das Fehlen von anderen myogenen Regulationsfaktoren/Transkriptionsfaktoren™
(MRF; inkludiert Myf5, MyoD Mrf4 und Myogenin™) (siehe Abbildung 13) (Kuang et al.,
2008a). Diese myogenen Vorlauferzellen entspringen dem zentralen Anteil des
Dermomyotom und bleiben wahrend der ganzen Embryogenese der Entwicklung der
Skelettmuskulatur erhalten. Spater in der fetalen Entwicklung generieren diese
ansassigen Vorlauferzellenpopulationen Zellen in eine Satellitenposition rund um die

Muskelfasern in sublaminare Position.

Embryonic Quiescent Myoblast Myocyte Myotube
progenitor satellite cell

7) ) 7)) Y

Pax3/7 Pax7 Pax7 Pax7 Myf5?
Myf5 Myf5 MyoD
MyoD  Myogenin
Pax3

Abbildung 13: Transkriptionale Kontrolle der Entwicklung von Myotuben (Kuang et al., 2008a, S.
83)

'3 Spezielle Transkriptionsfaktoren sind an der Aktivierung muskelspezifischer Gene beteiligt.
'* auch die Bezeichnung Myf-4 ist fir Myogenin gebrauchlich
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Auf die genauen molekularen Expressionsmuster der Stilllegung, Aktivierung, Proliferation
und Differenzierung der Satellitenzellen wird im Kapitel 9.2.1 und 9.2.2 noch spezieller

darauf eingegangen.

8.2 Muscle side-population cells

Eine der wichtigsten Fraktion der ,muscle-derived stem cells® sind Randpopulationen
(side population-SP), welche den hamatopoetischen Marker Sca-1 exprimieren, aber
keine Expression von Satellitenzellenmarkern aufweisen. ,Side-population” sind in hohem
MaRe mit Zellen angereichert, die hamatopoetischen Kolonien bilden. Zudem sind diese
Randpopulationen mit hamatopoetischen Potential, positiv auf den CD45 Marker. Jedoch
haben Untersuchungen in vitro gezeigt, dass Randpopulationen nicht in Myozyten
differenzieren koénnen. Im Gegensatz dazu koénnen Satellitenzellen in Myozyten
Ubergehen, aber exprimieren keinen Sca-1 oder CD45 Marker und kénnen des weiteren
auch keine hamatopoetischen Siedlungen bilden. Im Tiermodell konnte allerdings gezeigt
werden, dass Randpopulationen Potential aufweisen in Myozyten und Satellitenzellen
nach einer intramuskuldren Transplantation zu differenzieren. Aufierdem durchleben
Randpopulationen nach einer Kokultivierung mit Myoblasten eine myogene Auspragung.
Die Kokultivierung mit Myoblasten oder gezwungenen Expression von MyoD (bedingte
Muskeldifferenzierung von Randpopulationen) brachte bei einem Mausexperiment den
Marker Pax7, ein essentielles Gen fiur die Entwicklung von Satellitenzellen, hervor. Diese
Belegdaten besagen, dass Satellitenzellen und ,muscle-derived stem cells®
unterschiedliche Populationen an Zellen reprasentieren und, dass ,muscle-derived stem
cells“ das Potential aufweisen zu myogenen Zellen werden zu kénnen via myozytarer
induktiver Interaktion (Asakura, Seale, Girgis-Gabardo & Rudnicki, 2002).

Parallel zu den Satellitenzellen entstammt einen signifikante Anzahl von ,muscle side-
population stem cells“ ebenfalls vom Somiten und vielleicht teilen sie sich sogar einen

gemeinsamen Vorlaufer mit den Satellitenzellen (Le Grand & Rudnicki, 2007).

8.3 Dysregulationen der Satellitenzellen

Unter bestimmten Umstadnden kdnnen Dysregulationen der myogenen Satellitenzellen
oder der Faktoren, welche die Satellitenzellenregulation vermitteln, zu einer gestérten
Muskelregeneration oder sogar zu chronischen Myopathien fiihren (Shortreed, Johnston
& Hawke, 2008). Im Folgenden werden einiger dieser Erkrankungen, in welchen die

myogenen Satellitenzellenregulation beeintrachtigt ist, naher erlautert.
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8.3.1 Muskulare Dystrophie

Bei einer Muskeldystrophie handelt es sich um eine Gruppe von genetisch degenerativen
Erkrankungen, die willkirlich Muskeln beeintrachtigen. Die haufigste und verheerendste
Form der muskularen Dystrophie ist jene des Types Duchenne (DMD). Dieser Typ ist
durch eine Muskelschwéche gekennzeichnet, die von den Beinmuskeln ausgehend auf
Rumpf und Schultergirtel Ubergreift. SchlieRlich entwickelt sich eine Muskelatrophie, die
dazu flhrt, dass die Kinder zirka im 10. Lebensjahr gehunfahig werden. Im finalen
Stadium leiden die Patienten an muskularer Ateminsuffizienz. Obwohl sich die
Therapieverfahren verbessert haben, liegt die Lebenserwartung nur um 20 Jahre. Die
Duchenne’sche Muskeldystrophie tritt mit einer Haufigkeit von etwa 1:3500 neugeborenen
Jungen auf und gehért damit zu den haufigsten schweren Erbkrankheiten.

Die Krankheit wurde auf dem X-Chromosom lokalisiert und betrifft das Dystrophingen.
Dieses Gen ist das mit Abstand grof3te Gen, das im Menschen fir ein Protein codiert. Es
beinhaltet 79 Exons, welche zirka 2,6 Millionen bp bedecken. Diese Groke macht es
anfallig fur Rearrangements und Rekombinationen, die zu Mutationen fuhren. In 60
Prozent der Falle sind die Mutationen Deletionen von einem oder mehrerer Exons.
Daneben werden auch Duplikationen, Translokationen oder Punktmutationen gefunden.
Allgemein kann gesagt werden, das die Mutationen, die den offenen Leserahmen
unterbrechen, zu einem vorzeitigen Abbruch der Dystrophinsynthese fihren und somit
eine Duchenne’sche Muskeldystrophie verursachen. Mutationen, die den Leserahmen
nicht verandern, resultieren eher in einer milderen Form der muskularen Dystrophie- dem
Becker'schen Typ. Dieser Typ hat ein &ahnliches Erscheinungsbild, jedoch einen
gutartigen und langsam fortschreitenden Verlauf. In der Regel beginnt die Krankheit
abseits des 10. Lebensjahrs und die Invaliditat tritt erst im Alter von 40 oder 50 Jahren
ein. Die Lebenserwartung ist nur wenig verkirzt und dieser Typ ist wesentlich seltener
(1:20 000) als der Typ Duchenne.

Das Dystrophingen ist ein bedeutendes Strukturelement in den Muskelzellen, das die
Proteine des internen Cytoskeletts mit dessen in der Zellmembran verbindet. Ein Verlust
dieser Funktion fiihrt zur Zerstérung der Muskelfasern, zu Lecken in der Zellmembran

und zu Veranderungen in Signalkaskaden (Graw, 2006).

Als Antwort auf wiederholte Muskelkontraktionen entsteht eine ausgedehnte
Muskeldegeneration. Die myogenen Satellitenzellen antworten und reparieren den
verletzen Muskel. Bedauerlicherweise weisen die neu generierten Muskelfasern auch ein
Fehlen des funktionalen Dystrophingen auf, da es sich um eine genetische Erkrankung

handelt. Diese kontinuierlichen Phasen der Degeneration und Regeneration erschdpft den
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Pool an myogenen Satellitenzellen schlussendlich. Der Muskelapparat eines erkrankten
Menschen im Alter von fliinf Jahren hat schon eine Muskelregeneration im Ausmal} von
sechs sechzig jahrigen Menschen durchlaufen.

Im Moment gibt es keine Heilungsmethoden fur DMD, obwohl eine Vielzahl an Therapien

getestet wurden, um zumindest das Krankheitsbild zu schwachen (Shortreed et al., 2008).

8.3.2 Atrophischer Reiz/Muskelatrophie

Bei einer Muskelatrophie kommt es zu einer Reduktion der Muskelmasse und zu einer
Abnahme der Satellitenzellen. Eine Atrophie kann durch diverse Faktoren, wie zum
Beispiel durch eine Denervation, Immobilisation oder Mangelerndhrung, entstehen.
Entsteht die Atrophie durch eine Phase der Immobilitat, so werden bei der
Wiederherstellung der Mobilitdt die Satellitenzellen aktiviert und es kommt zur
Proliferation. In Folge neubevdlkern die Satellitenzellen den atrophieren Skelettmuskel. Im
Gegensatz dazu, resultiert ein atrophischer Reiz im adulten Skelettmuskel in einen
irreversiblen Umformungsprozess, wodurch der myogene Satellitenzellengehalt abnimmt

und die Proliferationskapazitat dieser Zellen beeintrachtigt wird (Shortreed et al., 2008).

Anders als bei anderen Formen der Atrophie, ist die Denervation eher ein pathologischer
Stress, als ein physiologischer. Eine Denervation produziert eine Art Inaktivitatsatrophie,
welche sich durch Muskelfaserdegeneration charakterisiert und mit einer ausgepragten
Veranderung der Muskelfasern und ruhenden Satellitenzellen begleitet wird. In der
Intialphase der Denervation ist ein Anstieg der Satellitenzellen um drei bis neun Prozent
zu verzeichnen. Bei einer langer andauernden Denervation (um die 18 Monate) kommt es
zu einer signifikanten Abnahme der Satellitenzellen. Dieser fortschreitende Riickgang von
Satellitenzellen kénnte mit der Apoptose der Zellen einhergehen. Alternativ kdnnte es
aber auch sein, dass es bei langeren Denervationen zu einem Mangel an neutrophischen
Input kommt, welches eine negative Auswirkung auf die Satelllitenzellenfunktion und —
gehalt zur Folge hat. Die Mechanismen fir dieses Ph&nomen sind unklar, aber
betrachtliche Daten unterstitzen die Annahme, dass die intakten neuromuskularen
Verbindungen hemmende Einflisse, in Bezug auf den Satellitenpool, vermitteln (Zammit,
2008).

8.3.3 Satellitenzellen im Alterungsprozess

Der sukzessive Verlust von Muskelmasse und Muskelkraft ist einer der Kennzeichen im
Alterungsprozess. In vielen Fallen fuhrt dies zuerst zu einer Beeintrachtigung fur den

Menschen und spater zu einem Verlust der Selbststandigkeit. Diese altersbedingte
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Veranderung des Muskels kann, zumindest teilweise, auf eine Abnahme der kérperlichen
Aktivitét, auf ein Uberhandnehmen von Erkrankungen und auf nicht korrekte

Ernahrungsweisen zuriickgefiihrt werden (Snijders, Verdjik & van Loon, 2009).

Skelettmuskeln alterer Menschen sind auf Muskelschadigungen mehr anfallig als jungere
und weisen des Weiteren eine geminderte Regenerationsfahigkeit auf. Zahlreiche
Faktoren tragen zu einem altersbedingten Verlust von Skelettmuskulatur und deren
Kontraktilitdt bei. Dieser Alterungsprozess beziiglich der Abnahme von Skelettmuskulatur

wird Sarkopenie genannt.

Bei der Geburt sind zirka 15% aller Muskelzellkerne Satellitenzellen. Dies reduziert sich
auf 1 bis 6% in ausgereiften Muskelfasern. Dieser kontinuierliche Abfall begleitet die
Lebensdauer eines Organismus. Die Abnahme der Satellitenzellen im Alter resultiert
wahrscheinlich durch einen Rickgang der Muskelzellkerne und durch einen maRigen
Verlust der Proliferationsfahigkeit. Des Weiteren kommt es zu einer Veranderung des
zellularen und extrazellularen Milieus, welches scheinbar zu einer Verringerung der

Satellitenzellenaktivierung fihrt (Snijders et al., 2009).

Da Satellitenzellen fur die Aufrechterhaltung, Wachstum und Regeneration essentiell sind,
kdnnte dieser altersbedingter Riickgang der Satellitenzellen und/oder das Unvermdgen
der Aktivierung und Proliferation auf einen Stimulus zu einer altersbedingten Atrophie der
Skelettmuskel beitragen. Bisher gibt es aber in der Wissenschaft keine Einigkeit darlber,
ob die Anzahl der Satellitenzellen mit fortschreitendem Alter abnimmt. Sowohl in
Tierversuchen als auch bei Untersuchungen am humanen Skelettmuskel gibt es
heutzutage keinen Konsensus. Diese offensichtliche Diskrepanz ist auf unterschiedliche
Alterskategorien der Probanden zurtckzufuhren. Im humanen Skelettmuskel scheint es,
als wirde der Pool an Satellitenzellen bis in die siebte Dekade aufrechterhalten bleiben
und erst danach abnehmen.

Es durfte jedoch so sein, dass ein Rickgang der Satellitenzellenanzahl einhergehend mit
einem Unvermdgen der Aktivierung im Alter auftreten. Deswegen ware es sinnvoll, dass
zukunftige Studien sich nicht nur auf die Erhéhung der Satellitenzellen fokussieren,
sondern auch effiziente Strategien entwickeln, um die Satellitenzellenaktivierung zu
stimulieren. Beide Strategien scheinen wesentlich fir die Vorbeugung und Aufschiebung

des altersbedingten Verlustes an Muskelmasse zu sein (Snijders et al., 2009).
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9 Mechanismen der Regeneration und
Wiederherstellung der Skelettmuskulatur

Die Fahigkeit des Skelettmuskels umfangreiche Beschadigungen zu reparieren, genauso
wie sich an Stressoren, wie zum Beispiel an strapaziése Belastungen anzupassen, wird
durch eine komplexe Reihe von zellularen und extrazellularen Ausldsereize vermittelt. Die
Adaptation des Skelettmuskels an starke Belastungen (via Muskelhypertrophie) beruht auf
der Fusion von myogenen Satellitenzellen zu Muskelfasern durch die ,myonuclear domain
theory®. Im Wesentlichen suggeriert diese Theorie, dass Muskelzellkerne innerhalb der
Skelettmuskelfasern die Produktion der mRNA (messenger Ribonukleinsdure) und
Proteinen fir ein begrenztes Volumen an Cytoplasma kontrollieren, so dass eine
Erhéhung der MuskelfasergroRe (Hypertrophie) mit einem proportionalen Anstieg von
Muskelzellkernen assoziiert sein muss (siehe Abbildung 14). Diese Theorie wird aber in
einigen Studien widerlegt, welches in einem der nachfolgenden Kapitel anhand von
Studien erldutert wird.

Die neuen Muskelzellkerne kommen von den myogenen Satellitenzellpopulationen.
Regeneration von intensiver Muskelbeschadigung, wie zum Beispiel einem
Muskeltrauma, resultiert durch Schmelzen von Satellitenzellen um neue Muskelfaser
hervorzurufen. Reparierte und frisch generierte Muskelfasern kénnen durch deren zentral

lokalisierten Kern identifiziert werden (Shortreed et al., 2008).

Nuclear domain size Number of nuclei

hypertrophy
——

atrophy

Abbildung 14: Adaptive Prozess der Skelettmuskulatur (Snijders et al., 2009, S. 2)

Wie schon in einem der vorhergehnden Kapitel erwahnt handelt es sich bei den
Satellitenzellen um einen Rickstand an selbsterneuerungsfahigen Vorlauferzellen,
welche zu mehrere Regenerationsrunden im Stande sind und sich nach jeder diskreten
Episode der Muskelverletzung wiederherstellen. Jedoch ist die Fahig der
Selbsterneuerung begrenzt (Goetsch, Hawke, Gallardo, Richardson & Garry, 2003). Der
Skelettmuskel ist ein hoch regeneratives Gewebe und ist einer der wenigen Gewebe, das

sich effizient auf eine extensive Beschadigung regenerieren kann. Die Regeneration von
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Muskelgewebe ist ein komplexer Mechanismus und verlangt eine koordinative Interaktion
zwischen den myogenen Vorlauferzellen (=Satellitenzellen), Wachstumsfaktoren,
Zytokinen'®, Entziindungs- und vaskulédren Komponenten und der extrazelluldren Matrix'®
(ECM). Zahlreichen Studien haben die physiologische Regulierung des regenerativen
Prozesses als Antwort auf eine Muskelschadigung beschrieben, jedoch bleibt die
molekulare Antwort, welche die Abschnitte des Reparaturprozesses charakterisieren,
unklar (Goetsch et al., 2003; Shi & Garry, 2006).

Die Fahigkeit zur Selbsterneuerung geht mit einem seltenen Pool an undifferenzierten
myogenen Vorlauferzellen einher, infolge der Lokalisation an der Peripherie von
ausgereiften Skelettmuskelfasern. Satellitenzellen werden in einem friihen Stadium des
myogenen Programms aufgehalten, so dass kein Mitglied der MyoD-Familie der
Transkriptionsfaktoren exprimieren kann. Unter ,spannungsfreien® Bedingungen ruhen
die Satellitenzellen. Folgt eine Muskelschadigung werden die Satellitenzellen mobilisiert.
Folglich kommt es zur Proliferation und Differenzierung und zur Verschmelzung in
multinukleare Muskelfasern. In gewisser Hinsicht wiederholt sich das fundamentale Event
der Muskelentstehung (Goetsch et al., 2003).

