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Einleitung

1. Einleitung

In adulter Skelettmuskulatur ist die Myogenese in der Regel abgeschlossen. Die
Muskelfasern liegen als mehrkerniges Synzytium vor und die Kerne sind nicht
mehr teilungsfahig. Dennoch kann es auch im adulten Muskel dazu kommen,
dass Gene aufreguliert werden, die in der Embryonalentwicklung eine Rolle
spielen, und embryonale Proteine exprimiert werden. Kommt es zur Verletzung
von Muskulatur, so werden ahnlich wie in der Embryonalentwicklung neue
Muskelfasern gebildet. Dabei werden zahlreiche Proteine exprimiert, die
normalerweise in der fetalen Myogenese vorkommen. Auch bei Denervation
kommt es zur Aufregulierung von embryonalen Genen und Proteinen. Diese
konnen immunhistochemisch als Marker fur Denervation benutzt werden. Dabei
muss man jedoch beachten, dass es keinen Marker gibt, der spezifisch fur
Denervation ist. Vielmehr werden bei Denervation Proteine aus der
Embryonalentwicklung exprimiert, die auch Regenerationsvorgange anzeigen
konnen. Die fetale Myogenese und der Ablauf von Regeneration sind daher
Grundlage  fur das  Verstandnis des Expressionsmuster  von

Denervationsmarkern, wie NCAM, MyoD, Myogenin und Tenascin.

1.1 Myogenese

Die Skelettmuskulatur der Wirbeltiere entwickelt sich aus dem paraxialen
Mesoderm. Durch Segmentierung entstehen hieraus beidseits des Neuralrohres
die Somiten (Christ et al., 1977; Christ und Ordahl, 1995). Aus dem ventralen
Teil der Somiten entwickelt sich das Sklerotom, woraus der Knorpel und die
Knochen der Wirbelsaule und Rippen entstehen (Buckingham et al., 2003). Der
dorsale Teil bildet das Dermomyotom, woraus sich Haut und Muskulatur des
Ruckens bilden. Die Extremitatenmuskulatur entsteht durch das Auswandern
von Muskelprogenitorzellen aus dem Epithel des hypaxialen Dermomyotoms in
Richtung Extremitaten (Buckingham, 2001). Sowohl fur die Ablosung dieser
Zellen aus den Somiten als auch fir die Migration wird c-met bendtigt. Bei c-

met handelt es sich um einen Tyrosinkinaserezeptor, welcher an das HGF von
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mesodermalen Zellen bindet und so die Migrationsroute beeinflusst (Dietrich et
al., 1999). Fur die Expression des c-met-Gens wird als Transkriptionsfaktor
Pax3 bendtigt. Ein weiterer fur die Migration noétiger Transkriptionsfaktor ist
Lbx1 (Schafer und Braun, 1999). Nach Erreichen der Extremitaten beginnen die
migrierten Zellen MyoD und Myf5 zu exprimieren (Tajbakhsh und Buckingham,
1994). Die Expression von MyoD und Myf5 ist dabei abhangig von Mox2 (Myf5)
bzw. Six 1 und 4 (MyoD) (Mankoo et al., 1999; Relaix und Buckingham, 1999)
Unter Expression von Myf5 und MyoD werden die multipotenten Vorlauferzellen
zu myogen determinierten Myoblasten und proliferieren (Perry und Rudnick,
2000). Fur die Aktivierung des Differenzierungsprogrammes sind Myogenin,
Mef2 und andere Differenzierungsfaktoren nétig (Buckingham et al., 2003). Die
Myoblasten treten aus dem Zellzyklus aus und bilden unter Einfluss von
Myogenin und MRF4 mehrkernige Synzytien, sogenannte Myotuben. Diese
differenzieren weiter zu Muskelfasern (Buckingham et al., 2003; Chargé und
Rudnicki, 2004).

Neben Muskelfasern liegen in adulter Skelettmuskulatur auch Satellitenzellen
vor. Dies sind spindelférmige Zellen mit zentralem Kern und wenig Zytoplasma.
Sie liegen der Muskelfaseroberflache dicht an und werden mit dieser von einer
gemeinsamen Basalmembran umgeben (Bischoff und Franzini-Armstrong,
2004) (Abbildung 1). Hinsichtlich ihrer Herkunft existieren zwei Hypothesen
(Chargé und Rudnicki, 2004): Nach der Hypothese des somitischen Ursprungs
entwickeln sich Satellitenzellen wahrend der Embryogenese aus der gleichen
Zelllinie wie embryonale Muskelzellen (Armand et al., 1983; Wagers und
Conboy, 2005). Eine andere Hypothese geht von einer endothelialen Herkunft
der Satellitenzellen aus (De Angelis et al., 1999). Ergebnisse von
verschiedenen Arbeitsgruppen in den letzten Jahren unterstiitzen jedoch eher
die erste Hypothese (Gros et al., 2005; Relaix et al., 2005). Trotz des noch nicht
hinreichend geklarten embryologischen Ursprungs wurde Pax7 als das Gen
identifiziert, das fur die Spezifizierung der Vorlauferzellen zu Satellitenzellen
verantwortlich ist (Seale et al., 2000). Die neu entstehenden Satellitenzellen
proliferieren zunachst, treten dann aus dem Zellzyklus aus und gehen in einen

Ruhezustand in der Go-Phase des Zellzyklus uber (Bischoff und Franzini-
8
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Armstrong, 2004). In Abbildung 2 ist der Ablauf der Myogenese graphisch
dargestellt.

Abbildung 1: Farbung mit
Anti-NCAM: Es sind zwei
/ Satellitenzellen (Pfeile) zu
erkennen. Man sieht
deutlich, dass diese der
l zugehdrigen Muskelfaser

eng anliegen.

Myoblasten Myozyten

O ST
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Abbildung 2: Embryonale Myogenese: Pax3 fuhrt zur Proliferation von mesodermalen

somitschen Zellen, Myf5 und MyoD induzieren die Determination dieser Zellen zur
myogenen Zelllinie, es entstehen Myoblasten. Myogenin und MRF4 bewirken die
terminale Differenzierung der Myoblasten zu Myozyten. Durch Fusion von Myozyten
enstehen multinukledre Muskelfasern. Eine Myoblastenpopulation, deren Herkunft
noch nicht eindeutig geklart ist, proliferiert unter Einfluss von Pax7 und bildet
Satellitenzellen, die mit den Muskelfasern fusionieren, in einen undifferenzierten
Ruhezustand Uubergehen und dem Muskelfaserwachstum und der

Regenerationsfahigkeit dienen. Modifiziert nach Chargé und Rudnicki, 2004.
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Zunachst tritt nur embryonales MHC auf. Perinatal werden sowohl embryonales
als auch neonatales MHC (MHCn). Postnatal geht zunachst die Expression von
embryonalem MHC zurlck, danach sinkt auch MHCn ab. Parallel zum Absinken
des embryonalen und neonatalen MHC steigt das adulte MHC an (Whalen et
al., 1981; Bandman et al., 1982) Die langsame Isoform des adulten MHC wird in
der Maus schon bei Geburt exprimiert Die adulten schnellen Isoformen MHCIIA,
MHCIIB und MHCIIX/IID kdénnen in den meisten Muskeln der Maus ab dem
siebten Tag nach Geburt nachgewiesen werden. Das embryonale MHC ist noch
sieben Tage nach Geburt nachweisbar, MHCn in den meisten Muskeln noch
drei Wochen, im M. masseter sogar noch drei Monate lang (Agbulut et al.,
2003). Beim Menschen ist MHCn bis einen Monat postnatal nachweisbar
(Fitzsimons und Hoh, 1981).

Das Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) wird in der Myogenese schon vor
dem Auftreten von Myosin exprimiert und kann schon im Myotom noch vor der
Innervation nachgewiesen werden (Covault und Sanes, 1986). Weiterhin ist es
auf der Zelloberflache von Myoblasten und Myotuben nachweisbar (Moore und
Walsh, 1985; Covault und Sanes, 1986). Innerhalb der zweiten postnatalen
Woche verschwindet NCAM von der Zelloberflache und liegt im adulten Muskel
nur noch an den motorischen Endplatten und auf der Oberflache von
Satellitenzellen vor (Moore und Walsh, 1985; Covault und Sanes, 1986)
(Abbildung 1). In Myoblasten liegen vor allem NCAM-Isoformen mit einem
Molekulargewicht von 140 und 145 kDa vor, in Myotuben hauptsachlich die
125kDa- und die 155kDa-Isoform (Covault et al., 1986; Moore et al., 1987).

1.2 Regeneration

Adulte Skelettmuskulatur besitzt die Fahigkeit, nach Verletzung zu
regenerieren. Erste Aufzeichnungen hierzu entstanden bereits in der zweiten
Halfte des 18. Jahrhunderts. Im 19. Jahrhundert durchgefuhrte Untersuchungen
konnten eine starke Regenerationsfahigkeit von Muskulatur nach chemischer
und physikalischer Verletzung zeigen (Grounds, 1991).

10
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Bei den meisten Formen von Verletzung bleibt die Basalmembran der
Muskelfaser intakt. Sie dient den neu wachsenden Myotuben als Orientierung
und unterstitzt deren Wachstum und Reinnervation (Vracko und Benditt, 1972,
Bischoff und Franzini-Armstrong, 2004). Doch auch bei Zerstérung der
Basalmembran ist Regeneration moglich (Grounds, 1991). Die Verletzung der
Plasmamembran bewirkt einen Anstieg des intrazellularen Calciumspiegels und
eine Aktivierung des Komplementsystems, wodurch Nekrose induziert wird und
es zu einer Lyse der Muskelzellen kommt (Engel und Biesecker, 1982;
Grounds, 1991). Der verletzte Anteil des Muskels wird vom intakten Anteil durch
Membranbildung abgegrenzt (Papadimitriou et al., 1990).

Eine wichtige Voraussetzung fur das Einsetzen von Regenerationsvorgangen
ist der Abbau von nekrotischem Gewebe durch Phagozytose (Grounds, 1987).
Durch den veranderten Calciumspiegel und das aktivierte Komplementsystem
werden Leukozyten angelockt (Grounds, 1991). Drei Stunden nach Verletzung
treten polymorphkernige Leukozyten auf, nach sechs Stunden Makrophagen
(Papadimitriou et al., 1990). Diese sezernieren ebenso wie Endothelzellen bei
Sauerstoffmangel Angiogenesefaktoren, wie FGF (fibroblast growth factor),
wodurch es zur Revaskularisation des regenerierenden Muskels kommt
(Knighton et al., 1983; Klagsbrun, 1989, Grounds, 1991).