9.1 Zellulare Mechanismen der Muskelregeneration

Allgemein teilt man die Muskelregeneration in vier Phasen ein: Aktivierung, Proliferation,

Differenzierung und Reifung (siehe Abbildung 15) .

1 Oberbegriff flr zahlreiche kérpereigene Substanzen (Peptide), die von aktivierten T-Zellen und
anderen Zellen wahrend der naturlichen und spezifischen Immunantwort freigesetzt werden.
Funktion: Die Zytokine haben vielfaltige, vor allem proinflammatorische, immunregulatorische und
die Hamatopoese (Entziindungszellen) steuernde Funktionen. Sie sind wichtig fir
Reparaturmechanismen von Gewebeschaden und wirken fiir viele Zellen als Wachstumsfaktoren

(http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 7. August 2009)

'® Auch Interzellularflissigkeit genannt. Es handelt sich um die Flissigkeit, die sich auRerhalb der
Zellen befindet und besteht aus der Gesamtheit aller Makromolekile im Interzellularraum.
Pschyrembel, 2002
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Differentiation
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Days post injury
Abbildung 15: Phasen der Muskelregeneration (Shi et al., 2006, S. 1697)

Die Aktivierung beginnt zirka innerhalb der ersten zwei Stunden nach der Beschadigung
des Skelettmuskels. Die Proliferation der Satellitenzellen erreicht ihren Héhenpunkt etwa
am zweiten bis dritten Tag nach der Verletzung. Kurz nach Einsetzen der Proliferation

beginnen die Zellen zu differenzieren und schlussendlich zu reifen (Shi et al., 2006).

Um zellulare Mechanismen der Muskelregeneration untersuchen zu kénnen, muss eine
Schadigung der Skelettmuskulatur vollzogen werden. Experimentelle Schadigung von
Skelettmuskulatur  ist auf unterschiedliche Arten moglich. Dabei kann es sich
beispielsweise um Zerquetschungen, Erfrierungen oder chemische Beschadigung
handeln.

Goetsch et al. (2003) induzierte in einem Mausmodel eine Schadigung des M.
gastrocnemius durch eine intramuskulare Zufuhr von 150 pl Cardiotoxin- eine toxische
Substanz. 75 bis 90 Prozent des Muskels wurde damit zerstort. Die zelluldre Antwort auf
die induzierte Muskelschadigung wurde mit standardisierten histologischen Techniken
verfolgt. Wahrend der akuten Verletzungsphase (<6 Stunden nach der Injektion)
hyalinisieren'” und vakuolisieren'® die betroffenen Muskelfasern und deren Kerne

lysieren™ (siehe Abbildung 16A und 16B). Interstitielle®® Odeme®', myonuklearer Drop-out

K Hyalin: heterogene Substanz aus einfachen oder zusammengesetzten Proteinen. Bei einer
Degeneration des Bindegewebes beziehungsweise der Faserstruktur verklumpen sich die Eiweille
zu Hyaline zusammen. Pschyrembel, 2002

'® Eine Vakuolisierung ist eine Vakuolenbildung bei vakuolarer Degeneration. Eine Vakuole ist ein
von semipermeabler Elementarmembran umgebenes Blaschen (& > 100 nm) im Zellplasma oder -
kern, mit wassrigem oder dickflissigem Inhalt (unter anderem Eiweil3, Fett, Glykogen) und erfullt
Transport-, Speicher- und/oder phagozytare Funktionen (http://www.tk-online.de/rochelexikon/,
Zugriff am 7. August 2009).

' Aufiésung
%0 dazwischen liegend (http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 7. August 2009).
2 Flussigkeitsansammlung
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und die Anwesenheit von neutrophilen Infiltrat (PMN??) charakterisierten diese Initialphase
(Abbildung 16A). Mikrovaskuldre Thrombosen sind erwiesen (Abbildung 16B) und
Satellitenzellen Gbernehmen einen aktiven Zustand. Zwolf Stunden nach der induzierten
Verletzung lysieren die Muskelfasern, welches in die Produktion von proteinreichen
Odemen resultiert. Die Entziindungsantwort besteht zundchst aus PMN, welche
nekrotische (abgestorbene) Muskelfasern phagozytieren® (Abbildung 16D) und sekundar,
im spateren Stadium, aus Makrophagen® (zwei bis fiinf Tage nach Verletzung).
Anknlipfend an die Aktivierung teilen sich die Satellitenzellen (Tag zwei bis vier) und
charakterisieren damit die regenerative Phase, wobei es nach zirka 48 Stunden zur
Formung von sichelférmigen Strukturen rund um die nekrotischen® oder beschéadigten
Muskelfasern kommt (Abbildung 16D). Frisch regenerierte Muskelfasern werden leicht
identifiziert als eine kleine basophile Muskelfaser mit einem zentralen Kern (Abbildung
16E bis 16G). Mit der Fertigstellung der Muskelregeneration durch die Organisation
(zweiter bis funfter Tag) und Reifung (fUnfter bis siebter Tag) der Biomatrix (Abbildung
16G und 16H), kommt es nach 14 Tagen zu einer Wiederherstellung der
Muskelarchitektur. Zusatzlich wurde kein Beweis flr rickbleibende Narben oder bleibende

Fibrosen® durch extensive Schadigung beobachtet (Goetsch et al., 2003).

2 Abkurzung fir ,polymorphonuclear cell“ beziehungsweise ,polymorphonuclear leukocyte®. In
diesem Fall handelt es ich um eine polymorphenuklare Zelle- ein Leukozyt (Neutrophil) mit einem
multigeklappten  Kern  (http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/polymorphonuclear+cell;
Zugriff am 7. August 2009).

2 Phagozytose ist die Aufnahme fester Partikel (zum Beispiel Gewebstrimmer, Fremdkorper oder
Mikroorganismen) in das Zellinnere von Phagozyten mit intrazellularen (enzymatischen, oxidativen)
Abbau. Bei einem Phagozyt handelt es sich dementsprechend um eine sogenannte Fresszelle.
Pschyrembel, 2002

* Gehoren zu den Phagozyten. Pschyrembel, 2002

% Bei einer Nekrose handelt es sich um lokalen Gewebstod in einem lebenden Organismus als
schwerste Folge einer ortlichen Stoffwechselstérung, zum Beispiel infolge von Sauerstoffmangel,
chemischer (bakterieller Gifte), physikalischer (Warme, Kalte, Strahleneinwirkung) oder

traumatischer Ursache (http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 7. August 2009).
%% Bei einer Fibrose handelt es sich um eine Vermehrung des Bindegewebes. Pschyrembel, 2002
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Abbildung 16: zellulare Mechanismen der Muskelregeneration (Goetsch et al., 2003, S. 263).

9.2 Molekulare Mechanismen der Stilllegung, Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung von Satellitenzellen

9.2.1 Stilllegung

Ruhende Satellitenzellen exprimieren eine Vielzahl von Proteinen, welche fir ihre
Identifizierung genutzt werden kdnnen. Unter den meist verbreiteten befinden sich CD34,
M-cadherin, Pax7, syndecan-3, syndecan-4 und c-met. Keiner von diesen Markern ist
einzigartig fur ruhende Satellitenzellen. Trotzdem identifiert eine partikulare Kombination

von Stammzellen und Abstammungsmarkern eindeutig Muskelstamzellenpopulationen.

Die Stilllegung geht unter anderem mit der Expression von Myostatin (GDF8) einher. Es
handelt sich dabei um ein Mitglied der TGFB-Superfamilie. Myostatin verhindert durch
seine Expression die Aktivierung von Satellitenzellen (Dhawan & Rando, 2005) und ein
Mangel von Myostatin flihrt zur Expression von Pax7 und treibt die Bildung der myogenen
Zellen an, welche ein hohes Level an Pax7 exprimieren (McFarlane, Hennebry, Thomas,
Plummer, Ling, Sharma & Kambadur, 2007).

Ruhende Satellitenzellen exprimieren keine beziehungsweise eine unerhebliche Menge

an myogenen Regulationsfaktoren (MRFs), wie MyoD, Myf5, Myogenin und MRF4,
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welche alle zu den bHLH* Transkriptionsfaktoren zahlen und fahig sind Satellitenzellen

im myogenen Programm voranzutreiben (Dhawan et al., 2005).

Pax3 und Pax7 gehoéren zu der Paired-box-Familie und sind Transkriptionsfaktoren. Diese
sind essentiell fir spezielle myogene Vorlauferzellen und exprimieren somit in ruhenden
Satellitenzellen. Pax7 wird in den meisten Muskeln der Extremitaten exprimiert,

wohingegen Pax3 nur in bestimmten Muskelgruppen vorhanden ist (Dhawan et al., 2005).

9.2.2 Aktivierung, Proliferation und Differenzierung

Die Aktivierung von Satellitenzellen ist ein schrittweiser Prozess und kann durch eine
Reihe von Stimuli (wie zum Beispiel ein Trauma oder kérperliches Training) ausgel6st
werden. Nach der Aktivierung durch extrinsisch (&uRere) Signale wandern die
Satellitenzellen in die Muskelzellen ein und beginnen zu proliferieren und zu
differenzieren. Nach der Aktivierung gibt es fur die Entwicklung der Satellitenzellen zwei
unterschiedliche Mdglichkeiten: ein Teil der proliferierenden Stammzellen geht zuriick in
den Ruhestand, so dass der urspriingliche Pool an Satellitenzellen ersetz wird und eine
gewisse Anzahl an Satellitenzellen wieder als Reservezellen vorliegen. Dies wird
Selbsterneuerung (self-renewal) genannt. Der andere Teil geht weiter in die
Differenzierungsphase, wo schlussendlich neue Muskelfasern entstehen. Die Aktivierung
von Satellitenzellen wird durch eine Reihe von Faktoren geregelt. Zu den wichtigsten
Faktoren gehdren Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel HGF (hepatocyte growth factor-
sein Rezeptor wird c-met genannt), IGF (insulin growth factor) und FGF (fibroblast growth
factor) und die myogenen regulatorischen Faktoren wie MyoD und Myogenin (Lui,
Gampert, Prokopchuk & Steinacker, 2007).

Hepatyocyte growth factor — HGF - ist ein multifunktionales Zytokin. HGF und sein
Rezeptor c-met wurden in Satellitenzellen lokalisiert und grenzen an Muskelfasern an. Die
Expression von HGF ist proportional zum Grad der Muskelbeschadigung. Dem HGF wird
eine Vielzahl von Rollen in der Regulation der Satellitenzellen, inklusive der Rolle des
Aktivators der Satellitenzelle und als Inhibitor der Differenzierung in Myoblasten,
nachgesagt. HGF ist dementsprechend fahig Satellitenzellen zu aktivieren und sie in die
Phase der Proliferation zu treiben. Zusatzlich vermindert eine HGF-Verabreichung die
Satellitenzellen Differenzierung durch die transkriptionale Inhibierung der myogenen

regulatorischen Faktoren, wie MyoD und Myogenin (Hawke & Garry, 2001).

" pasic Helix-Loop-Helix
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Fibroblast growth factor - FGF- spielt eine wichtige Rolle in der Aktivierung und
Proliferation. Die FGF-Familie besteht aus neun Mitgliedern (FGF-1 bis FGF-9) (Hawke et
al., 2001), ist im Muskelgewebe vorhanden und wird bei Beschadigung freigesetzt. Vor
allem FGF-2 scheint genauso wirksam zu sein wie HGF um die Satellitenzellen zu

aktivieren, und sie in die Phase der Proliferation zu bringen (Dhawan et al., 2005).

Der Insulin-like growth factor-l und Il - IGF | und IGF Il — sind bekannt fir die Regulation
des Insulinmetabolismus wichtig zu sein. Zusatzlich sind sie fir die Regulation der
Muskelregeneration unumganglich. IGF-1 und IGF-Il erhdhen in vitro die Proliferation und

Differenzierung (Hawke et al., 2001).

Myostatin wirkt sich blockierend auf die Satellitenzellenaktivierung aus und wirkt somit als
Suppressor.

Myogenen Faktoren wie MyoD und Myogenin spielen eine entscheidende Rolle bei der
Myogenese. Die genauen Mechanismen sind bis heute noch nicht vollig geklart. Man
vermutet jedoch, dass MyoD sowohl bei der Determinierung® als auch bei der
Proliferation und Differenzierung von Bedeutung ist, wohingegen Myogenin vermutlich nur
an der Differenzierung beteiligt ist. Einige Studien zeigen, dass diese zwei Faktoren
durchaus bei der Muskelfasertransformation eine Rolle spielen. Es wurde unter anderem
nachgewiesen, dass im vorwiegend schnelle Muskelfaser enthaltenden Muskel eine hohe
Expression von MyoD und im Muskel mit vorwiegend langsamen Muskelfasern eine hohe

Expression von Myogenin vorliegt (Liu et al., 2007).

Zusatzlich Faktoren, die bei der Aktivierung von Satellitenzellen eine Rolle spielen sind
Zytokine. IL-6 (interleukin-6) und LIF (leukemia inhibitory factor) stimulieren die
Proliferation von Satellitenzellen. Drei Stunden nach Beschadigung des Skelettmuskels
steigt die Expression von LIF und nach zirka zwdélIf bis vierundzwanzig Stunden nach
Beschadigung wird IL-6 exprimiert. LIF und IL-6 koénnten die mutmallichen
Wachstumsfaktoren sein, die Makrophagen absondern, um die Proliferation zu stimulieren
(Seale & Rudnicki, 2000). Liu et al. (2007) beschreiben, dass Zytokin IL-4 ebenfalls eine
Rolle in der Aktivierung der Satellitenzellen aufweist. Die Funktion von IL-4 liegt in der

Stimulation der differenzierte Myozyten zu Myotubenfusion.

28 Festlegung von Struktur und Funktion
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9.2.3 Selbsterneuerung

Die Balance zwischen Selbsterneuerung und Differenzierung ist ausschlaggebend fir die
Aufrechterhaltung von Stammzellen und Gewebsregulation. Dysfunktionen fuhren
entweder zur Verminderung der Selbsterneuerung, welches zu einer Erschépfung der
Stammzellenpopulation fiihrt, oder zu einer Uberproduktion von Stammzellen, was eine

Tumorentstehung zur Folge hatte.

Grundsatzlich kénnen verschiedene Mechanismen diese Balance bewirken. Als einer der
wahrscheinlichsten Mechanismen zahlt die asymmetrische Teilung (Abbildung 17A).
Durch diese Art der Teilung entsteht aus einer Mutterzelle zwei ungleiche Tochterzellen:
eine ist fur die Selbsterneuerung bestimmt und die andere fur die Differenzierung.
Alternativ kdnnten noch zwei andere Teilungswege eine Rolle spielen — die symmetrische
Teilung mit zwei stochastischen (zufélligen) Tochterzellen (Abbildung 17B) und die
symmetrische Teilung, wobei entweder zwei idente selbsterneuerungsfahige oder zwei
differenzierte Tochterzellen (Abbildung 17C) entstehen kdénnen (Kuang, Gillespie &
Rudnicki, 2008b).
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Abbildung 17: Mechanismen der Selbsterneuerung von Stammzellen. (A): Asymmetrische Teilung.
(B) und (C): zwei mogliche Formen der symmetrischen Teilung (Kuang et al., 2008b, S.23)

9.3 Sind Satellitenzelle eine homogene oder eine heterogene
Gruppen an Satellitenzellen?

Anfangs nahm man an, dass Satellitenzellen eine homogene Population sind. Abbildung
18A zeigt das homogene Model der Selbsterneuerung. Werden ruhende Satellitenzellen
(Pax7™griiner Kern) aktiviert so verlassen sie ihre Nische, bewegen sich auferhalb der
Basallamina, starten den Zellzyklus und koexprimieren MyoD (grin-roter Kern). Die
.,Nachkommen® der aktivierten Satellitenzellen, die Myoblasten, unterziehen sich multiple

Runden der Teilung und die meisten von ihnen regulieren die Pax7-Expression herunter,
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aufrechterhalten die MyoD Expression (roter Kern) und differenzieren um zu
verschmelzen und um multinukleare Muskelfaser zu formen beziehungsweise den
verlorenen Muskelzellkern (schwarz) zu ersetzen. Eine Fraktion der Myoblasten behalt
jedoch die Pax7-Expression bei, aber verliert die Expression von MyoD (griuner Kern) und
verlasst schlussendlich wieder den Zellzyklus (Zammit et al., 2008). Dabei handelt es sich
um Pax7"MyoD~Zellen. Diese Zellen stellen eine Selbsterneuerungsfraktion dar. Das
Modell setzt jedoch voraus, dass Satellitenzellen eine relativ homogene Population sein
mussen, in welcher die Zellen aktiviert und MyoD exprimiert werden muss bevor die
Entscheidung fir Selbsterneuerung oder Differenzierung gefallen ist. Folglich sind die

meisten Satellitenzellen fahig zur Selbsterneuerung (Le Grand et al., 2007).
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Abbildung 18: Zwei mégliche Methoden der Satellitenzellen-Selbsterneuerung (Zammit et al.,
2008. S. 2978).