Die fur Regeneration notigen Muskelvorlauferzellen entstehen aus
Satellitenzellen (Bischoff, 1975). Zwar kdnnen auch einige nicht-myogene
Stammzellen, wie Dbeispielsweise hamatopoetische Stammzellen und
Mesangioblasten, zur Regeneration beitragen, doch spielen diese eine
untergeordnete Rolle (Ferrari et al., 1998; Minasi et al., 2002; Palacios und Puri,
2006). Die Aktivierung und Differenzierung von Satellitenzellen bei
Regeneration weist einige Parallelen zur embryonalen Muskelentwicklung auf.
Nach Verletzung flhren verschiedene Faktoren dazu, dass die ruhenden
Satellitenzellen aktiviert werden, in die G4-Phase des Zellzyklus eintreten und
proliferieren. Zu diesen Faktoren zahlen Veranderungen der Extrazellularmatrix,

Wachstumsfaktoren, Hormone und die Ausbildung von Rezeptoren fur diese

11
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(Florini, 1987; Florini und Magri, 1989; Grounds, 1991; Dhawan und Rando,
2005).

Sie beginnen skelettmuskelspezifische Gene zu exprimieren (Clegg et al., 1987;
Grounds, 1991). Es kommt zunachst zur Aufregulierung von Myf5 und MyoD.
Nach der Proliferationsphase folgt die terminale Differenzierung unter
Expression von Myogenin und MRF4. Das Protein p21 bewirkt einen Austritt
aus dem Zellzyklus (Chargé und Rudnicki, 2004). SchlieBlich kommt es zu einer
Fusion der Muskelvorlauferzellen zu Myotuben (Grounds, 1991). Auch die
Differenzierung der Muskelvorlauferzellen und ihre Fusion zu Myotuben wird
durch die Zusammensetzung der Extrazellularmatrix, Wachstumsfaktoren und
Molekule an der Zelloberflache der Vorlauferzellen gefordert (Walsh und Ritter,
1981; Florini und Magri, 1989). Nach der Fusion zu Myotuben kommt es zu
einer Reorganisation des Zytoskeletts und der kontraktilen Elemente (Grounds,
1991; Bischoff und Franzini-Armstrong, 2004). Durch Fusion mit weiteren
Myoblasten und der Zunahme der Zellkernzahl entstehen Muskelfasern
(Wagers und Conboy, 2005). Abbildung 3 zeigt den Ablauf der einzelnen

Vorgange der Regeneration.

Einige aktivierte Satellitenzellen werden nach Proliferation und Austritt aus dem
Zellzyklus erneut zu ruhenden Satellitenzellen und bewirken somit eine

Selbsterneuerung des Satellitenzellpools (Zammit et al., 2004; Relaix, 2006).

In  Muskelbiopsien kdnnen regenerierende Fasern anhand verschiedener
Merkmale erkannt werden. In der HE-Farbung zeigen sie ein basophiles
Zytoplasma, was durch Ribosomen, die kontraktile Elemente bilden,
hervorgerufen wird. Desweiteren findet man zahlreiche subsarkolemmale
Zellkerne und auffallig groRe dunkle Nukleoli (Banker und Engel, 2004).
Immunhistochemisch lassen sich regenerierende Fasern durch Antikorper
gegen Vimentin, Desmin, NCAM, Thrombomodulin, Midkin, MHC-I und MHCn
anfarben (Bornemann und Schmalbruch, 1992; Niiyama et al., 1999; Banker
und Engel, 2004). Je nach GroRRe der Lasion kommt es zur Proliferation von
Bindegewebe (Banker und Engel, 2004).

12
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WVerletzung
’“13 1‘;__\ Proliferation _
o Differenzierung Fusion Fusion
e Migration
)
_ & — + @ — ¢
® @

Muskelfaser Myoblasten Myotuben + Muskelfaser
weitere
Myoblasten

Abbildung 3: Regeneration von Skelettmuskulatur: Nach Verletzung kommt es
zur Proliferation, Migration und Differenzierung von Satellitenzellen zu
Myoblasten. Durch Fusion von Myoblasten entstehen Myotuben. Die Myotuben
fusionieren mit weiteren Myoblasten. Mit Zunahme der Zellkernanzahl entstehen

schliellich reife Muskelfasern. Modifiziert nach Wagers und Conboy, 2005.

1.3 Denervation

1.3.1 Morphologische Veranderungen in denervierter Muskulatur

Schon Ende des 19. Jahrhunderts und zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden
erste Denervationexperimente an Tieren durchgefuhrt. Die erste Untersuchung
von Denervation Uber einen langeren Zeitraum erfolgte jedoch erst 1935 durch
Sarah Tower, die erstmals Atrophie, Degeneration und Fibrose in denervierten
Muskeln der Katze beschrieb. Gutmann konnte 1948 am Kaninchen
beobachten, dass Denervation zu einem zunehmenden Gewichtsverlust des
denervierten Muskels fuhrt und mit einer zunehmenden Abnahme des

Muskelfaserdurchmessers einhergeht (Midrio, 2006).
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Die Muskelmasse unterliegt nach Denervation einer Reduktion (Lewis, 1972; Al-
Amood und Lewis, 1989; Ashley et al., 2007). Es kommt zu einer Atrophie von
Muskelfasern (Miledi und Slater, 1969; Anzil und Wernig, 1989; Schmalbruch et
al., 1991; Schmalbruch und Lewis, 1994; Ashley et al., 2007). Typ-ll-Fasern
sind davon fruher betroffen als Typ-I-Fasern (Gauthier und Dunn, 1973; Al-
Amood und Lewis, 1989; Lu et al.,, 1997). Desweiteren kommt es nach
Denervation zu einer Dissoziation der Muskelfasern von ihrer kapillaren
Versorgung und zu einer Reduktion des Verhaltnisses von Kapillaren zu
Muskelfasern sowie zu einer verringerten Genexpression von Angiogenese-
Faktoren (Borisov et al., 2000a; Viguie et al, 1997; Wagatsuma und Osawa,
2006), zu einem Verlust von Muskelfaserkernen (Viguie et al.,, 1997;
Schmalbruch et al., 2000), zu einer Verringerung des Durchmessers von
Muskelfaserkernen (de Castro Rodrigues et al., 2006) und zur Reduktion der
Muskelfasermenge (Anzil und Wernig, 1989) sowie zur Vermehrung des
interstitiellen Bindegewebes und zur Proliferation von Fibroblasten (Murray und
Robbins, 1982; Viguie et al., 1997; Ashley et al., 2007). Auch kann man eine
Transformation von Typ-ll-X-Fasern zu Typ-llI-A-Fasern feststellen (Shiotani
und Flint, 1998; Ashley et al., 2007).

Die Menge der Satellitenzellen steigt zwei bis vier Wochen nach Denervation
an und erreicht nach etwa zwei Monaten ein Maximum. Danach reduziert sich
die Zahl der Satellitenzellen wieder und erreicht nach etwa sieben Monaten
geringere Werte als in normalen nicht-denervierten Muskeln (Ontell, 1974;
McGeachie und Allbrook, 1978; Murray und Robbins, 1982; Snow, 1983; Viguie
et al., 1997; Dedkov et al., 2001). In humanen Biopsien mit neurogener Atrophie
ist die Menge der Satellitenzellen pro Muskelfaser im Vergleich zu normalen

Biopsien erhoht (Maier und Bornemann, 1999).

Elektronenmikroskopisch kann man weitere Auswirkungen der Denervation am
Skelettmuskel feststellen. Miledi und Slater beobachteten 1969 eine
Disintegration der Myofilamente und eine Fragmentierung der Muskelfasern mit
nachfolgender Degeneration der Fragmente (Miledi und Slater, 1969). Gauthier

und Dunn konnten subsarkolemmal eine Akkumulation von Ribosomen
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feststellen (Gauthier und Dunn, 1973). Lu und Mitarbeiter untersuchten die
Auswirkungen von Langzeitdenervation auf die Skelettmuskulatur der Ratte.
Nach Denervation Uber Monate fiel ein dichtes Netzwerk aus Kollagenfasern
auf, das die Muskelfasern umgab. Zwei bis vier Monate nach Denervation
zeigten die Satellitenzellen Zeichen von Aktivierung: Die Menge an
zytoplasmatischen Organellen stieg an und die zytoplasmatischen Auslaufer
wurden langer. Im Verlauf I6sten sich auch Satellitenzellen von den
Muskelfasern. Um atrophe Fasern herum fielen redundante Basalmembranen
auf. Wahrend manche Muskelfasern auch lange Zeit nach Denervation noch
eine geordnete myofibrillare Struktur zeigten, fiel in anderen eine sarkomere
Disorganisation auf (Lu et al., 1997; de Castro Rodrigues et al., 2006; Ashley et
al., 2007). Ursache fur die sarkomere Disorganisation kdnnte ein Verlust von
Titin sein, den Chen und Mitarbeiter nachweisen konnten (Chen et al., 2005).
Weitere Beobachtungen nach Langzeitdenervation sind schrumpfende
Mitochondrien, eine Proliferation des sarkoplasmatischen Retikulums und das
Auftreten von Lipidtropfchen, Glykogen und Autophagosomen im Zytoplasma
(Lu et al., 1997). Borisov und Carlson untersuchten den Zelltod in denervierter
Muskulatur. Auch sie beobachteten eine Disorganisation von Myofibrillen, die
vor allem subsarkolemmal um Muskelfaserkerne herum begann und nach vier
Monaten in einigen Muskelfasern das ganze Zytoplasma einnahm.
Ultrastrukturell ahnelten die Beobachtungen denen bei Apoptose, jedoch waren
keine Anzeichen von Autophagozytose erkennbar und auch DNA-Fragmente
konnten nur in geringer Menge nachgewiesen werden. Dies lasst darauf
schliellen, dass sich die Zellkern- und Zytoplasmaveranderungen durch
Denervation von der Apoptose unterscheiden (Borisov und Carlson, 2000b).
Adhihetty und Mitarbeiter beobachteten einen Abfall der Mitochondrienmenge
und eine verstarkte mitochondrial-vermittelte Apoptose (Adhihetty et al., 2007).

Tews und Mitarbeiter untersuchten den zeitlichen Verlauf der morphologischen
Veranderungen nach Denervation an der mimischen Muskulatur der Ratte und
konnten eine Korrelation zwischen dem Ausmal} der Fibrose und der Dauer der
Denervation feststellen (Tews et al., 1994). Voytik und Mitarbeiter konnten 24

Stunden nach Denervation an der Ratte erste Veranderungen an den
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Zellkernen der Muskelfasern in Form eines granularen weniger verdichteten
Chromatinmusters feststellen. Von einer signifikanten Reduktion der
MuskelfasergroRe berichten sie zwei bis sieben Tage nach Denervation. Nach
einer Woche konnten sie einen Anstieg des Verhaltnisses von Kernen zum
Zytoplasma verzeichnen, vier Wochen nach Denervation waren fortgeschrittene
Stadien der zellularen Degradation erkennbar (Voytik et al., 1993).