Im Laufe der Zeit geriet aber mehr und mehr die Frage in den Vordergrund, ob
Satellitenzellen eine heterogene Gruppe sein konnte. Satellitenzellenpopulationen
kénnten ein  Kontinuum an Zellen entwickeln, die mehr (oder weniger)
Stammzellencharakter aufweisen, da unter Umstdnden manche Zellen weniger oft
aktiviert werden und sich daher weniger Teilungen unterziehen. Alternativ kdnnte sich
somit die Satellitenzellenpopulation aus zwei Gruppen — den myogenen Vorlauferzellen
und eine Art von ,Satellitenstammzellen® — in der selben anatomischen Lokalisation
zusammensetzen (Zammit et al., 2008). Kuang et al. (2008b) flihrte dazu ein Mausmodel
durch. Es zeigten sich zwei Gruppen an Satellitenzellen. 90 Prozent der Satellitenzellen
exprimierten, neben Pax7, Myf5 (Pax7"Myf5"-Zellen). Die restlichen 10 Prozent dagegen

nicht - Pax7*Myf5-Zellen. Dies hat natrlich eine andere Art/Model der Selbsterneuerung
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zur Folge (siehe Abbildung 18B). In der Abbildung ist zunachst eine unverletzter
Muskelfaser mit zwei unterschiedlichen Pax7*-Zellen zu sehen- eine die Myf5 exprimiert
(grin-gelber-Kern) und eine die kein Myf5 exprimiert (griner Kern). Bei Beschadigung ruft
die Pax7'Myf5*-Zelle einen Pax7*MyoD"-Myoblast hervor (griin-roter Kern), welcher in
Folge der Proliferation, Herunterregulierung von Pax7 (roter Kern) und Differenzierung
unterliegt. Im Gegensatz dazu koénnen sich die Pax7'Myf5—,Satellitenstammzellen*
(griner Kern) asymmetrisch teilen, was entweder zu mehr Nachkommen der
Satellitenstammzellen fiihrt, oder Pax7*Myf5'-Zellen (griin-gelber Kern) den Muskelkern

erneuern (Zammit et al., 2008).

AbschlieBend ist zu sagen, dass der genaue molekulare Weg der Aktivierung,
Selbsterneuerung, Proliferation und Differenzierung noch nicht genau entschlisselt

werden kénnte und zwischen den Autoren Diskrepanzen herschen.
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10 Auswirkungen von korperlichem Training auf die
Aktivierung von Satellitenzellen

10.1 Auswirkungen von mehrwochigen Krafttraining auf die
Aktivierung von Satellitenzellen

Verdijk, Gleeson, Jonkers, Meijer, Savelberg, Dendale & van Loom (2009) untersuchten
die Auswirkungen von Krafttraining auf die Zusammensetzung der Muskelfasertypen und
den Gehalt der Satellitenzellen bei alteren Mannern. Sie untersuchten 14 gesunde
Manner im Alter von 65 bis 85 Jahren wahrend einem 12-wochigen
Interventionsprogrammes. Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an dem Programm
waren kardiale oder periphere GefalRkrankheiten, orthopadische Beeintrachtigungen
und/oder Typ 2 Diabetes. Alle Teilnehmer waren zu diesem Zeitpunkt gesund, lebten
selbstandig und nahmen in den letzten finf Jahren an keinem Trainingsprogramm teil.
Das Untersuchungsdesign beinhalte ein 12-wéchiges Krafttrainingsprogramm. In dieser
Zeit wurden anthropometrische Messungen (H6he, Koérpermalle, Beinumfang),
Kraftmessungen, eine Computertomographie und eine
Doppelréntgenenergieabsorptiometrie (DEXA) zur Messungen der Knochendichte
(Osteodensitometrie) und Muskelbiopsien durchgefihrt.

Allen Teilnehmer wurden standardisierten Mahlzeiten (57% Kohlenhydrate, 30% Fett und
13% Proteine) vor jedem Testtag bereitgestellt. Des Weiteren mussten sie drei Tage vor
der Testung anstrengende  korperliche  Aktivitaten unterlassen und ihre
Nahrungsaufnahme dokumentieren. An allen Testtagen nahmen die Teilnehmer ein Taxi
oder offentliche Verkehrsmittel um an die Forschungsstatte zu gelangen. Desweiteren
mussten sie nuchtern sein.

Die Maximalkraft wurde durch einen ,one-repetition maximum (1RM)“ Krafttest an einer
reguldren Beinpresse (LP) und an einem Beinstrecker (LE) getestet. Eine Woche vor der
ersten Muskelbiopsie wurde das 1RM von jedem Teilnehmer bestimmt. Des Weiteren
wurde das 1RM nach der vierten und achten Woche, nach der Beendigung der
Intervention und zwei Tage nach der letzen Belastungseinheit gemessen. Das Training
wurde unter Beaufsichtigung drei Mal in der Woche Uber einen Zeitraum von 12 Wochen
durchgeflihrt. Es beinhaltete funf Minuten aufwdrmen an einem Fahrradergometer, gefolgt
von vier Serien an der Beinpresse und Beinstrecker und einem finfminitigen cool-down
am Fahrradergometer. In den ersten vier Woche wurde die Belastung von 60% des 1RM

mit 10 bis 15 Wiederholungen pro Serien auf 75% des 1RM mit 8 bis 10
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Wiederholungen/Serie erhéht. Anfang der funften Woche wurden 4 Serien mit jeweils 8
Wiederholungen mit 75%-80% des 1RM durchgeflihrt. Wahrend den Serien war eine
Pause von 1,5 bis 3 Minuten erlaubt. Die Kraftibungen wurden immer zur selben Zeit am
Morgen durchgefuhrt. Die Einnahme des Fruhsticks fand immer 1,5 Stunden vor dem
Training und das Mittagsessen immer 2 Stunden nach dem Training statt.
Die anatomische Querschnittflache des M. quadriceps wurde durch eine
Computertomographie vor Beginn und nach Beendigung des Interventionsprogrammes (3
Tage nach der letzten Kraftmessung und vor der Muskelbiopsie) bemessen. Ein 3-mm
dickes axiales Bild wurde in der Mitte zwischen der Spina iliaca anterior superior und dem
Ende der Patella gemacht. Direkt nach dem CT wurden die Kérperzusammensetzung und
die Knochendichte mit DEXA gemessen. Zusatzlich wurden vor und vier Tage nach
Beendigung des Krafttrainingsprogramms Blutproben genommen.

Der Tage vor dem Beginn der Intervention und vier Tage nach der letzten Kraftmessung
wurde eine Muskelbiopsie am rechten Bein des M. vastus lateralis bei jedem Teilnehmer
am Morgen im nlchteren Zustand durchgefuhrt. Die erste Biopsieprobe wurde zirka 15
cm Uber der Patella enthommen und die Biopsieprobe nach der Trainingsintervention

zirka 1 cm rumpfwarts der ersten Biopsiestelle (Verdijk et al., 2009).

Before After
Body mass (kg) 80.2+34 80.1+34
Height (m) 1.71 £ 0.01 1.71 £0.01
BMI (kg/m?) 274+ 1.1 274+ 1.1
Leg volume (L) 82+05 83+0.5*
Glucose (mmol/L) 56+02 55+0.1
HbAlc (%) 58+0.1 57+0.1
OGIS (mL/min/m?) 368 +22 38219
IRM LE (kg) 88+4 111 +5*%
IRMLP (kg) 170+ 8 210 £ 10*

Notes: Data are means + SEMs; BMI, body mass index: OGIS, oral glucose
insulin sensitivity index (29); 1RM, one-repetition maximum: LE, leg exten-
sion; LP, leg press.

* Significantly different compared with before the intervention (p < .05).

Abbildung 19: Anthropometrische-, Blut- und Kraftwerte der Teilnehmer vor und nach dem 12-
waochigen Trainingsprogramm (Verdijk et al., 2009, S. 335)

Abbildung 19 zeigt die Veranderung der Teilnehmer vor und nach der mehrwdchigen
Trainingsintervention in Bezug auf die anthropometrischen Daten, 1RM und Blutwerte.
Das Beinvolumen vergroéRerte sich signifikant (siehe Abbildung 19) und das 1 RM stieg
sowohl bei der LP, als auch bei der LE signifikant an (siehe Abbildung 19). Beim
Beinstrecker steigerten sich die Teilnehmer von 88 *+ 4 kg auf 111 £ 5 kg und bei der
Beinpresse von 170 + 8 kg auf 210 + 10 kg. Die totale Kérpermasse, Gréfte und Body-

Mass-Index veranderten sich nicht. Glucose- und Insulinkonzentrationen und HbA1c-
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Gehalt lagen alle im normalen Blutwertbereich eines gesunden Menschen und &nderten

sich nicht wahrend dem Trainingsprogramm.

Before After
Lean mass (kg) 574+1.6 580+1.7
Fat mass (kg) 196+24 19.0+£2.4*
Body fat (%) 23.6+2.2 229+£2.2*
Leg lean mass (kg) 183+0.5 19.3 +0.5*
Leg fat (%) 180+23 18.3 +2.3*
CSA (cm?) 759+3.7 82.4+30*

Notes: Data are means £ SEMs; CSA, cross-sectional area of the right quad-
riceps muscle.
*Significantly different compared with before the intervention (p < .05).

Abbildung 20: Kérperzusammensetzung und Muskelmasse der Teilnehmer vor und nach dem 12-
waochigen Trainingsprogramm (Verdijk et al., 2009, S. 336)

Die Magermasse aller Teilnehmer tendierte etwas zu steigern (von 57,4 + 1,6 kg auf 58,0
+ 1,7 kg). Es kam jedoch nicht zu einer signifikanten Zunahme. Bei der Fettmasse kam es
zu einer signifikanten Abnahme (siehe Abbildung 20). Die Magermasse des Beines nahm
signifikant von 18,3 + 0,5 kg auf 19,3 + 0,5 kg zu. Entsprechend nahm der Fettgehalt in
den Beinen ab. Die Knochendichte blieb unveréndert. Die Querschnittflache des M.
quadriceps femoris vergroRerte sich innerhalb des mehrwéchigen Trainingsprogramms
von 75,9 + 3,7 cm? auf 82,4 + 3,9 cm?.

Vor dem Behandlungsbeginn waren die Anteile beziglich der Muskelfaserverteilung der
Typ | und Typ Il Muskelfasern 47% + 4% und 53% * 4% und der besetzte flachenmaligen
Anteil von Typ | und Typ Il im Muskel betrug 52% + 4% und 48% * 4% (siehe Abbildung
21). In dem dreimonatigen Training kam es weder zu einer Erhéhung der Anzahl von Typ
| und Typ Il Muskelfasern noch zu einer prozentuellen Erh6hung der Muskelfaseranteile,
die die Muskelflache belegen. Jedoch war der Unterschied zwischen den GréRen der
Querschnittflachen der Muskelfasern nach dem Trainingsprogramm nicht mehr
offensichtlich. Das heif3t, dass das die Querschnittflache vor dem Training der Typ | und
Typ Il Muskelfasern 6,635 + 354 ym? und 5,438 + 319 ym? betrug und nach dem drei-
monatigen Training 6,881 £ 493 ym? und 6,982 + 503 pm?. Somit ist im Gegensatz zu den
Typ | Faser, bei den Typ Il eine signifikante Zunahme der Querschnittflache zu erkennen
(von 5,438 + 319 ym? auf 6,982 + 503 uym?3).

Hopfgartner, Barbara (2010) 43



Regeneration der Skelettmuskulatur durch Stammzellen

Before Intervention After Intervention
Fiber% CSA (um?) CSA% Fiber% CSA (um?) CSA%
Type 1 47+4 6,635 +354 52+4 47+3 6,881 +493 46+3
Type II 53+4 5438 +310* 48 +4 53+3 6,982 + 503 54+3

Notes: Data are means + SEMs: CSA: fiber cross-sectional area; CSA%: percentage area occupied by muscle fiber type.
* Significantly different compared with the Type I muscle fibers (p < .01).
Significantly different compared with before the intervention (p < .01).

Abbildung 21: Verteilung der Typ | und Typ Il Muskelfasern vor und nach dem 12-wdchigen
Trainingsprogramm (Verdijk et al., 2009, S. 336)

Zum Behandlungsbeginn beinhaltet der Typ | Muskelfaser mehr Muskelzellkerne als Typ
Il (siehe Abbildung 22). Nach dem Trainingsprogramm war dieser Unterschiede aber nicht
mehr zu beobachten. Typ | und Typ Il Muskelfasern beinhalteten 3,4 + 0,3 und 3,3 + 0,8
Muskelzellkerne. Im Kontrast zu Typ | Muskelfasern tendierte die Anzahl der
Muskelzellkerne in Typ Il Muskelfasern wahrend dem Trainingsprogramm von 2,8 £ 0,2

auf 3,3 + 0,3 zu zunehmen.

Before After

Number of nuclei per fiber

I 36+0.2 34+03

II 28+0.2" 33+03
Fiber area per nucleus (um?2)

I 1918 + 133 2,096+ 118

II 2,029 £ 159 2,149 + 148
Number of SCs per fiber

I 0.089 + 0.006 0.096 +0.011

II 0.048 +0.003" 0.084 + 0.008
SC %

I 2603 27+03

11 1.8+0.1° 26+0.3'
Number of SCs per square millimeter

I 139+1.2 129+1.2

II 9.2+0.8" 11.9 + 0.9

Notes: Data are means = SEMs: SC, satellite cells; SC%, number of SCs as
a percentage of the total number of nuclei (ie, number of myonuclei + number
of SCs): I, Type I muscle fibers; II, Type II muscle fibers.
*Significantly different compared with the Type I muscle fibers (p < .01).
Significantly different compared with before the intervention (p < .01).

Abbildung 22: Gehalt der Muskelzellkerne und Satellitenzellen vor und nach dem 12-wéchigen
Trainingsprogramm (Verdijk et al., 2009, S. 337)

Betrachtet man die Anzahl der Satellitenzellen pro Muskelfaser, so ist in Abbildung 22 zu
sehen, dass vor der Intervention die Typ |l Muskelfasern signifikant weniger enthielten als
die Typ | Fasern (0,048 + 0,003 vs. 0,089 + 0,006). Der Prozentsatz und die Anzahl der
Satellitenzellen per Quadratmillimeter war in Typ || Muskelfasern ebenfalls niedriger als in
Typ | Fasern zu Behandlungsbeginn. Im Gegensatz zu den Typ | Muskelfasern kam es
nach dem 12-wéchigen Training zu einem signifikanten Anstieg der Satellitenzellen in den
Typ Il Fasern (siehe Abbildung 22 und 23). Die Anzahl der Satellitenzellen in Typ I
Muskelfasern stieg signifikant von 0,048 £ 0,003 auf 0,084 + 0,008, der prozentuelle Anteil

der Satellitenzellen in Typ Il Fasern stieg von 1,8 + 0,1 auf 2,6 + 0,3 und die Anzahl der
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Satellitenzellen per Quadratmillimeter in Typ Il Muskelfasern stieg ebenfalls signifikant
von 9,2 + 0,8 auf 11,9 + 0,9 nach dem Trainingsprogramm. Entsprechend gab es nach
dem Training keinen Unterschied im Gehalt der Satellitenzellen zwischen Typ | und Typ |l

Muskelfasern.
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Abbildung 23: Durchschnittliche Anzahl von Satellitenzellen in Typ | und Typ Il Muskelfasern vor
und nach dem 12-wdchigen Interventionsprogramm (Verdijk et al., 2009, S. 337)

Zusammengefasst zeigte Studie von Verdijk et al. (2009), dass ein dreimonatiges
Krafttraining zu einer VergroBerung der Muskelmasse, zu einer Reduzierung der
Fettmasse und zu einer Steigerung der Muskelkraft bei dlteren Mannern flhrt. Die dabei
beobachtete Skelettmuskelhypertrophie ist vor allem bei den Typ Il Muskelfasern zu
beobachten und war besonders durch eine VergrofRerung des Satellitenzellengehalts
begleitet (siehe Abbildung 22 und 23). Zudem tendierten die Anzahl der Muskelzellkerne
pro Typ Il Muskelfasern zu steigen (siehe Abbildung 22), wohingegen die Faserflache pro
Muskelzellkern wahrend des Studienverlaufs relativ beibehalten blieb (siehe Abbildung
22). Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit der Erkenntnis, dass
Muskelfaserhypertrophie durch den Anstieg der Aktivitdt von vorher existierenden
Satellitenzellen und/oder dem Zusammenschluss von neu geformten Muskelzellkernen
definiert ist. Somit ist die Proliferation und die anschlielende Verschmelzung der
differenzierten Nachkommen der Satellitenzellen essentiell fir die Hypertrophie der Typ |l
Muskelfasern. In dieser Hinsicht ist es Uberraschend, dass nur eine Tendenz bezlglich
einer Steigerung an Muskelzellkernen in Typ Il Muskelfasern gegeben war und keine
signifikante Steigerung. Der Grund hierfir kdnnte sein, dass nur vor und nach der
Trainingsintervention eine Biopsie durchgefiihrt wurde. Somit kann nur Uber eine
Steigerung der Satellitenanzahl mit nachfolgender Vereinigung von neuen
Muskelzellkernen und anschlieRender Muskelhypertrophie spekuliert werden. Jedoch
zeigten in vitro Untersuchungen, dass ein Anstieg an Satellitenzellen und nachfolgenden

Vereinigung von neuen Muskelzellkernen einer Muskelhypertrophie vorangehen.
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Beobachtet man die groRen interindividuellen Unterschiede in der Antwort auf
Hypertrophie und die Beziehungen zwischen den Veradnderungen in MuskelfasergréRe,
Satellitenzellengehalt und Muskelzellkerngehalt, ist es interessant nachzudenken, welche
Faktoren hierfir noch verantwortlich sein kénnten. Frihere Untersuchungen haben
aufgezeigt, dass die myogenen Regulationsfaktoren (Myogenin, MyoD, myf-5 und MRF4)
und verschiedene Wachstumsfaktoren wie IGF und HGF eine Rolle in der
belastungsvermittelten Hypertrophie und in der Satellitenzellenaktivierung und/oder
Proliferation und Differenzierung spielen.

Nichtsdestotrotz zeigt die Studie von Verdijk et al. (2009), dass das Muskelgewebe alterer
Menschen noch fahig ist Satellitenzellen zu aktivieren, proliferieren und differenzieren

und, dass die neuen Muskelzellkerne zu neuen Muskelfasern verschmelzen konnen.

Roth, Martel, Ivey, Lemmer, Tracy, Metter, Hurley und Rogers (2001) untersuchte
ebenfalls die Auswirkungen von Krafttraining auf die Satellitenzellen. Der Unterschied zu
der Untersuchung von Verdijk et al. (2009) besteht darin, dass die Gruppe von Roth
sowohl jungere als auch altere Menschen untersucht hat. Sie wollten wissen, ob es einen
Unterschied in der Aktivierung von Satellitenzellen und folglich in der Hypertrophie
zwischen den jungeren und alteren Menschen gibt. Insgesamt wurden 29 Teilnehmer in
vier Gruppen aufgeteilt: sieben junge Frauen, sieben altere Frauen, sieben jlngere
Méanner und acht altere Manner. Alle Probanden waren Nichtraucher und waren frei von
jeglichen kardiovaskularen-, Stoffwechsel- und Muskel-Skelett-Erkrankungen. Zudem
durften sie in den letzten sechs Jahren nicht an einem regelmaRigen Trainingsprogramm
teilgenommen haben. Die Kérperzusammensetzung wurde bestimmt (siehe Abbildung 24)

und vor jedem morgendlichen Scan durften die Teilnehmer acht Stunden lang nichts

essen.
Parameter Older Men Older Women Young Men Young Women
n 8 7 7 7
Age (y) 69+3 673 25%3 26 =1
Height (cm) 1733 £ 43 1570 = 6.1 1804 =10.7 1685 =58
Weight (kg) 83.6 = 10.5 71.1 =88 93.0* 183 69.2 = 6.4
% Body fat
Before HRST 306 41 = 6* 26 =8 315
After HRST 305 39 = 7% 26 =8 323

Notes: Data are means = SE. HRST = heavy resistance strength training.
*Significantly greater than all other groups (p < .05).

Abbildung 24: Kérperparameter der jingeren und alteren Frauen und Manner (Roth et al., 2001, S.
242)
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Vor dem neunwdchigen hochanspruchsvollen Krafttraining (HRST?) gab es drei leichte
Trainingseinheiten fur jeden Teilnehmer, um ihn an das Gerat zu gewohnen. Nach diesen
Einheiten wurde das 1RM und 5RM ausgetestet. Vor jeder Krafttrainingseinheit wurde drei
Minuten auf einem Fahrradergometer aufgewarmt. Anschlie®Bend wurde sowohl der
rechte, als auch der linke M. quadriceps statisch gedehnt. Dann folgten eine
Krafttrainingseinheit laut dem HRST-Protokoll und anschlieRend ein Cool-down. Das
HRST-Protokoll fur das neunwdchige Uberwachte Interventionsprogramm schaute
folgendermallen aus: die Probanden absolvierten ein einseitiges HRST der Kniestrecker
des dominanten Beines. Das andere Bein diente immer nur zum Vergleich und wurde so
platziert, dass es zu keiner Kontraktion innerhalb der Muskeln kommen konnte. Das
Krafttrainingsprogramm bestand aus drei Einheiten pro Wochen und aus funf Serien pro
Trainingseinheiten. Die Widerstandskraft fir jede Ubung beruhte auf dem 5RM. Nach dem
Ausfuhren einer aufwarmenden Serie (50% des 1RM), fuhrten die Teilnehmer die zweite
Serie mit funf Wiederholungen mit dem Gewicht des 5RM aus. Danach folgte eine 30-
sekundige Pause. Die dritte Serie bestand aus 10 Wiederholungen, wobei die ersten vier
bis funf Wiederholungen mit dem Gewicht des 5RM ausgeflhrt werden mussten und das
Gewicht anschlieBend so herab reduziert wurde, dass die Teilnehmer mit der letzten
Wiederholung erschopft waren. Dieser Verlauf wurde bei der vierten und fiinften Serie
wiederholt, so dass der Teilnehmer nach 15 beziehungsweise 20 Wiederholungen
korperlicher ermidet war. Nach der dritten, vierten und flinfte Serie hatten die Probanden,
90, 150 und 180 Sekunden Pause. Das 5RM erhdhte sich pro Trainingseinheit um ein bis
zwei Kilogramm.

Vor und nach dem mehrwochigen Trainingsprogramm musste sich jeder Teilnehmer einer
Muskelbiopsie unterziehen. Die Entnahmestelle am M. vastus lateralis lag 14 cm (Frauen)
beziehungsweise 16 cm (Mannern) proximal (rumpfwarts) von der Patella. Die erste
Biopsie fand eine Woche vor der Gewdhnung an das Gerat statt und die
Abschlussbiopsie 24 bis 48 Stunden nach der letzten Trainingseinheit, wobei die
Entnahmestelle um 2,5 Millimeter proximal und lateral versetzt war. Jede Muskelfaser
wurde mittels eines Elektronenmikroskops auf Muskelzellkerne und Satellitenzellen
untersucht. Um die Aktivitat der Satellitenzellen untersuchen zu kénnen, orientierten sich
die Wissenschafter an Veranderungen in der Zellmorphologie. Ein Anstieg oder Uberfluss
der Organellenstrukturen kennzeichnete indirekt die Aktivitdt der Satellitenzelle. Zu den

morphologischen Charakteristiken der Organellen z3hlten unter anderen die

29 heavy resistance strength training
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Mitochondrien, der Golgi-Apparat, das endoplasmatische Retikulum, die Flache der
Satellitenzelle und die Flache des Satellitenzellenkerns. Die Organellen wurden aufgrund
ihrer Frequenz und Ausmal ihres Vorkommens als nicht beobachtet (-), h6chst selten (+),
selten (++), gelegentlich (+++) oder haufig (++++) gereiht. Die Bewertung ,Aktiv‘ oder
»inaktiv* vollzog der Untersucher aufgrund von Punkten fiir jede einzelne morphologische
Charakteristik der Zelle. Satellitenzellen wurden als ,Aktiv* eingestuft, wenn mindestens
vier Beurteilungskategorien der Organellen mit +++ oder besser beurteilt wurden (Roth et
al., 2001).

Nach der neunwdéchigen HRST-Intervention kam es in allen vier Gruppen zu einer
Steigerung des 1RM. Das 1RM vor und nach der Intervention war bei den &lteren
Mannern (73,9 + 2,9 k und 94,6 + 3,6 kg) und bei den jingeren Mannern (79,4 + 8,0 kg
und 99,8 £ 8,6 kg) signifikant héher als bei den alteren Frauen (42,7 £ 2,1 kg und 52,1 +
3,0 kg). Die Kraft der jingeren Frauen (61,9 £ 6,6 kg und 85,1 + 7,1 kg) war signifikant
groRer als die der alteren Frauen vor und nach dem Programm. HRST resultiere in einem
signifikanten Anstieg der Muskelkraft in allen Gruppen.

Alle Gewebeproben des trainierten Beines enthielten zusammen 58 Satellitenzellen vor
dem Behandlungsbeginn und 86 nach dem HRST. Dieser Anstieg geht vor allem auf die
signifikante Zunahme der Satellitenzellen bei den alteren Frauen (von 22 vor und 44 nach
HRST) zurick. Der Satellitenzellenanteil [Satellitenzellen/(Muskelzellkerne  +
Satellitenzellen)] stieg signifikant durch das HRST im trainierten Bein in allen Gruppen.
Zudem verzeichneten die alteren Frauen einen signifikant hdheren Anstieg als die
restlichen Gruppen (siehe Abbildung 25). Zu keinen Veradnderungen der
Satellitenzellenanteile kam es, wie vermutet, im untrainierten Bein bei allen Gruppen
(Roth et al., 2001).
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Abbildung 25: Verhaltnis der Satellitenzellen [Satellitenzellen/(Muskelzellkerne + Satellitenzellen)]
im M. vastus lateralis von gesunden jungen und alten Frauen und Mannern vor und nach dem
HRST. Before HRST = Daten vom dominanten Bein vor HRST; after HRST = Daten vom
dominanten Bein nach HRST. All untrained (UT) Proben = zusammengefasste Daten von dem
untrainierten Bein. *Signifikanter Abweichung in Bezug auf vor HRST. t Signifikanter hdher Anstieg
der Satellitenzellen in Vergleich zu den restlichen Gruppen (Roth et al., 2001, S. 243)
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Sowohl vor, als auch nach dem HRST hatte die Gruppe der jungeren Frauen signifikant
groBere Satellitenzellenflachen im Vergleich zu den jungeren und &lteren Mannern,
obwohl kein signifikanter Unterschied in der Kernflaiche oder dem Kern/Zellflachen-
Verhaltnis zwischen den Gruppen weder vor, noch nach dem HRST am trainierten Bein
festgestellt werden konnten (siehe Abbildung 26). Vergleiche zwischen dem trainierten
und untrainierten Bein zeigen eine signifikante VergréRerung der Zellfliche von 12,4 £ 0,7
auf 15,3 = 1,2 p? und der Kernflache von 7,4 £ 0,4 auf 9,1 £ 0,7 p? (siehe Abbildung 26).
Beziglich des Kern/Zellflichenverhéltnis und des Heterochromatins® gab es keine
sichtbaren Veranderungen (siehe Abbildung 26) (Roth et al., 2001).

Parameters All Untrained Samples After HRST
n 94 72

Cell area (p.2) 124 0.7 153 = 1.2%
Nuclear area (p.2) 7404 9.1 £0.7*
Nucleus/cell area ratio (%) 59.1 £ 1.3 604 =14
Heterochromatin (%) 395+ 1.6 390+ 1.0

Notes: Data are means = SE. HRST = heavy resistance strength training.
“All untrained samples™ are defined as any muscle sample not subjected to the
HRST stimulus (before-training samples pooled with both control leg samples).

*Significantly greater than all untrained samples (p << .05). No other signif-
icant differences.

Abbildung 26: Morphologie der Satellitenzellen vor und nach dem mehrwdchigen
Trainingsprogramm (Roth et al., 2001, S. 243)

Des Weiteren kam es zu einem signifikanten Unterschied hinsichtlich dem Anteil von
aktiven Satellitenzellen in den Gewebsproben der mehrwdchigen trainierten Muskeln im
Vergleich zu den Proben der untrainierten Muskeln (21 aktive Satellitenzellen von 67 bei
den Proben nach HRST und 6 aktive Satellitenzellen von 88 vor dem HRST). Wie in
Abbildung 27 graphisch dargestellt, waren 31% der Satellitenzellen nach dem HRST aktiv.
Im Vergleich dazu waren im dominanten Bein vor HRST nur 7% und im untrainierten nur
6% der Satellitenzellen aktiv (siehe Abbildung 27). Zwischen den Gruppen kam es zu

keiner signifikanten Abweichung in der Anzahl von aktiven Satellitenzellen, jedoch

% Chromatin weilt im Gegensatz zum Euchromatin sowohl in der Inter- als auch in der Metaphase
des Zellzyklus lichtmikroskopisch den gleichen Verdichtungs- oder Kondensationsgrad auf.
Heterochromatin ist hoch spiralisiert, elektronenoptisch fibrillendicht, oft genarm und am besten in
der Prophase der Mitose darstellbar.

Bei Chromatin handelt es sich um das spezifisch anfarbbare Material des Zellkerns. Eine fadige
Struktur, bestehend vor allem aus DNS und Histonen (basisches Chromosomenprotein), die
gemeinsam Nucleosomen bilden (http://www.tk-online.de/rochelexikon/; Zugriff am 23. August,
2009)
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verzeichneten die alteren Frauen einen etwas hoherer Anteil an aktiven Satellitenzellen
(Roth et al., 2001).

120
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Abbildung 27: Anzahl der aktiven und inaktiven Satellitenzellen. Before T: Proben vor dem HRST;
After T: Proben nach HRST; UT: Proben des untrainierten Kontrollbeines. *signifikanter
Unterschied zu Bevor T und UT (Roth et al., 2001, S. 244)

Der einzige wirkliche Unterschied in Bezug auf die Studie von Verdijk und seinen
Mitarbeiter (2009) lag daran, dass es zu keiner Verdnderung vor und nach dem
mehrwdchigen HRST bezlglich der Muskelfasertypen gekommen ist. Es konnten keine
signifikanten Veranderungen bei den Muskelfaseranteilen nach dem HRST und kein

signifikanter Anstieg der Muskelfaserflache in allen Muskelfasertypen festgestellt werden.

In der vorliegenden Untersuchung von Roth et al. (2001) stiegen die Anteile der
Satellitenzellen bei jungeren und alteren Frauen und Mannern signifikant, als Resultat
eines neunwdchigen HRST, an. Zusatzlich stieg die Anzahl der aktiven Satellitenzellen in
allen Gruppen. Interessanterweise verzeichneten die alteren Frauen, verglichen mit den
anderen Gruppen, einen groReren Anstieg in der Anzahl an aktiven Satellitenzellen als
Antwort auf HRST.

Angesichts der Tatsache, dass die Satellitenzellen nur vor und nach dem neunwdchigen
Trainingsprogramm untersucht wurden, liegen Spekulationen vor, dass der H6hepunkt der
Satellitenzellen-Aktivierung wahrscheinlich friher, namlich wahrend der Trainingsperiode,
aufgetreten ist und eine umfangreiche Differenzierung schon zum Zeitpunkt vor der
letzten Biopsie stattgefunden hat. Die nicht stattgefundenen morphologischen
Veranderungen im untrainierten Bein sind Beweise flir eine erhdhte zellulare Aktivitat im
trainierten Muskel. Demnach liefern diese Studienresultate den Beweis fir die Aktivierung,
Proliferation und Differenzierung von Satellitenzellen als Antwort auf Krafttraining bei

jungeren und &lteren Frauen und Mannern (Roth et al., 2001).

Eine andere sehr interessante Studie kommt von Kadi, Schjerling, Anderson, Charifi,

Madsen, Christensen und Andersen (2004). Sie untersuchten die Satellitenzellen und
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Muskelzellkerne nicht nur wahrend einem Trainingsprogramm, sondern auch noch
Wochen danach. 15 gesunde junge Manner (Alter: 24 £ 1 Jahre; Kérperhdhe: 181 + 2 cm;
Korpergewicht vor der Trainingsintervention: 75,4 + 2,4 kg; Korpergewicht nach der
Trainingsintervention: 75,9 + 2,1 kg) wurden Uber einen Trainingszeitraum von 90 Tagen
und Udber einen nachfolgenden trainingsfreien Zeitraum von ebenfalls 90 Tagen
beobachtet und untersucht. Das Ziel der Studie war die Anpassung des Gehaltes von
Satellitenzellen und Muskelzellkerne wahrend eines 90-tdgigen Krafttrainings und die
nachfolgende Regulierung in den nachfolgenden Wochen ohne Training zu untersuchen.
Alle Teilnehmer waren gesund und nahmen zuvor an keinem organisierten Sport teil und
unterzogen sich im letzen Jahr keinem Krafttraining.

Die progressive Trainingsintervention ging Uber drei Monate. Drei Mal pro Woche wurde
trainiert. Vier verschiedene Ubungen fir die Beine wurden ausgefiihrt: Beinpresse,
Beinstrecker, Squat Jumps und Hamstring Curl. Vier bis finf Serien mit sechs bis zwdlf
Wiederholungen wurden absolviert, entsprechend dem 6 bis 12 RM. Zusatzlich wurde
noch der Oberkorper trainiert.

Nach dem dreimonatigen Trainingsprogramm kehrten die Teilnehmer wieder in ihr
normales Alltagleben mit dem gleichen Aktivitatslevel wie vor der Intervention (kein Kraft-

und Ausdauertraining) zuruck.

Die Muskelbiopsie wurde am M. vastus lateralis des rechten Beines vor, nach 30 Tagen
und nach dem Trainingsprogramm (90 Tage nach Beginn der Intervention) durchgefiihrt.
Die letzte Biopsie im Trainingszeitraum fand 24 Stunden nach der letzten Trainingseinheit
statt. Der Unterschied zu all den anderen Studien besteht darin, dass weitere
Muskelbiopsie im nachfolgenden trainingsfreien Zeitraum durchgefuhrt wurden. Am 3.,
10., 30., 60. und 90. Tag nach der Trainingsintervention entnahmen die Untersucher
wieder Proben des Muskelgewebes.