Vergleicht man die Fahigkeit zur Regeneration in innerviertem und
denerviertem Muskel, so zeigt sich, dass denervierte Muskulatur zwar neue
Muskelfasern bilden kann, sich diese jedoch nicht zu morphologisch normaler
Muskulatur entwickeln kdnnen (Mussini et al., 1987; Sesodia und Cullen, 1991;
Schmalbruch und Lewis, 1994; Dedkov et al., 2001; Borisov et al., 2005).
Stattdessen finden sich Verbande von unterentwickelten verzweigten
Myotuben, die von einer gemeinsamen Basalmembran umgeben sind (Borisov
et al, 2005). Solche Regenerationsvorgange finden sich nach
Langzeitdenervation bei der Ratte (Schmalbruch et al., 1991), nicht jedoch beim
Kaninchen  (Ashley et al, 2007). Beim  Menschen  konnen

Regenerationsvorgange im Rahmen einer Begleitmyopathie vorkommen.

Der Verlust der Innervation als Ursache fur all diese morphologischen
Veranderungen wirft die Frage auf, ob elektrische Stimulation von denerviertem
Muskel die Entstehung von Atrophie verhindern kann. Dieser Frage widmeten
sich verschiedene Arbeitsgruppen, indem sie Uber langere Zeit denervierten
Muskel chronisch elektrisch stimulierten. Dabei konnten sie beobachten, dass
elektrische Stimulation zu einem Erhalt des Sarkomermusters nach Denervation
fuhrt, sekundarer Degeneration und Nekrose vermutlich vorbeugt und zu einem
geringeren Spannungs- und Kraftverlust fuhrt (Al-Amood et al., 1991;
Schmalbruch et al., 1991; Salmons et al., 2005). Russo und Mitarbeiter konnten
beobachten, dass durch elektrische Stimulation von denerviertem Muskel die
Expression von MyoD wund Atrogin-1, einem Gen, das fur eine
skelettmuskelspezifische Ubiquitin-Protein-Ligase codiert und bei Atrophie
aufreguliert wird, reduziert wird (Russo et al., 2007).
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Die Geschwindigkeit der Atrophie unterscheidet sich in alten und jungen Ratten.
Carlson und Mitarbeiter haben herausgefunden, dass die Atrophie nach
Denervation in alten Ratten langsamer vor sich geht. Dies betrifft vor allem die

Typ-llI-Fasern (Carlson et al., 2002).

1.3.2 Veranderung der Genexpression durch Denervation

Grundlage vieler Veranderungen durch Denervation ist eine veranderte
Genexpression. Nach Denervation an der Ratte und an der Maus konnte
festgestellt werden, dass Denervation zu einer Auf- und Herunterregulierung
von bestimmten Genen fuhrt. Dabei werden Gene, die in der
Embryonalentwicklung stark exprimiert werden eher aufreguliert, wahrend
Gene, die in der Embryonalentwicklung kaum exprimiert werden, eher
herunterreguliert werden (Tang et al., 2000). Bei den aufregulierten Genen
handelt es sich um Gene, welche eine Rolle beim Chromatin-Remodelling
spielen,  Transkriptionsfaktoren codieren, Muskelmembraneigenschaften
regulieren, der Kopplung von Erregung und Kontraktion dienen oder zur
neuromuskularen Interaktion und bei Rezeptorsignalen bendtigt werden
(Magnusson et al., 2005). Dabei unterscheidet sich die Genexpression nach
kurzzeitiger Denervation von der Genexpression nach langfristiger Denervation
(Batt et al., 2006).

1.3.3 Immunhistochemische Denervationsmarker

Der Aufregulierung von Genen nach Denervation folgt die Expression von
Proteinen an der Zelloberflache, im Zytoplasma, im Zellkern oder im
Extrazellularraum. Einige dieser Proteine konnen durch immunhistochemische
Farbung nachgewiesen werden und so einen Hinweis auf das Vorliegen von
Denervation liefern. Es gilt jedoch zu beachten, dass diese Marker nicht
spezifisch fur Denervation sind, sondern auch Regeneration anzeigen konnen
(Tews und Goebel, 2005).
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1.3.3.1 Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM)

1.3.3.1.1 Struktur, Vorkommen und Funktion von NCAM

Das Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM) ist ein Glykoprotein (Hoffman et al.
1982; Cunningham et al.,, 1983), das auf der Oberflache von Neuronen
(Abbildung 4), Gliazellen, neuroendokrinem Gewebe, bestimmten Tumoren und
Skelettmuskulatur exprimiert wird (Edelman, 1984; Noble, 1985; Mirsky et al.,
1986; Jin et al., 1991). Es dient Uber homophile Bindungsmechanismen der
Zell-Zell-Adhasion (Rutishauser et al.,, 1982; Edelman, 1984 und 1986,
Ranheim et al., 1996) und spielt eine Rolle in der Signaltransduktion zwischen
Zellen, beim Wachstum von Axonen und bei der synaptischen Plastizitat,
besonders in der Embryonalentwicklung (Edelman, 1984; Silver und
Rutishauser, 1984; Thanos et al., 1984; Edelman, 1986; Olsen et al., 1993).
NCAM wurde 1976 erstmals von Rutishauser und Mitarbeitern im Gehirn und in
der Retina des Huhnes identifiziert (Rutishauser et al., 1976). 1982 konnten
Grumet und Mitarbeitern NCAM in der embryonalen Skelettmuskulatur des
Huhnes nachweisen (Grumet et al., 1982). NCAM wird durch nur ein Gen, beim
Menschen auf dem langen Arm von Chromosom 11, codiert (Nguyen et al.,
1986), durch alternatives Spleillen entstehen jedoch viele unterschiedliche
mRNAs, welche in eine Vielzahl von NCAM-Isoformen Ubersetzt werden
(Edelman, 1984 und 1986; Murray et al., 1986; Cunningham et al., 1987;
Owens et al., 1987). Die drei wichtigsten Isoformen im menschlichen Gehirn
unterscheiden sich in ihrer Molekiimasse: NCAM-120kDa , NCAM-140kDa und
NCAM-180kDa (Cunningham et al, 1987; Jin, 1991). NCAM-180kDa und NCAM
140kDa sind Transmembranproteine, wahrend NCAM-120kDa GPI-verankert ist
(Gennarini et al.,, 1984a; Barton et al., 1988; Atkins et al., 2004). Die
verschiedenen Isoformen unterscheiden sich unter anderem in der Lange ihres
zytoplasmatischen Anteils (Gennarini et al., 1984b). Im Skelettmuskel kommt
NCAM mit dem Molekulargewicht 125kDa (Myotuben), 120kDa, 140kDa
(Myoblasten), 145kDa (Myoblasten) und 155kDa (Myotuben) vor (Covault et al.,
1986, Dickson et al., 1987; Moore et al., 1987; Figarella-Branger et al., 1992;
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Fredette et al., 1993; Yoshimi et al., 1993). Die Extrazellulardomanen der
verschiedenen NCAM-Isoformen enthalten funf Immunglobulin-artige Doméanen,
welche eine Rolle bei der homophilen Bindung der NCAMs spielen, und zwei
Fibronectin-lll-Domanen, welche fur die Signalweiterleitung beim axonalen
Wachstum bendtigt werden (Edelman 1986, Cunningham et al., 1987; Ranheim
et al., 1996; Atkins et al., 2004) (Abbildung 5). Manche NCAM-Isoformen
enthalten Minor-Exons. So findet sich beispielsweise im humanen
Skelettmuskel in NCAM-120kDa eine muskelspezifische Domane (MSD1)
(Dickson et al., 1987; Barton et al., 1988; Yoshimi et al., 1993). Weitere NCAM-
Varianten  entstehen  durch  posttranslationale = Modifizierung  durch
Polysialinsaure an der funften Immunglobulin-Domane, wodurch die Adhasion
der Molekule vermindert und die Zellmigration und Invasion verstarkt wird
(Hoffmann et al., 1982; Cunninham et al., 1983; Finne et al., 1983; Edelman
1984; Rutishauser et al., 1988; Nakayama et al., 1995) (Abbildung 5). NCAM-
140kDa ist identisch mit dem Oberflachenmolekul CD 56/Leu19, welches auf
Naturlichen Killerzellen, aktivierten T-Zellen und einigen Tumoren exprimiert
wird (Lanier et al., 1989; llla et al., 1992).

Abbildung 4:
Farbung mit Anti-
NCAM. Das Bild

T zeigt mit Anti-

/4 NCAM

angefarbte
Nervenfasern
(Pfeile).
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Zellmembran

/

Transmembrandomane

5 1g-Domanen 2 Fnlll-Domanen Zytoplasmatische Domane
5 Ig-Doménen 2 Fnlll-Doménen N N
GPI-Anker

Abbildung 5: Struktur von NCAM: NCAM besteht aus finf aminoterminalen Ig-
Domanen und zwei Fibronectin-llI(Fnlll)-Domanen. An die funfte Ig-Domane
kénnen Polysialinsauren (PS) gebunden sein. Die Isoformen, bei denen es
sich um Transmembranproteine handelt, haben zusatzlich eine
Transmembrandomane und eine zytoplasmatische Domane. Die GPI
(Glykosyl-Phosphatidyl-Inositol)-verankerten Isoformen sind tUber einen GPI-

Anker verankert.

1.3.3.1.2 Expression von NCAM nach Denervation

In der Skelettmuskulatur wird NCAM wahrend der Entwicklung exprimiert. Diese
Expression folgt einem komplexen Muster. NCAM spielt hier unter anderem
eine Rolle in der Synaptogenese und in der Formierung von
Nervenfaserblndeln (Rutishauser et al., 1983; Moore und Walsh, 1985; Covault
und Sanes, 1986; Covault et al., 1986; Tosney et al., 1986; Frederette et al.,
1993).

Im gesunden adulten Muskel kommt NCAM normalerweise nur auf der

Oberflache von Satellitenzellen und an synaptischen Endplatten vor (Moore und
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Walsh, 1985; Rieger et al., 1985; Covault und Sanes, 1985; Covault und Sanes,
1986a; Cashman et al., 1987).

Denervation fuhrt jedoch zur Reexpression von NCAM im adulten Muskel.
Covault und Sanes beobachteten 1985 durch Markierung mit Anti-NCAM im
Zwerchfell von Ratten das Wiederauftreten von NCAM zwei Tage nach
Denervation mit einem Maximum der Farbeintensitat vier bis acht Tage spater.
Auch im M. soleus, im M. extensor digitorum longus und in der
Interkostalmuskulatur der Ratte sowie im M. soleus der Maus und im M.
pectoralis des Huhns konnten sie NCAM sowohl an der Zelloberflache als auch
im Zytoplasma nachweisen. Auch nach Paralyse des M. soleus und des M.
extensor digitorum longus der Ratte mittels Tetrodotoxin konnten sie nach
sechs bis acht Tagen eine Akkumulation von NCAM feststellen. Nach
Reinnervation konnte ein rascher Rlckgang der Expression von NCAM

beobachtet werden (Covault und Sanes, 1985).