Fir die Identifizierung der Satellitenzellen wurde ein Antikdrper gegen CD56 verwendet.
Dieser Antikdrper erkennt neuronale Adhasionsmolekile (NCAM), welche im frihen
Stadium der Myogenese und der Satellitenzellen exprimiert werden. Eine Peroxidase-
Markierung wurde mittels DAB Substrat fir die Visualisierung des Antikérpers verwendet.
Die Basallamina wurde mit einem Antikérper gegen Laminin sichtbar gemacht. So konnte
gut unterschieden werden, ob sich ein Zellkern innerhalb oder auRerhalb der Muskelfaser
befand. Durch die Verwendung des Mayer's Hamatoxylin konnten die Muskelzellkerne
erkannt werden. Satellitenzellen zeigten einen braunen Rand, die einen Zellkern

beinhalteten. Muskelzellkernen erschienen blau. Die Marker Cyclin D1 und p21 mRNA
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wurden ebenfalls im Verlauf der Studie mittels Northern Blot gemessen. Diese weisen auf

die Aktivierung und Proliferation der Satellitenzellen hin (Kadi et al., 2004).

Die Anzahl der Satellitenzellen pro Muskelfaser stieg signifikant wahrend der
Trainingsperiode an. Nach 30 Tagen Krafttraining war die Anzahl der Satellitenzellen

signifikant erhéht und nach 90 Tagen waren diese nochmals erhoht (siehe Abbildung 28)
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Abbildung 28: Anzahl der Satellitenzellen pro Muskelfaser vor dem Training (Pre), 30 Tage nach
dem Trainingsbeginn (T30), 90 Tage nach dem Trainingbeginn (T90) und nach 3,10,60 und 90
Tagen im trainingsfreien Zeitraum (D3, D10, D30, D60, D90). * Signifikanter Unterschied zu vor
dem Training (Pre). # Signifikanter Unterschied zu T90 (Kadi et al., 2004, S. 1008)

Nach 30 Tagen Training wuchs die Anzahl der Satellitenzellen um 19,3% und nach 90

Tagen um 31,4% an.

Die beiden Zellzyklusmarker CyclinD1 und p21 mRNA stiegen nach 30 Tagen Training
um das 2-fache beziehungsweise 6-fache an und nach 90 Tagen war p21 mRNA noch
immer um das 3-fache erhéht und CyclinD1 ging auf den Ausgangswert zuriick (siehe

Abbildung 29).
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Abbildung 29: Northern Blot der p21 mRNA und CyclinD1 mRNA (Kadi et al., 2004, S. 1008)
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Wahrend der trainingsfreien Periode erreichten die p21 und CyclinD1 mRNA sehr
ahnliche Werte wie vor der Trainingsintervention.

Bei der Anzahl der Muskelzellkerne pro Muskelfaser kam es zu keiner signifikanten
Anderung wahrend des Trainings oder wahrend des trainingsfreien Zeitraums (siehe
Abbildung 30). Durchschnittlich befanden sich 2,85 Muskelzellkerne pro Querschnittflache

einer Muskelfaser vor dem Training. Nach dem 90-tagigen Training durchschnittlich 2,82.
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Abbildung 30: Durchschnittliche Anzahl der Muskelzellkerne pro Muskelfaser vor dem Training
(Pre), 30 Tage nach dem Trainingsbeginn (T30), 90 Tage nach dem Trainingsbeginn (T90) und
nach 3,10,60 und 90 Tagen im trainingsfreien Zeitraum (D3, D10, D30, D60, D90) (Kadi et al.,
2004, S. 1009)

Durch das Krafttraining kam es zu einem signifikanten Zuwachs hinsichtlich der
Muskelfaserquerschnittflache. In den ersten 30 Tagen stieg die Muskelfaserflache um 6%
und nach 90 Tagen um 17% (siehe Abbildung 31). Wie zu erwarten reduzierte sich diese

wieder in der Periode des trainingsfreien Stadiums (Kadi et al., 2004).
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Abbildung 31: Durchschnittliche Querschnittflache der Muskelfasern vor dem Training (Pre), 30
Tage nach dem Trainingsbeginn (T30), 90 Tage nach dem Trainingsbeginn (T90) und nach
3,10,60 und 90 Tagen im trainingsfreien Zeitraum (D3, D10, D30, D60, D90) * Signifikanter
Unterschied zu vor dem Training (Pre). # Signifikanter Unterschied zu T90 (Kadi et al., 2004, S.
1009)

Kadi und seine Mitarbeiter (2004) untersuchten des Weiteren, ob sich die Flache, welche
durch einen einzelnen Muskelzellkern kontrolliert wird, veranderte (=Veranderung der
GroRe des Muskelzellkern-Domain). Vor dem Trainingsbeginn Kkontrollierte jeder
Muskelzellkern eine durchschnittliche Flache von 1522 um?2. Diese Muskelzellkern-
Domain stieg signifikant schrittweise wéahrend des Krafttrainings an (siehe Abbildung 32).
Bis am dritten Tag der trainingsfreien Periode blieb diese gleichermalRen erhéht. Danach
fiel die Muskelzellkern-Domain wieder herab. Nach 30 Tagen trainingsfrei wurde der

Ausgangswert wieder erreicht.
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Abbildung 32: Muskelzellkern-Domain vor dem Training (Pre), 30 Tage nach dem Trainingsbeginn
(T30), 90 Tage nach dem Trainingsbeginn (T90) und nach 3,10,60 und 90 Tagen im trainingsfreien
Zeitraum (D3, D10, D30, D60, D90) * Signifikanter Unterschied zu vor dem Training (Pre). #
Signifikanter Unterschied zu T90 (Kadi et al., 2004, S. 1010)

Zusammenfassend zeigt die Studie von Kadi et al. (2004), dass ein 30-tdgiges
Krafttraining effizient genug ist, um den Pool der Satellitenzellen zu erhéhen und, dass
zusatzliche 60 Tage diesen noch weiter steigern. Diese erhdohte Anzahl der
Satellitenzellen kann Uber mehrere trainingsfreie Tage aufrechterhalten bleiben.
Zusatzlich zeigten sich signifikante Anstiege der CyclinD1 und p21 mRNA, welches auf
ein erhodhtes Level an Aktivierung und Proliferation der Satellitenzellen hinweist. Die hoch
ausgepragte Uberexpression in der p21 mRNA am 30ten und 90ten Tag des Training,
aber nicht am dritten Tag der trainingsfreien Periode, deutet darauf hin, dass die
proliferierten Zellen den Zellzyklus verlassen um neue ruhende Satellitenzellen zu formen.
Zusammengefasst kann gesagt werden, dass der Anstieg von CyclinD1 und p21 mRNA
wahrend der Trainingsperiode auf eine ausfihrliche Zellteilung hindeutet, welche in einen
Anstieg der Satellitenzellen resultiert.

Die Hypertrophie der Muskelfasern war nicht durch einen Anstieg der Muskelzellkerne
begleitet. Somit war jeder Muskelzellkerne fahig einen gréferen cytoplasmatischen
Bereich zu unterstitzen. Summa summarum sind keine zusétzliche Muskelzellkern nétig

um eine Hypertrophie zu induzieren (Kadi et al., 2004).

10.2 Auswirkungen einer einzigen Krafttrainingseinheit auf die
Aktivierung der Satellitenzellen

Dreyer, Blanco, Sattler, Schroeder und Wiswell (2006) untersuchten, ob die Anzahl der
Satellitenzellen 24 Stunden nach einer einzigen Krafttrainingseinheit erhéht ist. Des
Weiteren stellten sie die Hypothese auf, dass die Antwort der Muskulatur auf Krafttraining

alterer Menschen weniger ausgepragt ist im Vergleich zu jungeren.
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Gesunde Teilnehmer im Alter zwischen 21 und 35 Jahren und alter als 60 nahmen an der
Untersuchung teil. Vor der Teilnahme unterzog sich jeder Proband einer korperlichen
Untersuchung und einem Bluttest um Erkrankungen und muskulare Entzindungen
auszuschlieBen. Schlussendlich durften 21 Teilnehmer an der Studie teilnehmen.

Die Muskelbiopsie wurde am M. vastus lateralis des dominanten Beines durchgefiihrt.
Zwei Biopsien im Abstand von 11 bis 15 Tagen wurden durchgefihrt. Die erste Biopsie
war einige Tage vor der einzelnen Krafttrainingseinheit um den Effekt der ersten Biopsie
hinsichtlich  Muskelregeneration und der damit verbunden Beeinflussung der
Satellitenzellen zu minimieren. Die zweite Biopsie fand 24 Stunden nach der
Trainingseinheit statt. Die Biopsiestelle der ersten Biopsie befand sich 18 cm proximal von
der Patella, die der zweiten um zwei bis vier Zentimeter versetzt. 100 bis 175 mg
Muskelgewebe wurde bei jeder Biopsie entnommen.

Einbeinige maximale exzentrische isokinetische Belastung wurde auf einem Beinstrecker
(60°/s) durchgefiihrt. Die Teilnehmer wurden vorher an das Gerat gewdhnt und bei der
Ausfihrung mittels Schultergurt, einer Huftfixierung und Oberschenkelfixierung fixiert. Die
Trainingseinheit setzte sich aus 6 Serien zusammen, wobei die erste Serie aus 12
maximalen Wiederholungen und die restlichen 5 Serien aus 16 maximalen
Wiederholungen bestanden.

Fir die Identifizierung von Satellitenzellen wurde der Antikérper CD56 verwendet. Er
richtet sich gegen Nervenzell-Adhasionsmolekil (NCAM), welche Satellitenzellen
beherbergen.  Ungllucklicherweise gelang es den  Forschern nicht, die
Muskelgewebeproben mit einem zweiten beziehungsweise dritten Marker (CD34 und M-
cadherin) zu markieren. Dies gilt in gleichen MaRen fir den anti-MyoD1 Marker, welcher
ein potenzieller Marker fiir aktivierte Satellitenzellen darstellt. Um eine Satellitenzellen zu
charakterisieren verwendetet die Forscher folgende Qualifikationen: (1) die Zelle musste
positiv auf NCAM sein und (2) jede positive NCAM-Zelle musste sublaminar liegen,
welches durch den Laminin-Antikorper bewiesen wurde. Zellkerne, die innerhalb der
Lamina lagen wurden als Muskelzellkerne identifiziert und positive sublaminare NCAM-
Zellen als Satellitenzellen. Der NCAM-Antikérper farbt sowohl aktivierte als auch ruhende
Satellitenzellen. Fir die Erkennung der Muskelfasertypen wurde der Antikdrper MyHCgoy
verwendet. Reagiert die Muskelzelle positiv auf den Antikérper, so handelt es sich um

eine Typ | Muskelfaser, wenn nicht, dann um eine Typ |l Muskelfaser (Dreyer et al., 2006).

Die alteren Mannern hatten einen groReren Anteil an Typ | Muskelfasern und einen
kleineren Anteil an Typ Il Muskelfasern als die jingeren Manner (siehe Abbildung 33)
(Dreyer et al., 2006).
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Type | Type | CSA Type I Type Il CSA
(%) (wm?) (%) (nm?)
Young (n = 10) 52+9 6,431 + 1,638 48 +9 6,257 = 1,569
Older (n = 9) 66 + 16* 5,804 + 1,357 34 + 16t 4,714 = 1,195

Values are mean + SD. Data for percent fiber type and fiber type specific cross-sectional area generated from preexercise biopsy samples.
*Significantly greater than young group type | (P = 0.025) and older group type Il.

fSignificantly less than young group type | (P = 0.033).

*Significantly less than young type Il (P = 0.029) and older type | (P = 0.013).

Abbildung 33: Anteile und Querschnittflache (cross-sectional area) der Typ | & Il Muskelfasern
(Dreyer et al., 2006, S. 247)

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Querschnittflache von Typ |
und Typ Il Muskelfasern bei den jungeren Probanden. Bei den &alteren Mannern zeigte
sich eine Muskelfasertypen spezifische Atrophie der Typ Il Muskelfasern (siehe Abbildung
33). Die Querschnittflachen der Typ Il Muskelfasern war bei den alteren Mannern geringer
als bei den Jingeren, wobei die Typ | Muskelfasern keine Differenzen aufwiesen (siehe
Abbildung 33).

Die Anzahl der Muskelzellkerne/Muskelfaserquerschnitt unterschied sich zwischen den
Gruppen nicht (siehe Abbildung 34) und es kam auch zu keiner Anderung nach der
Trainingseinheit. Des Weiteren gab es zwischen den zwei Gruppen keinen Unterschied
hinsichtlich der zentral lokalisierten Muskelzellkerne pro Muskelfasern (siehe Abbildung
34). Zusatzlich gab es keine Veranderung vor und nach dem Training bezlglich der

Muskelzellkerne/Muskelfaser (Dreyer et al., 2006).

Central Mean change for
Time point (muscle  Myonuclei/muscle  myonuclei/muscle  Satellite cel/muscle  Satellite cell satellite cell
Group fibers analyzed) fiber fiber fiber cross-section  proportions' proportions?
Young (n = 10)  Preexercise biopsy 256 06 0.03 = 0.03 0.07 £ 0.02 286 =06 +32+1.3¢
(101 = 23)"
Postexercise biopsy 272+05 0.06 = 0.10 0.18 = 0.05%¢  6.05 = 1.4b¢
(108 = 33)"
QOlder (n = 9) Preexercise biopsy 234 +04 0.03 +£0.02 0.07 £ 0.02 28107 +1.3+x06
(134 = 37)"
Postexercise biopsy 23104 0.04 = 0.03 0.10 = 0.02° 412 £1.0°
(182 = 17)°h

Q

2Data are presented as mean *+ SD.

bSignificantly greater than preexercise biopsy (P < 0.001 and P = 0.002 for young and older men, respectively).
“Significantly greater than older group at postexercise biopsy (P = 0.001).

dSignificantly greater than older group mean change for satellite cell proportions (P < 0.007).

“Significantly greater number of muscle fibers analyzed than young at postexercise biopsy (P = 0.018).

*Proportion of sublaminar nuclei that are satellite cells; calculation = [satellite cell/(satellite cell + myonuclei)] % 100.
9Mean change = mean (postexercise biopsy — preexercise biopsy) for satellite cell proportions by age group.

b Average number of muscle fibers analyzed per subject.

Abbildung 34: Verteilung von Muskelzellkerne und Satellitenzellen (Dreyer et al., 2006, S. 247)

Die zweite Biopsie verzeichnete einen kraftigen Anstieg in der Anzahl der Satellitenzellen.
Aulerdem beobachteten die Forscher in einigen Gewebeproben der NCAM-positiven
Zellen, Zellen, die zwei Zellkerne beinhalteten (siehe Abbildung 35). Dies stellt den

Beweis fir eine sich aktiv teilende Zelle.
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Abbildung 35: NCAM-positive Zelle mit zwei Zellkernen (Dreyer et al., 2006, S. 248)

Vor dem Training war zwischen den Gruppen kein signifikanten Unterschied hinsichtlich
der Anzahl der Satellitenzellen/Muskelfaserquerschnitt zu beobachten. Jedoch nach der
Trainingsintervention kam es bei den Jingeren zu einem signifikanten Anstieg der
Satellitenzellen/Muskelfaserquerschnitt und zudem hatten sie einen signifikant héheren
Anstieg als die alteren Manner. Bei den Alteren kam es auch zu einem signifikanten
Anstieg beziglich der Satellitenzellen/Muskelfaserquerschnitt nach dem Training (siehe
Abbildung 34). Der Anteil der Satellitenzellen [[Satellitenzellen/(Satellitenzellen +
Muskelzellkerne)] x 100] waren vor dem Training in beiden Gruppen sehr ahnlich. Ein
signifikanter Anstieg nach dem Training war in beiden Gruppen zu beobachten (siehe
Abbildung 34 und 36), welches darauf hindeutet, dass beide Gruppen einen Trainingsreiz
hatten. Die jiingeren Manner verzeichneten aber einen héheren Anstieg, als die Alteren
(siehe Abbildung 34) (Dreyer et al., 2006).
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Abbildung 36: Anteil der Satellitenzelle vor und nach der Intervention aller Probanden. Gestrichelte
Linien mit ausgefiillten Quadraten reprasentiert die jungere Gruppe. Die durchgezogene Linien mit
den leeren Kreisen reprasentiert die altere Gruppe (Dreyer et al., 2006, S. 251)

Die Studie von Dreyer et al. (2006) demonstrierte, dass es sowohl bei jingeren Mannern,
als auch bei alteren zu einem signifikanten Anstieg von Satellitenzellen durch ein
einmaliges Maximalkrafttraining kommt. So wie vorausgesagt, kam es aber bei den
Jungeren zu einem héheren signifikanten Anstieg der
Satellitenzellen/Muskelfaserquerschnitt, im Vergleich zu den alteren Mannern (141% vs
51%). Insgesamt belegen die Daten von Dreyer und seinen Mitarbeitern (2006), dass
beide Gruppen einen signifikanten Anstieg der Satellitenzellen verzeichnen konnten und,

dass der Anstieg bei den jungeren Mannern héher war, als bei den alteren Mannern.

Auch bei dieser Studie gibt es Dinge, die man kritisch anmerken sollte. Erstens gab es
keine Kontrollgruppe. Somit konnte nicht ausgeschlossen werden, dass der Anstieg der
Satellitenzellen eventuell durch die Stérung des Muskelgewebes der ersten Biopsie
ausgelost wurde. Wie schon vorher erwahnt, kam es bei der Markierung der
Satellitenzellen zu einigen Problemen und somit unterlag die Identifizierung der

Satellitenzellen einem einzigen Marker.

10.3 Auswirkungen vom mehrwochigen Ausdauertraining auf die
Aktivierung von Satellitenzellen

Leider sind wissenschaftliche Untersuchungen bezuglich der Auswirkung von
Ausdauertraining auf die Aktivierung von Satellitenzellen relativ rar. Einer der wenigen
Untersuchungen ist von Charifi, Kadi, Feasson und Denis (2003). Da das Krafttraining den

Anteil der Satellitenzellen im trainierten Muskel erhnohen kann, stellte sich Charifi et al.
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(2003) die Frage, ob Ausdauertraining die Frequenz der Satellitenzellen bei alteren
Menschen auch steigern kann. Wenn Ausdauertraining die Aktivierung von
Satellitenzellen férdern kdnnte, so wirde dies eine exzellente therapeutische Strategie
gegen den Verlust der Muskelfunktion sein. Obendrein bringt das Ausdauertraining auf
einem Fahrradergometer (im Vergleich zu Krafttraining) weniger Risiko mit sich
Muskelfasern zu beschadigen, da exzentrische Kontraktionen ausbleiben (Charifi et al.,
2003).

Elf Manner im Alter von 73 + 3 Jahren (80 % 2 kg; 171 £ 5cm) nahmen an der
Uberwachten Trainingsintervention teil. Sie absolvierten ein 14-wochiges Ausdauertraining
auf einem Fahrradergometer. Trainiert wurde vier Mal in der Woche fur je 45 Minuten.
Jede Trainingseinheit war intermittierend, sprich vier Minuten Belastung mit einer
Intensitdt von 65% bis 75% der maximalen Sauerstoffaufnahme (VOzmax) und die
nachfolgenden funfte Minute mit 85% bis 95% der VOzma. Diese funfminitigen
Sequenzen wurden innerhalb der 45 Minuten sieben Mal ohne Unterbrechung wiederholt.
Die maximale Sauerstoffaufnahme wurde mittels Spiroergometrie ermittelt. Die Belastung
begann bei null Watt und steigerte sich alle zwei Minuten um 20 Watt bis zur subjektiven
Ausbelastung. Die maximale Sauerstoffaufnahme wurde vor und nach der 14-wdchigen
Trainingsintervention gemessen.

Vor und nach dem mehrwoéchigen Trainingsprogram unterzogen sich die Teilnehmer einer
Muskelbiopsie am M. vastus lateralis, wobei die zweite Biopsie zwei Zentimeter von der
ersten Einstichstelle entfernt lag.

Satellitenzellen wurden durch den CD56 Antikdrper identifiziert. Dieser Antikérper verfarbt
aktivierte und ruhende Satellitenzellen. Eine Peroxidase-Markierung wurde mittels DAB
Substrat®’ durchgefiihrt, welches ein braunes Reaktionsproduktes des Zielantigens liefert.
Die Schnitte wurden =zusatzlich mit Mayers Hamatoxylin®> behandelt um die
Muskelzellkerne sichtbar zu machen. Muskelzellkerne farbten sich blau und
Satellitenzellen braun (siehe Abbildung 37). Zur Veranschaulichung der Muskelzellkerne
und Satellitenzellen wurde eine VergréRerung (x 40 und 60) hergestellt. Der Gebrauch der

Vergroferung erlaubte eine klare Trennung zwischen Muskelzellkerne innerhalb der

%" Diaminobenzidin = Peroxidasesubstrat. Zum Nachweis endogener Peroxidase und zur Farbung
immunhistochemischer Nachweise (http://www.carl-roth.de/media/_de-de/usage/CN75.pdf; Zugriff
am 20. August 2009).

%2 nhaltsstoff des Blauholzes. Es wird insbesondere in der Histologie zum Farben von Zell- und

Gewebestrukturen, wie zum Beispiel Zellkernen, eingesetzt.
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Plasmamembran und den Satellitenzellen aufRerhalb der Faser. Muskelzellkerne und

Satellitenzellen wurden an jeder Muskelfaser (drei Mal) gezahlt (Charifi et al., 2003).
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Abbildung 37: Identifikation von Satellitzellen und Muskelzellkerne. (a) Muskelzellkerne sind blau
und Satellitenzellen braun. Der Querstrich reprasentiert 100 um. (b) 40-fache VergréfRerung des
Ausschnittes von a. Die Pfeile zeigen auf die Satellitenzellen (Charifi et al., 2003, S. 89)

Nach dem 14-woéchigen Ausdauertraining kam es zu einer signifikanten Zunahme der
maximalen Sauerstoffaufnahme um 13,5%. Die Aktivitit der Citratsynthase® stieg
signifikant um 33% und die Phosphofructo-Kinase*-Aktivitat blieb unverandert (siehe
Abbildung 38).

Vo, peak cS PFK
(ml.min.” kg™ ") (umol.min.”'g™") (wmol.min.”'g™")
Before training 288 +59 45 + 18 154 = 41
After training 32754 60 + 27 144 = 29
P-value <0.05 <0.05 NS

Abbildung 38: VOynax, CS (Citratsynthase) und PFK (Phosphofructo-Kinase) vor und nach dem 14-
wdchigen Ausdauertraining (Charifi et al., 2003, S. 90)

Die Auswertung der Muskelbiopsie offenbarte keine Anzeichen von Muskelschadigungen.
Die Frequenz der Satellitenzellen, also die Anzahl der Satellitenzellen pro Muskelfaser
(s/f) oder pro gesamte Kerne ([s/(m+s)]) stiegen signifikant wahrend des mehrwochigen

Ausdauertrainings an (siehe Abbildung 39).

% |st fur die erste Reaktion im Citratzyklus zustandig. Citratsynthase kondensiert Acetyl-CoA und
Oxalacetat zu Citrat (Karlson, Doenecke & Koolman, 1994).

¥ st eine wichtige Kinase in der Glykolyse (Umwandlung von Glucose in Pyruvat). Sie

phosphoryliert Fructose-6-phosphat unter ATP-Verbrauch zu Fructose-1,6-bisphophat (Karlson et
al., 1994).
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Mean no. C_)f Satellite cell frequency
myonuclei
per fiber % Total nuclei No. per fiber
Before training 3.3+03 24+07 0.09 = 0.03
After training 35+0.6 3.1x09 0.11 £ 0.08
P-value NS <0.001 <0.001

Abbildung 39: Durchschnittliche Anzahl an Muskelzellkerne pro Faser und Frequenz der
Satellitenzellen vor und nach dem Interventionsprogramm (Charifi et al., 2003, S. 91)

Am Ende des Trainingsprogrammes stieg die Anzahl der Muskelzellkerne um sechs
Prozent. Dieser Anstieg ist jedoch nicht signifikant.

Obwohl kein signifikanter Unterschied in der Muskelfasergrofie (vor der Intervention:
5,463 + 971 ym?; nach der Intervention 6,197 + 1,708 ym?) zu beobachten war, besagen
die Ergebnisse, dass das Ausdauertraining jedoch maRig wirksam war, eine Hypertrophie
zu induzieren. Es gab eine signifikante Zunahme hinsichtlich der Flache der Typ lla
Muskelfasern (siehe Abbildung 40).

Fiber type % Mean area (um?)
Before training I 60 = 18 6,012 = 990
lla 27 =17 4,966 + 1,329
llb 117 4,563 + 1,023
llc 2+3 4,499 + 630
After training I 64 + 17 6,393 + 1,636
lla 22 +13 6,121 + 2,152*
llb 12+8 5,085 = 1,741
llc 2+1 6,684 + 2,678

*Significantly different (P < 0.05).

Abbildung 40: Durchschnittliche Flache der verschiedenen Muskelfasern vor und nach dem 14-
wdchigen Ausdauertraining (Charifi et al., 2003, S. 91)

Die Analyse der Muskelfaserverteilung zeigte, dass vor der Intervention mehr als die
Halfte Typ | Muskelfasern waren. Typ llc Muskelfasern wurden nur sehr rar entdeckt (zwei
Prozent vor und nach dem Ausdauertraining). Das Trainingsprogramm konnte keine

Veranderungen in der Muskelfaserverteilung induzieren.
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Abbildung 41: (a) Anzahl der Muskelzellkerne pro Faser; (b) Querschnittflache der Muskelfasern
vor und nach dem Training (Charifi et al., 2003, S. 91)

Diese Studie von Charifi et al. (2003) rief einen Anstieg um 29% (von 2,4% auf 3,1%) der
Satellitenzellen im Skelettmuskel durch mehrwochiges Ausdauertraining bei &lteren
Menschen hervor. Der beobachtete Anstieg der Satellitenzellenanteile unterstutzt indirekt
den Beweis fur die Aktivitdt der Satellitenzellen als Antwort auf Ausdauertraining.
Eine oder vielleicht sogar die wichtigste Aufgabe der Satellitenzellen ist die Bildung von
Tochterzellen, welche anschlieBend mit den Muskelfasern verschmelzen kénnen und so
die Anzahl der Muskelzellkerne zu erhéhen. Die Studie von Charifi et al. (2003)
verzeichnete einen geringen aber nicht signifikanten Anstieg (6%) der Muskelzellkerne
durch Ausdauertraining. Es gibt kaum verfugbaren Daten/Untersuchungen, die die
Regulierung von Muskelzellkernen als Antwort auf Ausdauertraining verzeichnen. Dieser
Aspekt wurde weitgehend in Bezug auf Krafttraining untersucht, da dort die Hypertrophie

von Muskelfaser die Hauptadaptation darstellt.

Kritisch mochte ich anmerken, dass es so erscheint als wirde es erhebliche interviduelle
Unterschiede zwischen den einzelnen Probanden geben. Abbildung 41a zeigt bei sechs
Probanden einen Anstieg an Muskelzellkerne pro Muskelfaser nach dem
Ausdauertraining, wohingegen fiinf Probanden aber einen Abfall verzeichneten. Bei den
Querschnittflachen der Muskelfasern (Abbildung 41b) zeigten sich ebenfalls interviduelle
Unterschiede. Bei zwei Probanden kam es zu einer Abnahme der Querschnittflache der
Muskelfasern, welches sogar auf eine Atrophie hindeuten kénnte. Jetzt kann nur
spekuliert werden, weshalb es zu einer Abnahme kam. Vielleicht unterzogen sich diese
Manner in ihrem normalen Alltag vermehrter Aktivitdt, so dass dieses mehrwochige
Ausdauertraining keinen Trainingsreiz darstellte. Bei all den anderen Teilnehmern zeigte

sich jedoch eine Zunahme der Querschnittflache der Muskelfasern.
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11 Molekulare Ansatze in der Sportmedizin

Jahrlich ereignen sich mehr als 100 Millionen muskuloskeletale Verletzungen weltweit -
Tendenz steigend. Zu den Muskel-Skelett-Verletzungen zahlen Verletzungen der Sehnen,
der Bander, der Muskel und der Knochen. Diese Verletzungen bringen einen signifikanten
Verlust der sportlichen Performance mit sich. Ein erheblicher Anteil der muskuloskeletalen
Verletzungen sind schwierig zu behandeln und viele Athleten verspuren einen ,Langzeit-
Schmerz® und Unannehmlichkeiten (Ljungqvist, Schwellnus, Bachl, Collins, Cook, Khan,
Maffulli, Pitsiladis, Riley, Goldspink, Venter, Derman, Engebretsen & Volpi, 2008).

Griunde fir die steigenden Zahlen an muskuloskeletalen Verletzungen sind das
wachsende Gesundheitsbewusstsein, die zunehmende Zahl von Freizeitsportlern, der
Trend zu Modesportarten mit erhdhtem Verletzungsrisiko, schlecht trainierte

Bewegungsablaufe und eine verbesserte Diagnostik (Bosch & Krettel, 2002).

Da des Ofteren nach einer konservativen oder operativen Therapie die komplexe Struktur
und die biomechanische Eigenschaften von Bander, Sehnen und Muskels nicht
vollstandig wiederhergestellt werden konnte, stellt sich das Tissue engineering immer
mehr in den Vordergrund. Das Tissue engineering bietet die Moglichkeit die Ligament-,
Sehnen- und Muskelheilung zu verbessern. Die Herausforderung ist die
Wiederherstellung einer origindren Struktur mit biomechanischen Eigenschaften, die nach

Trauma wieder eine physiologische Gelenkkinematik ermdglichen (Bosch et al., 2002).

11.1 Tissue engineering in der Sportmedizin

Die Behandlung von sportverbundenen muskuloskeletalen Verletzungen hat sich in den
letzten zwei Dekaden kontinuierlich verbessert. Neue minimal invasiv operative Techniken
(besonders die Athroskopie), neue Instrumente, moderne Rehabilitation, Medikamente
und gesteigertes Fachwissen Uber die Biomechanik der Gelenke und Pathophysiologie
von Trauma fuhrten zu Optimierung und Beschleunigung der Heilung von Verletzungen.
Trotz des Fortschritts gehen Defizite in der Behandlung von Verletzungen mit der
limitierten Heilungskapazitat der meisten Geweben des muskuloskeletalen Systems
einher. Ligamente, Sehnen, Menisken und Gelenksknorpel sind alle Gewebe mit einer
niedrigen Blutversorgung und niedrigen Zellumsatz. Aus diesem Grund ist der
Heilungsverlauf in diesen Gewebearten verlangert und resultiert generell in der Bildung
von Narben oder Gewebedefekten. Keine optimale Lésung fur die Behandlung von

muskuloskeletalen Sportverletzungen wurde bisher gefunden. Somit werden neue
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biologische Ansatze fir die Behandlung von Sportverletzungen erforscht (Huard, Li, Peng

& Fu, 2003). Das Tissue Engineering steht dabei im Mittelpunkt.

Tissue engineering hat das Ziel funktionelles Gewebe und letztendlich auch komplette
Ersatzorgane herzustellen. Im wesentlichen werden 3 Strategien verfolgt: die Applikation
von gewebeinduzierenden Substanzen (zum Beispiel Wachstumsfaktoren), die
Applikation von isolierten Zellen und die Besiedlung von Matrices mit Zellen. Die
dazugehorigen Konzepte konzentrieren sich auf die Beeinflussung von Mediatoren
(Wachstumsfaktoren, Gentherapie) mit dem Ziel die Gewebeheilung zu verbessern, auf
die Herstellung von biologischen und synthetischen Matrices, sowie auf die Verwendung
von bioaktiven Zell-Matrix-Konstrukten (siehe Abbildung 42) (Bosch et al., 2002).

Konzept Funktion

Wachstumsfaktoren Modulation der Gewebeheilung
Gentherapie Modulation der Gewebeheilung
Zelltherapie Synthese von ECM
Zell-Matrix-Komposite Ersatz von Gewebe

Fibroblasten auf Kollagenmatrix
Fibroblasten auf polymerer Matrix (PGA, PLAGA)
MPC auf Kollagenmatrix

ECM Extrazelluliire Matrix; PGA Polyglykolsdure; PLAGA Copolymer aus PLA (Polylactid) und PGA;
MPC,mesenchymale progenitor cells”.

Abbildung 42: Konzepte des Tissue Engineerings (Bosch et al., 2002, S. 89)

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wird nur duBerst kurz auf Tissue Engineering mittels
Wachstumsfaktoren und Gentherapie eingegangen. Der Focus wird auf die Zelltherapie

gerichtet.

11.2Wachstumsfaktoren

Zahlreiche experimentelle Studien zeigten, dass Wachstumsfaktoren in Knochen- und
Knorpelbildung, Frakturenheilung, Sehnen- und Bandreparatur und
Skelettmuskelregeneration involviert sind. Aus diesem Grund ist der therapeutische
Gebrauch im Bereich der Sportmedizin von enormer Interesse (Ljungqvist et al., 2008).
Wachstumsfaktoren sind Proteine, welche von den ansassigen Zelle an der
Verletzungsstelle (zum Beispiel Fibroblasten, endothelialen Zellen oder mesenchymalen
Stammzellen) und eindringenden Reparatur- oder Entziindungszellen (zum Beispiel
Blutplattchen, Makrophagen und Monozyten) synthetisiert werden. Diese
Wachstumsfaktoren sind zur Proliferation, Migration und Differenzierung von Zellen fahig.
Der stimulierende Effekt von verschiedenen Wachstumsfaktoren wurde in einer Vielzahl

von Geweben demonstriert (siehe Abbildung 43). Das Gen, das fiir die meist bekannten
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Wachstumsfaktoren codiert, wurde bestimmte und durch den Gebrauch von
rekombinanter DNA-Technologie ist es heutzutage moglich eine groRe Menge dieser
rekombinierten Proteine fur den Einsatz von Behandlungen zu produzieren (Huard et al.,
2003). Viele von den Wachstumsfaktoren sind kommerziell erhaltlich und werden in

klinischen Einrichtungen verwendet.