1986 wiesen Covault und Mitarbeiter einen Anstieg der NCAM-mRNA nach
Denervation in der Ratte mit einem Maximum ca. vier Tage nach Denervation
nach (Covault et al., 1986).

In weiteren Experimenten konnte ein Anstieg von NCAM nach Denervation und
ein Ruckgang nach Reinnervation in der Skelettmuskulatur von Maus, Huhn
und Kaninchen und in der mimischen Muskulatur der Ratte nachgewiesen
werden (Rieger et al., 1985; Covault et al., 1986b; Daniloff et al., 1986; Moore
und Walsh, 1986; Muller-Felber, 1993).

Cashman und Mitarbeiter untersuchten 1987 die Expression von NCAM in
humanen Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie. In allen 16 untersuchten
Biopsien lieken sich Muskelfasern mit Anti-NCAM markieren, in normalen

Biopsien lagen keine NCAM-positiven Fasern vor (Cashman et al., 1987).

In weiteren Experimenten konnten NCAM-positive Fasern in Biopsien mit
neurogener Atrophie nachgewiesen werden (Walsh et al., 1987; Figarella-
Branger et al., 1990; llla et al., 1992; Winter und Bornemann, 1999), so auch
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auch in Biopsien von Patienten mit spinaler Muskelatrophie vom Typ |
(Werdnig-Hoffmann) und Typ Ill (Kugelberg-Welander) (Walsh et al., 1987).

Auch regenerierende Fasern exprimieren NCAM. Moore und Walsh konnten
dies 1985 in regenerierenden Fasern in humanen Biopsien mit Polymyositis und
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne nachweisen. In degenerierenden und
nekrotischen Fasern war kein NCAM nachweisbar (Moore und Walsh, 1985;
Walsh und Moore, 1985). Auch bei Cashman und Mitarbeitern und Figarella-
Branger und Mitarbeitern zeigte sich die Expression von NCAM in Biopsien mit

regenerierenden Fasern (Cashman et al., 1987; Figarella-Branger et al., 1990).

1.3.3.2 Neonatale Isoform des Myosin Heavy Chain-Molekiils (MHCn)

1.3.3.2.1 Struktur, Vorkommen und Funktion von MHCn

Das im Skelettmuskel vorkommende Myosin ist ein Strukturprotein, das durch
eine Multigenfamilie codiert wird (Nguyen et al., 1982; Robbins et al., 1982;
Wydro et al., 1983). Es besteht aus zwei schweren und vier leichten Ketten
(Abbildung 6). In schnellem und langsamem Muskel kommen verschiedene
Myosinformen vor (Arndt und Pepe, 1975; Hoh et al., 1976; D’Albis et al., 1979;
Matsuda et al.,, 1982; Matsuda et al., 1983). In normaler humaner adulter
Skeletttmuskulatur kommen in Typ-llI-Fasern drei Isomyosine vor und in Typ-I-
Fasern zwei verschiedene Isomyosine (Fitzsimons und Hoh, 1981b). Auch in
den verschiedenen Entwicklungsstadien des Skelettmuskels treten
verschiedene Isoformen von Myosin auf (Sréter et al., 1975; Roy et al., 1979;
Rushbrook und Stracher, 1979; Bandman et al., 1981). Die schwere
Myosinkette (MHC) ist bei der Maus auf Chromosom 11, beim Menschen auf
Chromosom 7 codiert (Leinwand et al., 1983). Man unterscheidet bei den
schweren Ketten embryonales MHC, MHCn, welches teilweise auch als
perinatales oder fetales MHC bezeichnet wird, und adultes MHC (Fitzsimons
und Hoh, 1981a; Biral et al., 1984). Zur Beginn der Myogenese wird
embryonales MHC exprimiert. MHCn tritt erst perinatal auf und wird postnatal je

nach Spezies nach und nach durch adultes MHC ersetzt (Whalen et al., 1981;
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Bandman et al., 1982; Sartore et al., 1982; Lowey et al., 1983; Gambke et al.,
1983; Gambke und Rubinstein, 1984; Bandman und Bennett, 1988). In
regenerierenden Muskelfasern werden MHCn und embryonales MHC
reexprimiert (Sartore et al.,, 1982; Cerny und Bandman, 1987; D’Albis et al.,
1988; D’Albis et al., 1989; Ecob-Prince et al., 1989; Sawchak et al., 1989;
Whalen et al., 1990).

zwei schwere Ketten KELTEI‘I\‘

134 nm

Abbildung 6: Schematische Darstellung von Myosin: Das Myosinmolekul besteht
aus vier Myosin Light Chain und zwei Myosin Heavy Chain. Modifiziert nach
Frings, 2003.

1.3.3.2.2 Expression von MHCn nach Denervation

Seit den 80er Jahren wurde in zahlreichen Experimenten die Auswirkung von
Denervation auf die MHC-Expression untersucht.

Fitzsimons und Hoh untersuchten die MHCn-Menge in Biopsien mit
Muskeldystrophie vom Typ Duchenne und in Biopsien mit infantiler spinaler
Muskelatrophie elektrophoretisch. Dabei stellten sie einen Anstieg der MHCn-
Menge bei Muskeldystrophie fest, was sie auf Regeneration zurtckfuhrten. Aus
dem Anstieg der MHCn-Menge bei infantiler spinaler Muskelatrophie schlossen
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sie, dass Innervation fur den Rickgang von MHCn notig sei (Fitzsimons und
Hoh, 1981).

Butler-Browne und Mitarbeiter denervierten junge Ratten eine Woche nach der
Geburt und untersuchten daraufhin den Verlauf der MHC-Expression. Sie
konnten zeigen, dass die Ratten trotz Denervation zwei Wochen spater adultes
schnell-kontrahierendes (,fast-twitch“) MHC aufwiesen, d.h. fur die Expression
von adultem schnell-kontrahierendem MHC ist keine Innervation notig. Die
Expression von MHCn ging in den denervierten Muskeln langsamer zurlck als
normal. Fiunf Wochen nach Geburt wiesen jedoch auch in den denervierten
Muskeln nur noch die kleinen Fasern MHCn auf (Butler-Browne et al., 1982).
Gambke und Mitarbeiter kamen zu einem ahnlichen Ergebnis (Gambke et al.,
1983).

Matsuda und Mitarbeiter untersuchten den MHC-Gehalt von neonatal
denervierter Skelettmuskulatur an Huhnern. Es zeigte sich, dass neonatal
denervierte Muskeln ebenso wie innervierte Muskeln nach einiger Zeit adultes
MHC exprimieren (Matsuda et al., 1984).

Obinata und Mitarbeiter konnten durch Elektrophorese nachweisen, dass
Denervation von reifem Skelettmuskel des Huhnes zur Reexpression von
MHCn fihrt (Obinata et al., 1984).

Cerny und Bandman denervierten den M. pectoralis am adulten Huhn. Ab dem
vieten Tag nach Denervation lies sich immunhistochemisch MHCn
nachweisen, nach sechs Wochen waren die meisten Fasern MHCn-positiv,
auch viele morphologisch ansonsten unauffallige Fasern. Trotz der deutlichen
MHCn-Expression dominierte nach Quantifizierung durch einen ELISA noch
das adulte MHC (Cerny und Bandman, 1987).

Schiaffino und Mitarbeiter konnten die Reexpression von MHCn nach

Denervation an der Ratte immunhistochemisch zeigen. MHCn-positive Fasern

traten hier drei Tage nach Denervation zum ersten Mal auf, nach sieben und 14

Tagen waren in den meisten untersuchten Muskeln MHCn-positive Fasern zu

finden. Dabei fiel auf, dass nur Mukelfasern vom Typ IIA MHCn nach
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Denervation exprimierten. Auch nach Paralyse durch Tetrodotoxin kam es zur
Reexpression von MHCn (Schiaffino et al., 1988).

Janmot und d’Albis konnten den Anstieg von MHCn nach Denervation durch
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE) an der
Ratte und am Kaninchen bestatigen (Janmot und d’Albis, 1994).

Russell und Mitarbeiter denervierten Ratten zu unterschiedlichen Zeitpunkten
ihrer Entwicklung und untersuchten die MHCn-Menge immunhistochemisch und
mit S1-Nuklease-Mapping. Bei Denervation nach Geburt kam es in einigen
Fasern zu einem Abfall der MHCn-Menge und einer Expression von MHC vom
Typ IIB und IIX. In anderen Fasern, die vor allem dem Typ IIA angehorten, blieb
MHCn bei Denervation nach Geburt erhalten. Bei Denervation der Muskulatur
junger adulter Ratten kam es in Typ-lIA-Fasern zu einer Reexpression von
MHCn. Nach Reinnervation ging die MHCn-Menge zuruck (Russell et al., 1993).

1.3.3.3 Tenascin

1.3.3.3.1 Struktur, Vorkommen und Funktion von Tenascin

Tenascin ist ein Glykoprotein der Extrazellularmatrix, welches nur bei
Vertebraten vorkommt, bei Drosophila und beim Blutegel wurden nur Tenascin-
verwandte Proteine gefunden (Baumgartner und Chiquet-Ehrismann , 1993;
Masuda-Nakagawa und Nicholls, 1991; Erickson, 1993). Die Primarstruktur des
Molekuls besteht aus amino-terminalen Heptad-Repeats, Epidermal Growth
Factor (EGF)-Repeats und Fibronectin-lll-Repeats und einer carboxyterminalen
fibrinogenartigen globularen Domane (Erickson, 1993; Jones und Jones, 2000;
Chiquet-Ehrismann und Chiquet, 2003). Die einzelnen Polypeptide sind als
Hexabrachion angeordnet (Jones und Jones, 2000).

Es gibt vier Formen von Tenascin: Tenascin-C, Tenascin-R, Tenascin-X und
Tenascin-W. Die Buchstaben stehen dabei fur Cytotactin, Restrictin und Gen X,

Namen, unter denen die verschiedenen Tenascin-Formen parallel zu ihrer
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Entdeckung als Tenascin gefunden wurden. Erst spater wurde festgestellt, dass
diese Molekule mit Tenascin identisch sind.

Tenascin-C wird in der Embryonalentwicklung wahrend der Morphogenese des
Nerven-, Skelett- und Gefalisystems exprimiert. Im adulten Organismus ist es in
grolRerer Menge nur noch in Sehnengewebe, in Gewebe, in dem
Umbauprozesse, wie Wundheilung, Neovaskularisierung und Entzindung
stattfinden und in Tumorgewebe vorhanden (Koukoulis et al., 1991; Whitby and
Ferguson, 1991; Whitby et al., 1991; Erickson, 1993; Hsia und Schwarzbauer,
2005).