Skeletal  Articular Ligament/

muscle  cartilage  Meniscus tendon Bone
IGF-1 + + +/— + +
bFGF + + + + +
NGF + - -
aFGF +—- - +—
PDGF AA - - +/— +—
PDGF AB +/—- + +/—-
PDGF BB +
EGF - + + + -
TGF-a - + -
TGF-g - + + +/— +
BMP-2 + + +
CDMP (1-3) +
BMP-4 —+
BMP-7 +
VEGF +/—

Abbildung 43: Effekte von Wachstumsfaktoren in unterschiedlichen Geweben des
muskuloskeletalen Systems. IGF-1: insulin growth factor-1; bFGF: basic fibroblast growth factor;
NGF: nerve growth factor; aFGF: acidic fibroblast growth factor; PDGF: platelet-derived growth
factor; EGF: epidermal growth factor; TGF: transforming growth factor; BMP: bone morphogenic
protein; CDMP: Cartilage-derived morphogenetic protein; VEGF: vascular endothelial growth factor
(Huard et al., 2003, S. 94)

In vitro Studien haben demonstriert, dass die Ligament-Fibroblasten-Proliferation durch
Jibroblast growth factor (FGF)“, ,epidermal grwoth factor (EGF)* und ,platelet-derived
growth factor-BB (PDGF-BB)* signifikant erhdht wird, wahrend ,transforming growth factor
(TGF) p1 and p2“ die Kollagensynthese signifikant erhéht.

In vivo Tierstudien zeigten, dass vor allem die Anfangsphase der Banderheilung durch
PDGF-BB und TGF-p1 signifikant unterstiitzt wird. Aber nicht alle Studien verzeichneten
einen positiven Effekt. Zum Beispiel kam es zu keiner signifikant verbesserten Heilung mit
exogenen TGF-p1 in einem anderem Tiermodel. Dies weif3t darauf hin, dass in vivo
Studien eine hohe Komplexitat aufweisen und weitere Untersuchungen unter anderen
uber die Effekte der Dosis, Zeit der Anwendung, Trdgermedium und exogenen und
endogenen Wachstumsfaktoren stattfinden missen (Woo, An Jia, Zou & Gabriel, 2004).

Die Techniken (platelet-rich Plasma®, autologous blood injection®® und autologous

% Thrombozytenreichen Plasma

% autologe (patienteneigene) Blutinjektion
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conditioned serum®’) um Wachstumsfaktoren einzubringen sind im Menschen bisher nur
sehr rar erforscht, aber die Resultate sind erfolgversprechend bezuglich der Heilung vom
muskuloskeletalen Verletzungen (Creaney & Hamilton, 2008).

Im Tiermodel haben sich manch sehr interessante Kandidaten an Wachstumsfaktoren
hervorgehoben, die auf eine langerfristige Erforschung in menschlichen klinischen
Versuchen ,warten®.

Einen Aspekt, den ich noch abschlieliend erwdhnen mdchte ist, dass der Gebrauch von
Wachstumsfaktoren im Leistungssport streng unter der Kontrolle der ,World Anti-Doping
Agency (WADA)* liegt. Speziell, weil es Bedenken bezlglich dem Missbrauch gewisser
Wachstumsfaktoren, wie zum Beispiel insulindhnliche Wachstumsfaktoren, als

leistungssteigerndes Mittel gibt (Creaney et al., 2008).

11.3 Gentherapie

Ein Gen ist ein Segment an DNS mit einer einzigartigen Anordnung von Nukleotidbasen,
welche fir ein spezifisches Protein kodieren. Die Genexpression ist der Prozess, bei dem

ein Gen in mRNA transkribiert wird und diese wiederum in ein Protein translatiert wird.

Lamsam, Fu, Robbins und Evans (1998, S. 74) definiert Gentherapie folgendermafen:
,Gene Theraphy is a technique in which a functioning gene is inserted into a human cell
to correct a genetic error or to introduce a new function to the cell for therapeutic

purpose.®

Seit den friihen 1990er gibt es Gentherapieversuche. Urspringlich wurde die Gentherapie
benutzt um genetische Erbkrankheiten (durch Manipulation an Keimbahnzellen) zu
behandeln, jedoch limitieren sich die Forschungen und Anwendungen durch die
beachtlichen ethischen Bedenken und ineffizienten Technologien.

Genmanipulation an somatischen Zellen ist jedoch weitgehend akzeptiert. Gentherapie ist
in der Sportmedizin anwendbar, da es den Transfer von zweckmalfigen Genen (zum
Beispiel Gene, die fir Wachstumsfaktoren oder Antibiotika kodieren) in Zielgewebe
ermoglicht. Folglich kénnen therapeutische Stoffe direkt durch lokale Zellen an der
Verletzungs- oder Entzindungsstelle in Heilungsprozess unterstitzenden Mengen

produziert werden (Huard et al., 2008).

%" autologes konditioniertes Serum
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Da bei der Applikation von Wachstumsfaktoren immer wieder Probleme auftauchten,
wurde das Konzept der lokale Produktion dieser Faktoren durch ortsstandige Zellen
entwickelt. Durch lokoregionare® Gentherapie werden exogene Gene, die beispielsweise
fur einen bestimmten Wachstumsfaktor kodieren, in ein Individuum transferiert. Hierzu
sind Transfersysteme, sogenannte Vektoren, notwendig, da isolierte DNA sonst nicht

aufgenommen und exprimiert werden kann. (Bosch et al., 2002).

Damit eine Genexpression zustande kommen kann, muss das zu transferierende DNA-
Stlck in den Nukleus (Zellkern) eindringen. Dort kann es entweder in das
Wirtschromosomen integrieren oder separat als Episom vorliegen. Nach der Transkription
wird die generierte mMRNA aus den Zellkern transportiert und von den Ribosomen im
Cytoplasma in ein Protein translatiert. Folglich wird die Zelle ein Reservoir von

produzierenden Cytokinen, so dass der Heilungsprozess unterstitzt wird.

Virale und nicht-virale Vektoren kénnen benutzt werden, um genetisches Material in eine
Wirtszelle zu transferieren. Nicht-virale Vektoren (zum Beispiel Liposomen) sind
normalerweise leichter zu erzeugen und resultieren weniger in Toxizitat oder
Immunogenitat, aber deren Genanlieferung wird durch eine geringere Transfektionsrate
behindert. Virale-Vektoren stellen eine bessere Methode dar. Bevor ein Virus fiir die
Gentherapie verwendet werden kann, mussen alle pathogenen Genen entfernt werden
und durch die ,Gene von Interesse” ausgetauscht werden. Die meist gebrauchlichsten
Vektoren sind Adenovirus (dsDNA-Virus), Retrovirus ((+)ssRNA-Virus), Adeno-
assozierter-Virus (ssDNA-Virus — Helfervirus) und Herpes Simplex Virus (dsDNA-Virus).
Lokale und systematische Transfektionsstrategien werden in der Gentherapie verwendet.
Bei der systematischen Methode werden die Vektoren in den Blutkreislauf injiziert und
diese verteilen sich anschlieRend in alle Organe/Gewebe des Korpers. Diese Methode
wird bevorzugt, wenn das Zielgewebe nicht direkt erreicht werden kann. Der Mangel an
Blutversorgung von gewissen Geweben, wie zum Beispiel Knorpergewebe oder
Meniskus, stellt diese Methode als ungeeignet fir die Behandlung von bestimmten
Verletzungen im muskuloskeletalen System dar. Aus diesem Grund wird haufig in der
Sportmedizin eine lokale Gentherapie durchgefiuhrt. Zwei Basisstrategien kommen fir
lokale Gentherapie im muskuloskeletalen System zur Anwendung: entweder werden die
Vektoren direkt in das Wirtsgewebe (in vivo) injiziert oder es werden Zellen von dem

verletzten Gewebe entnommen, in vitro genetisch modifiziert (Transfektion) und in die

% auf eine bestimmte eng begrenzte Stelle beschrankt
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Verletzungsstelle reinjiziert. Die in vivo Methode ist technisch einfacher, jedoch ist die
indirekte Methode sicherer, da die Genmanipulation unter kontrollierten Bedingungen

auRerhalb des Korper stattfinden kann (Huard et al., 2003).

Sicherheit ist das Hauptanliegen bei dem Gebrauch von Gentherapie in der Behandlung
von Sportverletzungen. Temporare und selbstlimitierende Genexpressionen sind in der
Behandlung von muskuloskeletalen Verletzungen erwtnscht. Das Risiko von
Nebeneffekten und mdglichen Konsequenzen sind unakzeptabel in der Sportmedizin. Die
Integration von viralen Vektoren in ein Wirtsgenom tragt Mutationsrisiken. Abnormale
Regulation von Zellwachstum, Toxizitat einhergehend mit chronischer Uberexpression
von Wachstumsproteinen und Entwicklung von Krebs sind theoretisch denkbar und daher

sollten alle Gentherapien mit duf3erster Vorsicht betrachtet werden (Huard et al., 2003).

Leider liegt auch hier wieder der Gedanke nahe, dass in naher Zukunft die Technologie
des Gentransfer nicht nur zur Behandlung von Verletzungen , sondern auch (illegal) fur
Leistungssteigerung im Sport angewendet wird. Hierbei wiirde es sich dann um das
sogenannte ,Gendoping“ handeln. Gendoping dient potentiell zur Steigerung der
MuskelgréRe und —kraft, zur Erhéhung der Ausdauerleistung und zur Verminderung von
Schmerzen bei Verletzungen. Unter anderen spielen folgenden Gene eine grof3e Rolle fur
Gendoping: Erythropoietin (EPO, Steigerung der Ausdauerleistungsfahigkeit), VEGF und
FGF (Steigerung der Ausdauerleistugsfahigkeit), IGF-1 und MGF (anabolischer Effekt —
Erhéhung der Muskelmasse und Muskelkraft) und Gene, die Myostatin hemmen
(Stimulation von Muskelwachstum und Regeneration). Somit sind derzeit schon
Wissenschaftler aus verschiedenen Disziplinen beschaftigt, innnovative, spezifische,
sensible und nicht-invasive Zugange zu erforschen um Gendoping aufzudecken
(Bauoutina, Alexander, Ej Rasko & Emslie, 2007).

11.4 Zelltherapie

Die Zelltherapie ist eine andere potentielle Methode die Heilung von muskuloskeletalen
Sportverletzungen zu verbessern.

Da die adulten Stammzellen in verschiedene Zellen differenzieren, werden sie heute in
medizinischen Gebieten fur die Heilung von Krankheiten, aber auch Verletzungen,
eingesetzt.

Vor allem die mesenchymalen Stammzellen spielen eine groRe Rolle bei der
Regeneration von muskuloskeletalen Verletzungen, da sie, wie in Abbildung 44 ersichtlich

ist, sich unter anderen in Knochen-, Knorpel-, Muskel- und Sehnenzellen entwickeln
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kénnen. Somit liegt es nahe, mesenchymale Stammzellen fiir die Therapie von Muskel-,

Knorpel-, Sehnen- und Banderverletzungen in der Sportmedizin einzusetzen.
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Abbildung 44: Entwicklungspotential mesenchymaler Stammzellen (Ganten & Ruckpaul, 2008, S.
261)

11.4.1 Grundlegendes

Mesenchymale Stammzellen kdnnen entweder direkt entnommen werden (und in vitro
vermehrt werden) um sie anschlielend ins verletzte Gewebe zu injizieren, oder mittels
verschiedener Tragermaterialien in das verletzte beziehungsweise degenerierte Gewebe
transplantiert werden. Es ist heute bereits méglich, einfach organisiertes Gewebe
auflerhalb des Kdrpers (ex vivo oder in vitro) in komplexen bioartifiziellen
Gewebestrukturen herzustellen. Diese werden Patienten zur Unterstitzung erkranktem
Geweben implantiert. Durch zellbiologische Grundvoraussetzungen ergeben sich drei
wesentliche Grundbausteine fur die Ex-vivo-Herstellung bioartifizieller Gewebe beim
Tissue Engineering: 1) funktionelle gewebespezifischer Zellen, 2) Tragerstrukturen
(Matrices, Scaffold), die eine dreidimensionale (3D) Form vorgeben, die zellularen
Komponenten umschlie®en und in ihrer Funktion unterstitzen, und 3) Kulturgefale
(Bioreaktoren), in denen die Zellen auf die Matrix aufgebracht und das bioartifizielle
Gewebe ex vivo reifen kann (dabei wird die Zufuhr von Nahrung und Sauerstoff sowie der
Abtransport von Stoffwechselprodukten und Kohlendioxid sichergestellt) .
Tragermaterialen missen eine gewebespezifische Organisation von Zellen, sowie die
Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen zulassen. Die Form- und mechanische Stabilitat ist

ein wichtiger Faktor fiir die erfolgreiche Implantation (Ganten et al., 2008).

AbschlieRend werde ich kurz auf diverse Regenerationsmoglichkeiten der Zelltherapie bei

sportbedingten Verletzungen eingehen, wobei als nachstes aulierst kurz auf
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Knorpelgewebe, Sehnen und Bander eingegangen wird und anschlieRend die Zelltherapie

bei Muskelverletzungen etwas spezieller erlautert wird.

11.4.2 Regeneration von Knorpel

Heutzutage sind autologe Knorpeltransplante im klinischen Einsatz. Knorpelgwebe
bendtigt nur wenige Nahrstoffe und ist im menschlichen Kérper nicht vaskularisiert. Die
Abnutzung und Degeneration von Gelenkknorpelgewebe ist aufgrund von
Sportverletzungen weit verbreitet.

Bei der Zelltherapie des Knorpels werden aus einer Biopsie des gesunden Kniegelenks
Knorpelzellen isoliert und in vitro kultiviert. Durch bestimmte Kulturbedingungen
dedifferenzieren die Chondrozyten zu fibroblastédhnlichen Zellen, die sich schnell
vermehren. Vor der Transplantation der neuen Zellen, wird zunachst das schadhafte
Knorpelgewebe entfernt und der Defekt anschlieend mit den autologen in vitro
vermehrten Zellen aufgeflllt. Es wird allerdings nicht der hyaline Knorpel produziert,
sondern zum Grofteil der weniger strapazierfahige Faserknorpel. Die Patienten kdnnen
jedoch die Gelenke nach vier bis sechs Wochen wieder normal belasten (Ganten et al.,
2008).

11.4.3 Regeneration von Sehnen und Bander

Die mesenchymalen Stammzellen werden aus dem Knochenmarkspunktat durch
Zentrifugation isoliert und in vitro expantiert um eine hohe Zellzahl fiir die Transplantation
zu erreichen. Durch die Zugabe bestimmter Wachstumsfaktoren (zum Beispiel FGF-2)
wird das Zellwachstum beschleunigt. Die Zellen werden nach Erreichung der erwinschten
Zellkonzentration entweder direkt oder auf einer Matrix (Vicrylnetz oder Kollagengel) als

Trager in den Wundbereich transplantiert (Bosch et al., 2002).

Young, Butler, Weber, Caplan, Gordon und Fink (1998) transplantierte kultivierte,
autologe mesenchymale Stammzellen auf einem Zellmatrixkonstrukt in eine 1-cm-lange
Verletzung einer Hasen-Achillessehne. Das behandelte Gewebe hatte eine signifikant
grolRere Querschnittsflaiche und deren Kollagenfasern erschienen besser angeordnet, als
die der Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis weil3t darauf hin, dass solch organisierten
Kollagenimplantate in grolien Sehnendefekten signifikant die Biomechanik, Struktur und

vielleicht auch die Funktion der Sehne nach der Verletzung verbessert.

Eine Therapie von Sehnen- und Bandverletzungen mit mesenchymalen Stammzellen
erscheint sehr vielsprechend zu sein. Bevor es jedoch zur klinischen Anwendung kommt,

sind noch weitere Studien notwendig, die aufzeigen, dass das neu gebildete Gewebe
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hinsichtlich seiner biomechanischen Eigenschaften besser ist, als das nach

konventioneller Therapie (Bosch et al., 2002).

11.4.4 Regeneration von Skelettmuskulatur

Aufgrund des Mangels an humanen klinischen Studien wird hier auf Tiermodelle

verweisen.

Matziolis, Winkler, Schaser, Wiemann, Krocker, Tuischer, Perka & Duda (2006)
untersuchten an Ratten das Regenerationspotential eines ausgewahlten Skelettmuskels
durch die Applikation von mesenchymalen Stammzellen nach Verletzung. 16 mannliche
Ratten wurden fir diese Untersuchung benétigt. Alle Ratten musste sich einer Entnahme
von mesenchymalen Stammzellen aus dem Schienbeinknochen (Tibia) unterziehen.
Diese wurden anschlieRend unter entsprechenden Bedingungen kultiviert. Sieben Tage
nach der Entnahmen unterzogen sich alle Ratten einer physischen Traumatisierung des
linken Musculus soleus. 14 Tage nach der Stammzellenentnahme (sieben Tage nach
Verletzungszeitpunkt, wo der inflammantorische Prozess abnimmt, die Revaskulasierung
wieder hergestellt ist und der Abbau von apoptotischen Zellen stattgefunden hat) wurden
der Hélfte der Ratten (n=8) je 10° autologe Stammzellen in den verletzten Muskel injiziert,
wahrenddessen die Kontrollgruppe (n=8) in gleicher Weise nur eine Kochsalzlésung
(ohne Stammzellen) verabreicht wurde. Drei Wochen nach der Behandlung wurden bei
allen Ratten unter narkotisierten Bedingungen Kraftmessungen am rechten unverletzten

und linken verletzten Musculus soleus durch Stimulation des Ischiasnervs durchgefihrt.