Tenascin-R kommt vor allem im zentralen Nervensystem vor (Pesheva et al.,
2001). Im peripheren Nervensystem wurde es nur in Schwann-Zellen
nachgewiesen (Probstmeier et al., 2001). Es wird in der Entwicklung des
zentralen Nervensystems etwas spater als Tenascin-C exprimiert (Hsia und
Schwarzbauer, 2005). Moglicherweise spielt es eine Rolle beim neuronalen
Wachstum im adulten Organismus (Becker et al., 2004, Saghatelyan et al.
2004) und in der Neuroprotektion (Angelov et al., 1998).

Tenascin-X wird vor allem wahrend der Entwicklung exprimiert. Im adulten
Organismus kommt es nur in Geweben des Skelettmuskels, des Herzens und
der Haut vor. Eine Mutation des Tenascin-X-Gens fuhrt zu einer Form des
Ehlers-Danlos-Syndroms (Mao und Bristow, 2001; Zweers et al., 2004; Bristow
et al., 2005).

Tenascin-W wird in der Entwicklung von Skelett- und Nervengewebe
uberlappend mit Tenascin-C exprimiert. Gro3e Mengen an Tenascin-W konnten
vor allem im Zebrafisch nachgewiesen werden (Hsia und Schwarzbauer, 2005).

Obwohl Tenascin in sehr vielen Geweben vorkommt, scheint es nicht

Uberlebenswichtig zu sein. Tenascin-C- und Tenascin-R-Knock-out-Mause

zeigen keine Auffalligkeiten im Phanotyp (Saga et al, 1992; Forsberg et al.,

1996; Weber et al., 1999). Bei genaueren Untersuchungen konnten jedoch

auffalliges Verhalten, neurochemische Veranderungen, Abnormitaten im

peripheren  Nervensystem, Veranderungen an Glianarben, fehlende
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Regeneration nach Glomerulonephritis, starkere Reaktion bei Hapten-
induzierter Dermatitis, veranderte Wundheilung, veranderte Struktur bei
Tumoren und reduzierte Hamatopoese in Tenascin-C-Knock-out-Mausen
nachgewiesen werden (Mackie und Tucker, 1999; Freitag et al., 2003; Montag-
Sallaz und Montag, 2003).

1.3.3.3.2 Expression von Tenascin nach Denervation

Einige Arbeitsgruppen haben in den 90er Jahren den Einfluss von Denervation

auf die Expression von Tenascin untersucht.

Irintchev und Mitarbeiter konnten im M. soleus der Maus =zeigen, dass
Denervation zu einem Anstieg von Tenascin an den denervierten Endplatten
und in intramuskularen Nervenstrangen fuhrt. Verletzung durch starke
korperliche Belastung oder Erfrierung fuhrt zu einem Anstieg von Tenascin
nach zehn Stunden mit einem Maximum nach zwei bis drei Tagen. Zwei
Wochen nach der Verletzung ist kein Tenascin mehr detektierbar. Nach
Paralyse durch Applikation von Botulinumtoxin konnten sie keinen Anstieg von
Tenascin nachweisen (Irintchev et al., 1993).

Tews und Mitarbeiter untersuchten die Expression von Tenascin nach
Denervation an der mimischen Muskulatur der Ratte. In innerviertem Muskel
war hier kein Tenascin nachweisbar. Zwei Wochen nach Denervation wurde
Tenascin stark exprimiert, nach sechs Wochen ging die Expression von
Tenascin vollstandig zuruck. Nach Reinnervation ging die Expression von
Tenascin nach sieben Wochen vollig zuruck (Tews et al., 1997).

Schoser und Goebel untersuchten die Expression von Tenascin in humanen
Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie. Wahrend in gesunden Muskeln keine
Immunreaktivitat erkennbar war, zeigten 17 von 18 untersuchten Biopsien mit
neurogener Atrophie Immunreaktivitat fur Tenascin. Tenascin fand sich dabei
nicht nur an atrophen Fasern, sondern auch im Bereich von Fasern von
normaler Grof3e. Beim Vergleich von neurogener Atrophie bei Kindern und

Erwachsenen fiel auf, dass in kindlichen Biopsien mit neurogener Atrophie in
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nur zwei von zwolf untersuchten Biopsien Tenascin eindeutig positiv war
(Schoser und Goebel, 1996).

Hurme und Kalimo konnten zeigen, dass Regeneration von Muskelfasern zu
einer Expression von Tenascin fuhrt. Im gesunden Muskel war Tenascin
hingegen auf die Ubergidnge zwischen Sehnen und Muskeln beschrankt
(Hurme und Kalimo, 1992).

Gatchalian und Mitarbeiter untersuchten die Frage, welche Zellen das nach
Denervation im Bereich der Synapsen exprimierte Tenascin synthetisieren und
konnten feststellen, dass dieses von Fibroblasten stammt und vermutlich Teil

einer allgemeinen Zellaktivierung nach Denervation ist (Gatchalian et al., 1989).

1.3.3.4 Myogene requlatorische Faktoren (MRFs)

1.3.3.4.1 Struktur, Vorkommen und Funktion der MRFs

Die myogenen regulatorischen Faktoren (MRFs) sind skelettmuskelspezifische
Transkriptionsfaktoren (Tapscott et al., 1988; Weintraub et al, 1991). Zu ihnen
gehoren MyoD, Myogenin, Myf5 und MRF4 (Buckingham, 1992). Sie bestehen
aus einer basischen Region und einem Helix-Loop-Helix-Motiv aus 70
Aminosauren (Edmondson und Olson, 1993; Olson, 1993; Rescan, 2001). Mit
der basischen Region kdénnen die MRFs an eine bestimmte DNA-Sequenz in
den regulatorischen Regionen von verschiedenen muskelspezifischen Genen,
der sogenannten E-Box binden (Lassar et al., 1989; Buckingham, 1992; Mohun,
1992; Olson, 1992). Diese Bindung vermittelt unter anderem die Expression des
nikotinischen Acetylcholinrezeptors (Baldwin und Burden, 1989; Wang et al.,
1990; Bessereau et al., 1994; Tang et al., 1994). Die Bindung der MRFs an die
DNA kann durch Heterodimerisierung mittels Bindung eines Helix-Loop-Helix-
Proteins (z.B. MEF-2, NF-1, COMP1) an das Helix-Loop-Helix-Motiv verstarkt
werden (Buckingham, 1992; Funk und Wright, 1992; Mohun, 1992; Olson,
1992; Olson, 1993; Rescan, 2001).
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Die MRFs spielen eine wichtige Rolle bei der Bildung von Skelettmuskelfasern
in der Embryonalentwicklung und in Regenerationsphasen (Weintraub et al.,
1991; Braun, et al., 1992; Grounds et al., 1992; Li und Olson, 1992; Olson,
1992; Olson, 1993; Hasty et al., 1993; Nabeshima et al.,, 1993). MyoD und
Myogenin werden in der Embryonalentwicklung in Somiten und
Extremitatenknospen exprimiert (Sassoon et al., 1989; Wright et al., 1989).
Nach der Embryonalentwicklung sinkt die Expressionsrate von MyoD, Myogenin
und Myf-5 im Muskel, nur noch MRF4 wird exprimiert, welches auch noch in
innervierter adulter Skelettmuskulatur als mRNA nachweisbar ist (Rhodes und
Konieczny, 1989; Duclert et al., 1991; Hinterberger et al., 1991; Buonanno et
al., 1992; Dias et al., 1992).

MyoD und Myogenin kommen auch in aktivierten Satellitenzellen vor. MyoD
schon zu Beginn der Aktivierung, Myogenin erst bei der terminalen
Differenzierung der Satellitenzellen (Yablonka-Reuveni und Rivera,1994).
Deutlich wird die wichtige Funktion der MRFs in der Myogenese aulierdem
dadurch, dass sie bei ektopischer Expression in der Lage sind verschiedene
Zelltypen in die myogene Zelllinie zu Uberfuhren (Davis et. al., 1987; Tapscott et
al., 1988; Edmondson und Olson, 1989). Diagnostisch kdnnen Antikorper
gegen Myogenin und MyoD in der immunhistologischen Diagnose des
Rhabdomyosarkoms genutzt werden, da diese Tumoren Myogenin und MyoD
exprimieren (Dias et al., 1990; Dias et al. 1992; Hosoi et al., 1992; Folpe, 2002;
Sevire und Malone, 2003).

1.3.3.4.2 Expression von MyoD und Myogenin nach Denervation

Zu Beginn der 90er Jahre konnten verschiedene Arbeitsgruppen einen Anstieg
der mRNAs von aller MRFs in Ratte und Maus nach Denervation nachweisen.
Dabei stieg die mRNA von Myogenin schon acht Stunden nach Denervation an
und erreichte nach zwei Tagen ihr Maximum. Die mRNA von MyoD stieg 16
Stunden nach Denervation an und erreichte sieben Tage spater die 15fache
Menge (Eftimie et al., 1991; Witzemann und Sakmann, 1991a; Voytik et al.,

1993; Buonanno et al., 1993; Kostrominova et al., 2000). Hierbei zeigen sich
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Parallelen zum Anstieg der mRNA-Menge der o-Untereinheit des
Acetylcholinrezeptors (Duclert et al., 1991). Elektrische Stimulation kann die
Akkumulation von MyoD- und Myogenin-Transkripten nach Denervation
unterdricken (Eftimie et al., 1991). Die Paralyse mittels Botulinumtoxin fuhrt
ebenso wie Denervation zu einem Anstieg der mRNA-Mengen von Myogenin

und MyoD (Witzemann und Sakmann, 1991a).

Die Erh6hung der Transkriptmenge geht mit einer Erhdhung der Expression der
Proteine einher, was sich immunhistochemisch 2,5 Tage nach Denervation
nachweisen lasst (Weis, 1994; Weis et al., 2000). Nach Langzeitdenervation
bleibt die mRNA-Menge von Myogenin und MRF4 bis einen Monat nach
Denervation erhoht, wahrend die mRNA-Menge von MyoD und Myf5
mindestens sieben Monate lang erhoht bleibt (Adams et al., 1995). Bei
Untersuchung der Immunreaktivitat von MyoD in humanen Muskelbiopsien
konnten Parham und Mitarbeiter in Biopsien mit neurogener Atrophie eine
deutliche Immunreaktivitat von Kernen und Zytoplasma zeigen, vor allem in
angular-atrophen Fasern. In Biopsien mit Muskeldystrophie und in Biopsien mit
Myositis farbten sich Kerne vor allem in Arealen, in denen Nekrose oder
Regeneration vorlag (Parham et al., 1994). Olivé und Mitarbeiter konnten bei
neurogener Atrophie keine Immunreaktivitat fir MRFs feststellen, jedoch in
Satellitenzellen und regenerierenden Fasern in Biopsien mit Muskeldystrophie
und in Biopsien mit Polymyositis (Olivé et al., 1997).

Hyatt und Mitarbeiter untersuchten die Wirkung von aktivitatsabhangigen und
aktivitatsunabhangigen neuronalen Einflissen auf die Expression von MyoD
und Myogenin, indem sie die mRNA-Menge von MyoD und Myogenin in
Muskeln nach Denervation und nach Durchtrennung des Rickenmarks
verglichen. Nach Denervation und nach Durchtrennung des Ruckenmarks kam
es zu einem Anstieg der mRNA-Mengen von MyoD und Myogenin. In den
Fallen mit durchtrenntem Rickenmark fiel die mRNA-Menge jedoch nach 14
Tagen ab, wahrend sie in denerviertem Muskel erhdht blieb. Die Muskelmasse
nahm in denervierten Muskeln starker ab. Die mitotische Aktivitat von

Satellitenzellen und Bindegewebszellen war in den Muskeln mit durchtrenntem
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Ruckenmark geringer. Dies deutet darauf hin, dass neuronale Einflusse
unabhangig von der elektrischen Aktivitat muskelspezifische Gene regulieren

und einem Verlust der Muskelmasse vorbeugen (Hyatt et al., 2003).

Aktivierte Satellitenzellen exprimieren MyoD, wahrend ruhende Satellitenzellen
MyoD-negativ sind (Koishi et al., 1995). In Satellitenzellen von innerviertem
Muskel findet sich viel Myf5-mRNA und wenig MyoD- und Myogenin-mRNA und
-Protein. Nach Denervation findet sich in den Satellitenzellen zwar noch Myf5-
mRNA, wenig Myogenin- und MRF4-mRNA, jedoch kein MyoD und MRF4-
Protein mehr (Maier et al., 2002).

Regeneration fuhrt zu einem Anstieg der MRFs (Grounds et al., 1992; Kami et
al., 1995; Cooper et al., 1999; Launay et al., 2001). In MyoD-Knock-out-Mausen
ist die Regenerationsfahigkeit vermindert (Megeney et al., 1996).

1.3.4 Reinnervation

Durch Reinnervation wird wieder eine neuromuskulare Verbindung hergestelit.
Nach Durchtrennung eines peripheren Nervs kommt es zunachst zu einer
Degeneration des distalen Teils des Nerven (Miledi und Slater, 1968). Nach 24
bis 36 Stunden jedoch kommt es zum Aussprossen von Axonen vom
proximalen Nervenstumpf aus (Miledi und Slater, 1970). Die nach
Nervendurchtrennung verbliebenen Schwann-Zellen dienen dabei als
FUhrungsstruktur (Brushart, 1988; Brushart et al., 1998). Die Reinnervation
erfolgt dabei nicht unbedingt durch den gleichen Nerv, der den Muskel vor
Denervation innerviert hat. Aussprossende Axone bilden mit den Muskelfasern
Synapsen, auf die sie zuerst treffen. Die Kontraktionsgeschwindigkeit des
innervierenden motorischen Nervens legt dabei den Fasertyp der reinnervierten
Muskelfaser fest. Dies erklart auch das Zustandekommen von
Fasertypengruppierung (Brown und Ironton, 1978; Gramsbergen et al., 2000;

likema-Paasen et al., 2001).
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1.3.4.1 Einfluss der Reinnervation auf durch Denervation hervorgerufene

morphologische Veranderungen

Reinnervation hat einen groRen Einfluss auf die im obigen Kapitel
beschriebenen nach  Denervation auftretenden  morphologischen
Veranderungen. Nach Reinnervation bilden sich neue motorische Endplatten
aus und die Menge der Muskelfasern steigt wieder an (Anzil und Wernig, 1989).
Morphologisch ist der reinnervierte Muskel fast normal, die Anzahl der
Muskelfasern weicht nicht vom normalen Muskel ab, lediglich der Durchmesser
ist leicht verringert (Irintchev et al., 1990). Insgesamt wird die neurogene
Atrophie durch Reinnervation zumindest teilweise rickgangig gemacht (Tews et
al., 1994). Diese Wirkung der Reinnervation kann durch elektrische Stimulation

sogar noch verstarkt werden (Marqueste et al., 2006).

Fu und Gordon untersuchten die Auswirkung von Langzeitdenervation auf die
Fahigkeit zur Reinnervation. Sie konnten feststellen, dass nach langerer
Denervation die Reinnervation durch eine geringere Anzahl an Axonen erfolgt,
die motorischen Einheiten nahmen in ihrer Anzahl ab, in ihrer Grof3e und Kraft
allerdings zu. Dies fuhrten sie auf eine zunehmende Zerstérung der
intramuskularen Nervenfaserscheide zuruck. Der Muskelfaserdurchmesser in
den reinnervierten Muskeln nahm mit der Dauer des Intervalls zwischen
Denervation und Reinnervation ab (Fu und Gordon, 1995a, Fu und Gordon,
1995b).

1.3.4.2 Einfluss der Reinnervation auf die Expression von Denervationsmarkern

Reinnervation fuhrt nicht nur zu einem Ruckgang der morphologischen
Auffalligkeiten des denervierten Muskels, sondern auch zu einem Ruckgang der
nach Denervation exprimierten Marker NCAM, MHCn, Tenascin, Myogenin und
MyoD (Covault und Sanes, 1985; Cashman et al., 1987; Witzemann und
Sakmann, 1991; Russell et al., 1993; Tews et al., 1997). Schon zwei Wochen
nach Reinnervation findet sich kaum mehr NCAM im reinnervierten Muskel
(Covault und Sanes, 1985). Nach zehn Wochen erreicht die NCAM-Menge den
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gleichen Wert wie im normalen Muskel (Tews et al., 1997). Die mRNA-Menge
von MyoD und Myogenin erreicht nach drei Wochen den Normalwert
(Witzemann und Sakmann, 1991). Nicht nur Muskelfasern, die zuvor denerviert
waren, exprimieren nach Reinnervation kein NCAM mehr. Auch an
neugebildeten Myotuben sinkt die Menge von NCAM nach Innervation ab
(Cashman et al., 1987).

1.3.4.3 Einfluss von Reinnervation auf die Genexpression

Die Effekte von Reinnervation auf die Muskulatur lassen vermuten, dass nicht
nur bei Denervation eine veranderte Genexpression vorliegt, sondern dies auch
bei Reinnervation der Fall ist. Fur verschiedene Genes konnte dies schon
festgestellt werden.

Insulin-like growth factor (IGF) unterstitzt die Regeneration von Axonen von
motorischen Nerven. Glazner und Ishii konnten an der Ratte feststellen, dass
das IGF-1I-Gen bei Reinnervation im Muskel aufreguliert wird (Glazner und Ishii,
1995). An diabetischen Ratten konnte gezeigt werden, dass die intrathekale
Infusion von Insulin oder IGFIl der axonalen Atrophie vorbeugt und die

Abnormalitaten der Reizleitung vermindert (Brussee et al., 2004).

Caiozzo und Mitarbeiter konnten an der Ratte sowohl bei Denervation als auch
bei Reinnervation eine gesteigerte Expression von Genen feststellen, die den
Zellzyklus inhibieren. Sie vermuteten hierbei einen Zusammenhang zum
Ruckgang der Satellitenzellen einige Zeit nach Denervation und zur
Verminderung der Zellkerne nach Denervation durch Apoptose (Caiozzo et al.,
2004).

Zhou und Mitarbeiter untersuchten, ob Satellitenzellen zur Volumenzunahme
beim Muskelfaserwachstum nach Reinnervation beitragen. Dabei fiel auf, dass
sich im reinnervierten Muskel im Vergleich zum kontralateralen Kontrollmuskel
13 Gene in der Regulation unterschieden. Darunter waren Gene, die den
langsamen Muskelfasertyp bestimmen, und  neural-regulierte Gene. Die

Reaktion der Satellitenzellen zeigte im kontralateralen Muskel keinen
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Unterschied, woraus geschlossen wurde, dass diese nicht zum
Muskelfaserwachstum nach Reinnervation beitragen (Zhou et al., 2006).

1.3.5 Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie

Unter neurogener Atrophie versteht man Atrophie durch Denervierung.
Denervierung kann beim Menschen durch Motoneuronerkrankungen oder durch
Durchtrennung einer Nervenwurzel oder eines peripheren Nerven zustande
kommen. Die haufigsten zugrunde liegenden Erkrankungen sind die
Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Polyneuropathien.
Fasertypengruppierung, Target-Fasern, angular-atrophe Fasern und Nuclear
Clumps sind morphologische Auffalligkeiten in der Muskelbiopsie, die einen
Hinweis auf das Vorliegen einer neurogenen Atrophie liefern.

Target-Fasern stellen regionale Veranderungen im Muskelfaserquerschnitt dar
und finden sich meist in der Mitte von Fasern (Abbildung 7). Sie bestehen aus
drei konzentrischen Ringen, die sich in ihrer enzymatischen Aktivitat und in ihrer
immunhistochemischen Reaktivitat fur Desmin, Dystrophin, aB-Crystallin, Aktin
und a-Aktinin unterscheiden. Target-Fasern kommen nur in Typ-I-Fasern vor.
Sie entstehen maglicherweise im Verlauf der Reinnervation und experimentell
bei Tenotomie, nicht jedoch nach experimenteller Denervation (Banker und
Engel, 2004).
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o

Abbildung 7: Farbung mit
Anti-NCAM: In Bildmitte ist
eine Target-Faser zu sehen.
Die konzentrischen Ringe

sind deutlich zu erkennen.

Abbildung 8: Schritte der

@ Muskettaser @ Blutgetan ﬁ’“\_\ motorische Embeait

neurogenen Atrophie

schematisch.
A: Normalzustand

B: Ausfall einer motorischen
Einheit

C: Zunachst kompensiert die
benachbarte motorische
Einheit den Ausfall (mit
Fasertypengruppierung)

D: Spater degeneriert das
kompensierende Neuron, und
man erkennt die typische
Gruppenatrophie

(Bocker et al., 2004, ©
Elsevier GmbH)
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Fasertypengruppierung entsteht durch Reinnervation. Im gesunden Muskel
liegen Typ-I- und Typ-llI-Fasern schachbrettartig verteilt vor. Dies kann durch
ATPase-Farbung sichtbar gemacht werden. Durch Durchtrennung eines Nervs
oder durch Untergang eines Motoneurons kann es zur Denervation einer oder
mehrerer motorischer Einheiten kommen. Unter einer motorischen Einheit
versteht man die Gesamtheit eines Axons und der von ihm innervierten
Muskelfasern. Werden die denervierten Fasern nun von einem anderen Nerven
reinnerviert, so nehmen sie dessen Fasertyp an. So kommt es zu einer
VergrofRerung der motorischen Einheiten und dazu, dass Fasern vom gleichen
Fasertyp nebeneinander liegen. Werden in Gruppen liegende Fasern eines
Types erneut denerviert, so kommt es zum Vorliegen von atrophen Fasern in
Gruppen, was in Biopsien mit neurogener Atrophie auch haufig beobachtet
werden kann (Jennekens et al., 1974; Manz, 1980; Banker und Engel, 2004)
(Abbildung 8).