A O

Es wurde dabei die ,fast-twitch®* und ,tetanic*®™ Kontraktionskapazitat des linken und
rechten Musculus soleus beider Gruppen gemessen. Anfangs wurden die
Kontraktionskrafte der beiden Gruppen des unverletzten Muskels getestet und verglichen.
Es zeigten sich, wie erwartet, keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
Gruppen. Der unverletzte Muskel hatte eine durchschnittliche fast-twitch Kontraktionskraft
von 0,69 + 0,13 N und eine tetanische Kontraktionkraft von 1,32 + 0,37 N.

AnschlieBend wurde die verletzten Muskeln getestet. Somit konnte die

¥ FT-Faser (englisch fast twitch fibers ,schnell zuckende Fasern®) kénnen hohe Krafte entwickeln,

ermiden aber auch viel schneller als ST-Fasern (slow twitch fibers).

“0 Tetanische Kontraktion (Tetanus): wenn die Frequenz der eintreffenden Reize so groB ist, dass
die Einzelzuckungen verschmelzen. In einer tetanischen Kontraktion entwickelt eine Muskelfaser
die maximal mdgliche Kontraktionsspannung und Kontraktionskraft. Die Dauer des Aktionspotential

ist also wesentlich kirzer als die der Einzelzuckung (Hick, 2006)

Hopfgartner, Barbara (2010) 71



Regeneration der Skelettmuskulatur durch Stammzellen

Regenerationsfahigkeit des Muskels untersucht werden. Bezuglich der tetanischen
Kontraktion erreichter der verletzte Muskel der Kontrollgruppe ein Wiedererlangen der
Kontraktionskraft von 39 + 10%. Im Gegensatz dazu erreichten die Ratten mit der
autologen Stammzellinjektion eine Wiederherstellung von 54 + 9% der tetanischen
Kontraktionskraft. Die Differenz zu den unbehandelten Ratten war statistisch signifikant
(siehe Abbildung 45).

Vergleichbare Resultate wies die fast-twitch Stimulation auf. Die Kontrollgruppe erreichte
59 + 12% der Kontraktionskraft des unverletzten Muskels, wohingegen die mit
Stammzellen behandelten Ratten eine signifikante Steigerung der funktionalen

Regeneration von 72 + 13% aufwiesen (siehe Abbildung 45).
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Abbildung 45: Effekt der autologen mesenchymalen Stammmzellen-Applikation bei der Messung
der Kontraktionskrafte unter ,tetanic-“ und ,fast-twitch“-Stimulation. (*p = 0.05, **p = 0.014)
(Matziolis et al., 2006, S. 364)

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass autologe mesenchymale Stammzelleninjektion
zu einer vergleichbaren Verbesserung der Kontraktion unter tetanischen- und fast-twitch
Stimulation (14% vs. 13%) fuhrt, welches auf eine ausgepragte Verbesserung der

funktionalen Muskelregeneration deutet (Matziolis et al., 2006).

Eine vergleichbare Studie lieferten Natsu, Ochi, Mochizuki, Hachisuka, Yanada &
Yasunaga (2004). Sie untersuchten die Regenerationsfahigkeit eines ausgewahlten
Skelettmuskels bei Ratten. Der gréfte Unterschied zu der Studie von Matziolis et al.
(2006) war, dass eine Allotransplantation*’ von mesenchymalen Stammzellen
durchgefiihrt wurde. Die mesenchymalen Stammzellen wurden aus zwei GFP*

transgenen Ratten unter entsprechenden Bedingungen aus dem Femur und der Tiablis

*! Stammzellen stammen nicht vom Empfanger selbst, sondern von einem Spender derselben Art.
2 Green-fluorescent protein
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entnommen, kultiviert und vermehrt.

108 mannliche Ratten wurden fiir die weitergehenden Untersuchungen herangezogen
und randomisiert in 3 Gruppen eingeteilt: Gruppe M (n=36) bekam mesenchymale
Stammzellen gemischt mit Fibrinkleber (=Gewebekleber) in den verletzten Muskel injiziert,
Gruppe F (n=36) nur Fibrinkleber und Gruppe L (n=36) gar keine Behandlung des
verletzten Muskels. In allen drei Gruppen wurde operativ eine Verletzung des M. tibials
anterior in gleicher Weise herbeigefuhrt. Die Messungen der maximalen isometrischen
Zugkraft des M. tibialis anterior durch Elektrostimulation des Peroneusnerves fanden am
3.,7.,14., 28., 56. und 84. Tag nach der Transplantation statt. Die Frequenz der
Stimulation betrug 1 HZ (,fast-twitch“-Kontraktion)(einzelne elektrische Stimulation) und
50 HZ (,tetanic“-Kontraktion). Neben einer Reihe von makroskopischen und
histologischen Untersuchungen wurde die Kraftverhaltnisse zwischen dem gesunden und
dem verletzten Bein gemessen. Zu den einzelnen Gruppenergebnissen:

Gruppe M: Das fast-twitch-Kraftverhaltnis (Re/Lg) betrug 61,5% am postoperativen 3. Tag
und stieg stufenweise auf 98,8% am 84. Tag nach der Transplantation. Das Tetanus-
Kraftverhaltnis (Rt/Lt) verzeichnete 61,9% am 3. Tag nach Transplantation und stieg
schrittweise bis auf 95,9% am 28. postoperativen Tag. 99,2% wurden am 84. Tag
erreicht. Das Tetanus-Kraftverhaltnis am 28. Tag nach der Transplantation war signifikant
héher, als in allen anderen Gruppen (siehe Abbildung 46).

Gruppe F: Das fast-twitch-Kraftverhaltnis (Re/Lg) lag bei 58,9% am postoperativen 3. Tag
und stieg auf 92,2% am 84.Tag nach der Transplantation. Das Tetanus-Kraftverhaltnis
(Rt/Lt) am 3. postoperativen Tag betrug 62,3% und verzeichnete einen Anstieg auf 97,2%
am 84. Tag (siehe Abbildung 46).

Gruppe L: Das fast-twitch-Kraftverhaltnis (Rg/Lg) am 3. postoperativen Tag lag bei 61,7%
und verbesserte sich auf 85,1% am 84. Tag nach der Transplantation. Das Tetanus-
Kraftverhaltnis (Rt/Lt) war bei 62,9% am 3. Postoperativen Tag und stieg auf 93,2% am

84. Tag. Das fast-twitch-Kraftverhaltnis am postoperativen 84. Tag war signifikant
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niedriger im Vergleich zu Gruppe F und M (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46: (A) fast-twitch-Kraftverhaltnisse des verletzten M. tibialis anterior zum unverletzten
M. tibialis anterior . *signifikante niedrigere Regeneration im Vergleich zu Gruppe M und F. (B)
Tetanus-Kraftverhaltnis des verletzten M. tibialis anterior zum unverletzten M. tibialis anterior des
Kontrollbeins. * signifikant héhere Regeneration im Vergleich zu Gruppe F und L. + Gruppe M
unterschied sich signifikant zu den Gruppen F und L. (Natsu et al., 2004, S. 1103)

In der vorliegenden Studie wurde aufgezeigt, dass die Spenderzellen in
Muskelvorlauferzellen differenzieren. Jedoch wurden weitere Reaktionen, wie zum
Beispiel die Differenzierung von Muskelvorlauferzellen in Skelettmuskel und die Fusion
von Myofibrillen nicht beobachtet. Nichtsdestotrotz konnte funktionale

Skelettmuskelregeneration in einem friihen Stadium durch Applikation von
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mesenchymalen Stammzellen erzielt werden. Dementsprechend missen andere noch
unbekannte Mechanismen in die Regeneration von Skelettmuskelgewebe involviert sein.
AbschlieRend lasst sich aber sagen, dass die Trasplantation von mesenchymalen
Stammzellen die Reifung der Myofibrillen und die Wiederherstellung der Muskelkraft in

einem frihen Stadium der Regeneration unterstutzt (Natsu et al., 2004).

Mesenchymale Stammzelen weisen also ein enormes Potential fir die Regeneration von
muskuloskeletalen Verletzungen auf. Die meisten Studien sind Tiermodelle. Grund fiir den
Mangel an humanen klinischen Studien inkludiert den Bedarf an optimalen Quellen und
Methoden fur die Differenzierung von Zellen und die Erfordernis von optimal chirurgischen

Materialien und Methoden fiir die Applikation von Stammzellen (Ljungqvist et al., 2008).
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12 Diskussion

Die Moglichkeit der Erhdhung von Satellitenzellen im menschlichen Skelettmuskel hat
eine wichtige klinische Bedeutung, da undifferenzierte Satellitenzellen ruhende
Vorlauferzelle sind, die zur Teilung und Differentiation befahigt sind und eine Rolle in dem
Wachstum und/oder Regeneration der Skelettmuskulatur spielen. Untersuchungen
zeigten, dass sportliche Aktivitat die Aktivierung von Satellitenzellen beeinflusst. Verdijk et
al. (2009) zeigte, dass sich durch ein mehrwochiges Krafttraining die Anzahl der
Satellitenzellen in Muskelfasern signifikant erhéht und es zu einer VergréRerung der
Muskelmasse kommt. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit anderen Autoren.
Roth et al. (2001) kam ebenfalls auf das Ergebnis, dass die Zahl der Satellitenzellen
durch ein mehrwdéchiges Krafttraining im trainierten Muskel zunimmt. Dementsprechend
deuten die Resultate darauf hin, dass Muskelhypertrophie durch den Anstieg der Aktivitat
von vorher existierenden Satellitenzellen und die Formung von Muskelfasern definiert ist.
Dreyer et al. (2006) stellte sogar einen signifikanten Anstieg von Satellitenzellen durch
eine einmalige Krafttrainingseinheit fest. Alle diese Untersuchungen liefern deutliche
Hinweise beziehungsweise Beweise, dass die Proliferation und die anschlieRende
Verschmelzung der differenzierten Nachkommen der Satellitenzellen essentiell fir die
Hypertrophie des Skelettmuskels sind.

Neben dem Krafttraining verzeichnet auch das Ausdauertraining einen Anstieg von
Satellitenzellen im Skelettmuskel. Charifi et al. (2003) stellte einen signifikanten Anstieg
der Satellitenzellen im Skelettmuskel durch mehrwéchiges Ausdauertraining fest. Dieser
Anstieg unterstitzt indirekt den Beweis flr die Aktivitat der Satellitenzellen als Antwort auf
Ausdauertraining.

Eine der wichtigsten Aufgabe der Satellitenzellen ist die Bildung von Tochterzellen,
welche anschlieRend mit den existierenden Muskelfasern verschmelzen kénnen und so
die Anzahl der Muskelzellkerne erhéhen. Der Effekt der Erh6hung von Muskelzellkernen
konnte jedoch nicht in allen Studien aufgezeigt werden. Bei Verdijk et al. (2009) und
Charifi et al. (2003) war nur eine Tendenz der Zunahme von Muskelzellkernen zu
beobachtet. Auch die Studie von Kadi et al. (2004) zeigte auf, dass die
Muskelfaserhypertrophie nicht durch einen Anstieg der Muskelzellkerne begleitet war.
Vielleicht spielen hierbei aber auch grofRe interindividuelle Unterschiede eine grofRe Rolle.
In der Studie von Charifi et al. (2003) wiesen namlich einige Probanden einen Anstieg und
andere einen Abfall an Muskelzellkernen pro Muskelfasern auf. Unbeschritten bleibt

aufgrund der vorliegenden Studien, die hohe Plastizitat von Satellitenzellen als Antwort
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auf sportliches Training. MaRige Veranderungen in der GroRe der Muskelfasern kénnen
dementsprechend ohne der Addition von neuen Muskelzellkernen erzielt werden, was
darauf hinweist, das existierende Muskelzellkerne fahig sind ein bestimmtes Level an

Muskelfaserhypertrophie zu unterstiitzen.

Aufgrund der jahrlich enormen Anzahl von muskuloskeletalen Verletzungen, also Bander-,
Sehnen- und Muskelverletzungen, werden neue Ansatze in der Regeneration dieser
Gewebe erforscht. Durch Muskel-Skelett-Verletzungen kommt es zu einem signifikanten
Verlust der sportlichen Performance. Selbst nach konventioneller Therapie bleiben
Athleten andauernde oder wiederkehrende Schmerzen vorhanden. Deswegen sucht die
Wissenschaft nach besseren Methoden der Behandlung. Das Tissue Engineering bietet
neue molekulare Ansatze in der Sportmedizin. Mit dem Ziel funktionelles Gewebe
wiederherzustellen werden hauptsachlich 3 Strategien verfolgt: Die Applikation von
gewebeinduzierenden Substanzen (wie zum Beispiel Wachstumsfaktoren), die
Gentherapie und die Zelltherapie. Da die Wachstumsfaktoren in Knochen- du
Knorpelbildung, Frakturenheilung, Sehnen- und Badreparatur und
Skelettmuskulaturregeneration involviert sind, ist der therapeutische Gebrauch in der
Sportmedizin von groem Interesse. Techniken, um Wachstumsfaktoren zur
Verletzungsstelle zu bringen sind aber langst noch nicht optimal entwickelt. Da bei der
Applikation von Wachstumsfaktoren immer wieder Probleme auftauchen, rickt die
Gentherapie in den Vordergrund. Hierbei werden exogene Gene, die beispielsweise fir
einen bestimmten Wachstumsfaktor kodieren, in ein Individuum transferiert, um die lokale
Produktion dieser Faktoren zu unterstitzen. Da die Gentherapie immer einen Vektor
bendtigt, ist sie mit besonderer Vorsicht zu genielen, da immer ein Mutationsrisiko
existiert.

Die Zelltherapie stellt eine andere potentielle Methode der Heilung von Verletzungen in
der Sportmedizin dar. Vor allem spielen die mesenchymalen Stammzellen, also Zellen,
die vorwiegend dem Knochenmark entstammen, eine groRe Rolle bei der Regeneration
von Sportverletzungen. Die Langzeiterprobung von solchen Therapieansatzen in
klinischen humanen Studien sind noch nicht vorhanden und reduzieren sich daher auf
Tiermodelle. Matziolis et al. (2006) stellte eine verbesserte Regenerationsfahigkeit des
verletzten Muskels durch autologe mesenchymale Stammzelleninjektion fest. Auch das
Team um Natsu (2004) untersuchte das Potential der Zelltherapie bei Muskelverletzung.
Im Unterschied zu Matziolis erfolgte eine allogene Stammzellentransplantation. Aber auch
hier konnte eine erhdhte Wiederherstellung der Muskelkraft in dem frihen Stadium der

Regeneration festgestellt werden. Mesenchymale Stammzellen weisen dementsprechend
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ein enormes Potential fur die Regeneration von muskuloskeletalen Verletzungen auf.
Jedoch missen die Methoden der Differenzierung von Zellen vor der Applikation, sowie
die chirurgischen Methoden fir die Einbringung der Stammzellen verbessert werden, so
dass sie im Menschen erfolgversprechend werden.

Das Tissue Engineering lasst somit auf verbesserte Methoden der Heilung und der

Therapie von Sportverletzungen hoffen.

Die Kehrseite der Medaille ist jedoch die illegale Verbesserung der sportlichen Leistung.
Es gibt berechtigter Weise Bedenken bezuglich dem Missbrauch gewisser
Wachstumsfaktoren und der Gentherapie. Der Begriff ,Gendoping“ wird in nachster Zeit
immer mehr in den Vordergrund riicken. Potentiell kénnte Gendoping zur Steigerung der
MuskelgréRe und —kraft, zur Erhéhung der Ausdauerleistung und zur Verminderung von
Schmerzen bei Verletzungen eingesetzt werden. Das IOC und die WADA werden alles
daran setzen, um Methoden zur Aufdeckung von Gendoping zu entwickeln, um zu
gewahrleisten, dass solche illegale Praktiken zur Leistungssteigerung hoffentlich erfolglos
bleiben. Es wird alles daran gesetzt werden, dass solch Technologien ausschlieRlich der

Vorbeugung und der Behandlung von Sportverletzungen zugute kommen.
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Abklirzungsverzeichnis

aFGF: acidic fibroblast growth factor
bFGF: basic fibroblast growth factor
bHLH: basic-helix-loop-helix

BMP: bone morphogenic protein

CDMP: Cartilage-derived morphogenetic protein
DAB: Diaminobenzidin

DEXA: dual-energy x-ray absorptiometer
DMD: Duchenne muscular dystrophy
ECM: extrazelluldre Matrix

ECs: embryonale Teratokarzinom-Stammzellen
EGF: epidermal growth factor

EGs: primordiale Stammzellen

EPO: Erythropoietin

ESs: embryonale Stammzellen
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IL-6: Interleukin 6
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LIF: leukemie inhibitory factor

MRF: myogene Regulationsfaktoren
MSCs: mesenchymale Stammzellen
NCAM: Neural Cell Adhesion Molecule
NGF: nerve growth factor

NSCs: neurale Stammzellen

PDGEF: platelet-derived growth factor
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TGF: transforming growth factor
VEGF-R,: vascular endothelial growth factor-Receptor 2
VEGEF: vascular endothelial growth factor

WADA: World —Doping Agency
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