Als angular-atrophe Fasern bezeichnet man kleine Fasern, die konkave Seiten
aufweisen (Abbildung 9). Sie kdnnen einzeln vorkommen und liegen dann oft
zwischen normal grof3en Fasern, kdnnen jedoch auch in Gruppen auftreten.
AulRerdem zeichnen sie sich durch eine stark positive Esterase-Reaktion aus. In
der Regel sind beide Fasertypen von der Denervation betroffen (Banker und
Engel, 2004).

Im Endstadium der neurogenen Atrophie konnen sogenannte Nuclear Clumps
auftreten (Abbildung 10). Darunter versteht man pyknotische Zellhaufen, die
sich um die Fasern herum anordnen. Sie entstehen durch Denervation ohne

nachfolgende Reinnervation (Jerusalem, 1975; Manz, 1980).
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Abbildung 9: Farbung
mit Anti-Myogenin
(20x): In Bildmitte ist
eine angular-atrophe
Faser zu sehen (Pfeil).
Die Faser ist kleiner als
die umgebenden
normal grof3en Fasern
und die konkaven

Rander sind deutlich zu

erkennen.

Abbildung 10: HE-Farbung: Das Bild zeigt einige der flir Denervation

typischen Nuclear Clumps (Pfeile).
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Im Gegensatz zur experimentellen Denervation durch Durchtrennung eines
Nerven im Tierexperiment muss man bei Biopsien mit neurogener Atrophie
jedoch beachten, dass meist nicht alle Fasern einer Biopsie denerviert sind und
man nicht sicher sagen kann, welche Fasern von Denervation betroffen sind
und welche nicht, denn nicht alle denervierten Fasern werden sofort angular-
atroph. Durch kompensatorische Hypertrophie von Fasern kann es zu

unterschiedlich groRen Fasern kommen (Manz, 1980).

1.4 Ziel der Arbeit

Viele Arbeiten in den letzten Jahrzehnten haben sich mit den Auswirkungen von
Denervation befasst. Dabei ging es in den meisten Fallen entweder um
morphologische Veranderungen oder um die Expression bestimmter Marker.
Nur selten wurden sowohl die morphologischen Veranderungen als auch die
Expression von Denervationsmarkern im Zusammenhang untersucht und wenn,
dann ging es meist um die Dynamik dieser beiden Denervationseffekte. Der
direkte Zusammenhang zwischen der Morphologie einer Muskelfaser und der

Expression von Denervationsmarkern wurde bisher kaum naher untersucht.

In humanen Muskelbiopsien werden die einzelnen Fasern nicht alle zu einem
definierten Zeitpunkt denerviert, sondern im Krankheitsverlauf treten immer
wieder Denervation, Reinnervation und erneute Denervation auf. Dies fuhrt zu
einem gleichzeitigen Vorliegen von Fasern in verschiedenen Stadien der
Denervation und Reinnervation und von unterschiedlicher Fasermorphologie
innerhalb einer Biopsie. In dieser Arbeit soll daher versucht werden, durch
kombinierte Anwendung der Marker Tenascin, MHCn, NCAM und Myogenin,
die in der Literatur als Marker fir Denervation etabliert sind, die Dynamik von
Denervation und Reinnervation bei neurogener Atrophie auf der
Einzelbiopsieebene zu beschreiben. Dabei liegen die Antigene der
verschiedenen Marker in unterschiedlichen Kompartimenten: Myogenin im
Zellkern, Tenascin in der extrazellularen Matrix, MHCn im Zytoplasma und
NCAM sowohl im Zytoplasma als auch auf der Zellmembran, was Unterschiede

in der Expression wahrend des Denervationsvorganges erwarten |asst.
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2. Material und Methoden

2.1 Auswahl der Muskelbiopsien

2.1.1 Patienten

Fur die Arbeit wurden 66 Muskelbiopsien verwendet, die zwischen 2001 und
2006 entnommen wurden und zur neuropathologischen Diagnostik an das

Institut fGr Hirnforschung der Universitat Tubingen versandt wurden.

Es wurden nur Muskelbiopsien ausgewahlt, bei denen aufgrund der
Routinediagnostik mit den ublichen histologischen und enzymhistochemischen
Farbungen (Hamatoxylin-Eosin, Van Gieson, PAS, Trichrom, Olrot O, NADH,
COX, COX-SDH, SDH, saure Phosphatase, AMPDA, ATPase, Phosphorylase)
die Diagnose ,neurogene Atrophie“ gestellt werden konnte(siehe Dubowitz,
1985).

Tabelle 1 zeigt Alter, Geschlecht und Klinik der biopsierten Patienten.

Biopsien mit nekrotischen, basophilen oder Vimentin-positiven Arealen als

Hinweis auf Regenerationsvorgange wurden ausgeschlossen.

Die Biopsien entstammen alle dem M. vastus medialis, M. gastrocnemius, M.
biceps brachii oder M. deltoideus und wurden unter Lokalanasthesie
entnommen. Nach der Entnahme wurden die Biopsien schockgefroren und bei -
195°C im Stickstofftank aufbewabhrt.

Das Alter der Patienten lag zwischen 14 und 82 Jahren, das durchschnittliche

Alter betrug 58,5 Jahre. 46 Patienten waren mannlich, 20 waren weiblich.
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Tabelle 1: Ubersicht tiber Alter, Geschlecht und Klinik der biopsierten Patienten.

Alter Geschlecht Kiinik

1 57 m PNP

2 63 w V.a. Myopathie

3 52 m PNP

4 58 m PNP

5 34 m V.a. autosomal-dominante Erkrankung
6 18 m axonale Neuropathie (N. suralis)

7 65 w PNP

8 58 m Motoneuronerkrankung

9 36 m Motoneuronerkrankung

10 65 m ?7?7?

11 7w PNP

12 60 m V.a. Myositis

13 55 m Schmerzen

14 43 m Hirninfarkt, neurogene Muskelatrophie
15 71 m Motoneuronerkrankung

16 49 w V.a. Myositis, EMG: Denervierung

17 53 m V.a. Dystrophie

18 70 m PNP

19 60 m ?77?
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20 66 w Schwache seit Kindheit, geringgradige neurogene

Atrophie

24 61 w Motoneuronerkrankung
26 52 w Motoneuronerkrankung

2 PNP

8 66 w
30 72 m Schmerzen
32 70 m Motoneuronerkrankung

34 69 m PNP

36 56 m IBM

38 55 m ALS
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40 66 m PNP
42 72 w ALS

44 18 w axonale Schadigung, V.a. Charcot-Marie-Tooth

46 61 m PNP
48 63 w V.a. SLE (systemischer Lupus), DD Vaskulitis
paraneoplastisch, DD Dermatomyositis

50 53 m PNP
52 66 m V.a. ALS oder PNP
4 44 w

5 V.a. mitochondriale Myopathie, DD metabolisch

58 8 V.a. myotone Dystrophie DD Dermatomyositis

56 50 m V.a. Myopathie
2 w
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59 62 m Vaskulitis N.suralis

60 67 m PNP sensomotorisch, Myositis
61 73w PNP

62 59 m ALS

63 51 m Motoneuronerkrankung

64 74 w EMG: Denervation, neurogen
65 60 m axonale Polyneuropathie

66 70 m V.a. Muskeldystrophie, NLG o0.B.

2.2 Immunhistochemische Farbungen

2.2.1 Grundprinzip der immunhistochemischen Farbungen nach der ABC-
Methode

Bei der immunhistochemischen Farbung nach der ABC-Methode werden an der
Zelloberflache, im Zellkern oder im Zytoplasma exprimierte Antigene mit Hilfe
von spezifischen Antikérpern markiert und sichtbar gemacht. Das
darzustellende Antigen wird dazu zunachst mit einem unkonjugierten
Primarantikorper inkubiert. Nach Entfernung Uberschussiger ungebundener
Antikorper durch Waschen erfolgt die Inkubation mit dem biotinmarkierten
Sekundarantikorper, welcher an den Primarantikorper bindet. Nach erneutem
Waschen folgt die Inkubation mit dem AB-Komplex. Dieser setzt sich aus einem
Gemisch mit Avidin und biotinylietem Enzym (Meerrettichperoxidase)
zusammen. Dieses Gemisch muss vor Gebrauch 30 min vorinkubieren, damit

sich ein Avidin-Biotin-Enzymkomplex bilden kann.

Nach dem Auftragen bindet das Avidin an den Dbiotinylierten
Sekundarantikdrper. Inkubiert man nun mit einer Substrat-Chromogen-Ldsung,
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meist mit H,O, als Substrat und 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als Chromogen, so
bildet sich durch die Peroxidaseaktivitat zunachst ein Enzym-Substrat-Komplex.
Danach erfolgt die Katalyse des H,O, mit dem Chromogen als Elektronendonor,
welches durch die Oxidation in ein gefarbtes und unlésliches Produkt
umgewandelt wird. DAB bildet auf diese Weise ein braunes Endprodukt
(Boenisch, 2001).

2.2.2 Primarantikorper

Anti-NCAM

Monoklonaler Mausantikorper

Immunogen: sechzehn Wochen altes menschliches fetales Hirnhomogenat
Klon: UJ13A

Isotyp: 1IgG2a, kappa

Spezifitat: Der Antikdrper reagiert mit den 120 kDa-, 140 kDa- und 180 kDa-
Isoformen des humanen Gehirns und mit der 125 kDa-Isoform des Muskels.

Hersteller: DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Anti-MHCn

Monoklonaler Mausantikorper

Immunogen: Myosin aus der Muskulatur eines drei Tage alten Kaninchens
Klon: WB-MHCn

Isotop: IgG1

Spezifitat: Der Antikdrper reagiert mit dem MHCn des Kaninchens und des

Menschen.
Hersteller: Novocastra, Newcastle upon Tyne, UK

Anti-Myogenin

Monoklonaler Mausantikorper
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Immunogen: Myogenin-Peptid (Aminosauren 73-94), konjugiert an
Hamocyanin- und Glutathion-S-Transferase-Fusionspeptid, das Myogenin
enthalt (Aminosauren 30-224)

Klon: F5D
Isotyp: 1gG1, kappa

Spezifitat: Der Antikorper erkennt ein Epitop in der Aminosaurenregion 138-158
des Myogeninproteins in Myotuben und neonataler Muskulatur von Mensch,

Maus und Ratte.

Hersteller: DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Anti-MyoD1

Monoklonaler Mausantikorper

Immunogen: rekombinantes murines Wild-Typ MyoD1-Protein
Klon: 5.8A

Isotyp: 19G1, kappa

Spezifitat: Der Antikorper bindet ein Epitop zwischen den Aminosauren 180-189

am carboxyterminalen Ende des MyoD1-Proteins.
Hersteller: DakoCytomation, Glostrup, Danemark

Anti-Tenascin

Monoklonaler Mausantikorper
Immunogen: menschlicher Brusttumor
Klon: T2H5

Isotyp: 1gG1

Spezifitat: Der Antkorper erkennt Tenascin in normalem und hyperproliferativem

menschlichem Gewebe.
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Hersteller: Chemicon International, Kalifornien, USA
Anti-Vimentin

Monoklonaler Mausantikorper

Immunogen: gereinigtes Vimentin aus Schweineaugenlinsen
Klon: V9

Isotyp: 1gG1, kappa

Spezifitat: Der Anitkdrper reagiert mit 57 kDa-Vimentin.
Hersteller: DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Anti-MHCs

Monoklonaler Mausantikorper

Immunogen: Myosin aus Myofibrillen von histochemisch gemischter humaner

Skelettmuskulatur

Klon: NOQ7.5.4D

Isotyp: 1gG

Spezifitat: Der Antikorper ist spezifisch fur MHCS und markiert Typ-I-Fasern.
Hersteller: Chemicon International, Kalifornien, USA

2.2.3 Sekundarantikorper

Als Sekundarantikorper wurde polyklonales biotinyliertes Anti-mouse-
Immunglobulin (DakoCytomation, Glostrup, Danemark) verwendet. Dieses
besteht aus biotinylierten F(ab‘)2 Fragmenten von Anti-mouse-Immunglobulinen

des Kaninchens und ist spezifisch fir alle IgG und IgM der Maus.
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2.2.4 Herstellung der Schnitte

Die im Stickstofftank bei -200 °C aufbewahrten Schnitte wurden vor dem
Schneiden auf -20 °C erwarmt. Bei einer Temperatur von -20 °C wurden dann
am Kryostaten vom Typ Microm HM 500 OMV (Seriennummer: 6857) serielle
Schnitte mit einer Dicke von 10 um angefertigt und auf mit Silan beschichtete

Objekttrager aufgezogen.

Nach dem Schneiden wurden die Schnitte entweder sofort gefarbt oder in

Aluminiumfolie verpackt und im Gefrierschrank bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.5 Kontrollen

2.2.5.1 Negativkontrolle

Bei jeder immunhistochemischen Farbung wurde eine Negativkontrolle erstellt.
Hierbei wurde auf einen Schnitt statt Primarantikorper die entsprechende
Menge TBS-Pufferlésung aufgetragen. Bei den restlichen Arbeitsschritten der
Farbung wurde mit der Negativkontrolle gleich verfahren wie mit den gefarbten
Schnitten. Alle Negativkontrollen erwiesen sich als negativ.

2.2.5.2 Positivkontrolle

Bei der Farbung mit Anti-NCAM dienten Satellitenzellen und Nervenfasern als
interne Positivkontrolle (siehe Abbildung 1). Alle untersuchten Schnitte wiesen
dabei positive Satellitenzellen und teilweise zusatzlich positive Nervenfasern

auf.

Bei der Farbung mit Anti-MHCn kam es nie vor, dass in einem Schnitt keine
einzige Faser positiv war. Eine Positivkontrolle wurde nicht durchgefuhrt.

Far Anti-Vimentin diente die Anfarbung von Kapillaren als interne
Positivkontrolle. Dabei zeigten alle mit Anti-Vimentin gefarbten Schnitte

Vimentin-positive Kapillaren.
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Far Anti-Tenascin wurde keine Positivkontrolle durchgefuhrt, doch zeigte bei

jeder Farbeserie mindestens ein Schnitt Tenascin-positive Bereiche.

Fur Anti-MHCs wurde ebenfalls keine Positivkontrolle durchgefuhrt, doch
wiesen alle untersuchten Biopsien Typ-I-Fasern und damit positive Bereiche

auf.

Fir Anti-Myogenin wurde eine Biopsie mit der Diagnose ,Myositis® als
Positivkontrolle verwendet. Ein Schnitt dieser Biopsie wurde bei jedem
Farbevorgang mitgefarbt und zeigte stets Myogenin-positive Myotuben.

Fur Anti-MyoD1 diente ebenfalls eine Biopsie mit ,Myositis“ als Positivkontrolle.
Hier wurde ebenso verfahren. Es zeigten sich ebenfalls bei jeder Farbung

MyoD1-positive Myotuben.

2.2.5.3 Farbung mit Anti-Vimentin

Vimentin ist im Gegensatz zu MHCn und NCAM ein Marker, der spezifisch
regenerierte Fasern und keine denervierten Fasern anfarbt (Winter und
Bornemann, 1999). Vimentin ist auch dann noch positiv, wenn die Morphologie
keine Identifizierung der Regeneration mehr erlaubt. Regenerierende Fasern
sind nach Nekroseinduktion sieben Tage lang basophil (Schmalbruch, 1976),
wahrend sie 28 Tage lang Vimentin-positiv sind (Bornemann und Schmalbruch,
1992). Daher wurde eine Farbung mit Anti-Vimentin durchgefuhrt, um
Regeneration in den verwendeten Biopsien auszuschliellen. Keine der

verwendeten Biopsien wies Vimentin-positive Muskelfasern auf.

2.2.5.4 Farbung mit Anti-MHCs

Die untersuchten Biopsien wurden mit Anti-MHCs gefarbt, welches Typ-I-
Fasern anfarbt. Es konnte festgestellt werden, dass keine der untersuchten

Biopsien Fasertypengruppierung aufwies.
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2.2.6 Vorgehensweise bei den immunhistochemischen Farbungen

Fixierung
Die Schnitte wurden nach dem Schneiden luftgetrocknet, dann fur funf Minuten

in Aceton fixiert und anschlie®end funf Minuten in TBS hydriert.

Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitat

Hierzu wurden die Schnitte fur 15 min in einer Losung aus 250 ml Methanol und
6 ml H,O, inkubiert und danach jeweils 5 min in destillietem Wasser und TBS

gewaschen.

Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen

Hierzu wurden die Schnitte mit jeweils 100 ul Schweineserum (10%) bedeckt
und 15 min lang bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurde die

Schweineserum-Losung abgeklopft.

Primarantikorper

Auf die Schnitte wurden jeweils 100 ul Primarantikorper-Lésung gegeben
(Verdunnung der einzelnen Antikorper siehe Tabelle 1). Auf die
Negativkontrollen wurden statt dem Primarantikorper 100 ul TBS-BSA gegeben.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4 °C in einem geschlossenen Kasten als

Verdunstungsschutz.

Sekundarantikorper

Vor Auftragen des Sekundarantikorpers wurden die Schnitte fur 5 min mit TBS
gewaschen. Danach wurden jeweils 100 ul eines 1:400 mit TBS-BSA
verdunnten Anti-mouse-Antikorpers als Sekundarantikérper aufgetragen und fur

30 min inkubiert. Danach wurden die Schnitte fur 5 min in TBS gewaschen.

AB-Komplex
Zur Herstellung der AB-Komplex-Lésung (DakoCytomation, Glostrup,

Danemark) wurden Ldésung A  (Avidin) und B (biotinylierte
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Meerrettischperoxidase) im Verhaltnis 1:1:200 mit TBS gemischt. Die fertige
Lésung wurde fur 30 min bei Raumtemperatur vorinkubiert. Danach wurden
jeweils 100 ul auf die Schnitte gegeben und fur 30 min inkubiert. AnschlieRend

wurden die Schnitte fir 5 min in TBS gewaschen.

DAB-Entwicklung
Die Schnitte wurden dann fur 5 min im Dunkeln in DAB-L6sung entwickelt.

Danach wurden sie flr 5 min in TBS gewaschen.

Entwasserung

Zur Entwasserung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit
70%igem Alkohol, 96%igem Alkohol, zweimal 100%igem Alkohol jeweils 2 min

gewaschen und anschlieend zweimal 5 min in Xylol gebadet.
Eindeckeln
Zum Eindeckeln wurde HICO-MIC Mikroskopiereinschlussmittel (Hirtz & Co.,

KdIn) verwendet.

Tabelle 2: Verdunnung der einzelnen Primarantikorper

Antikorper Verdinnung
Anti-NCAM 1:100
Anti-MHCN 1:20
Anti-MHCS 1:200
Anti-MyoD1 1:50
Anti-Myogenin 1:25
Anti-Vimentin 1:25
Anti-Tenascin 1:100
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Zusammensetzung der Puffer und Losungen

1B

Zur Herstellung der TBS-Stammlosung wurden 60,6 g Tris-Base
und 163,6 g NaCl in 1,5 Liter destilliertem Wasser gelost und der
pH mit 25%iger Salzsaure (HCI) auf 7,5 eingestellt. Danach wurde

die Stammldsung mit destilliertem Wasser auf 2 Liter aufgefulit.

Die bei den Farbungen verwendete TBS-Gebrauchslésung wurde
aus der TBS-Stammlosung durch Verdunnung mit destilliertem
Wasser im Verhaltnis 1:10 und anschlie®ende Einstellung des pH

auf 6,0 hergestellt.

TBS-BSA

Die TBS-BSA-L6sung wurde hergestellt, indem 100 mg Albumin

in 100 ml TBS-Gebrauchsldosung geldst wurden

ABC-L6sung

Zur Herstellung der ABC-Lésung wurden 5 pl Avidin und 5 pl
Biotin mit 1 ml TBS-Gebrauchslosung verdunnt und vor

Verwendung noch 30 min beiRaumtemperatur vorinkubiert.

Substratpuffer

Hierfur wurden 21 g Zitronensaure Monohydrat, 34 g Imidazole
und 29,2 g NaCl mit 400 ml destillietem Wasser aufgeldst, auf
einen pH von 7,0 eingestellt und mit destillietem Wasser auf 500

ml aufgefullt.
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DAB

Die DAB-LO6sung wurde hergestellt, indem 95 bis 100 mg DAB in
150 ml destilliertem Wasser, 20 ml Substratpuffer und 66,6 pnl
H202 (30%) gelost wurden und auf 200 ml mit destilliertem Wasser

aufgeflllt wurden. Vor Gebrauch wurde die DAB-L&sung filtriert.

2.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung (HE-Farbunq)

Von allen Biopsien wurde zusatzlich zu den immunhistochemischen Farbungen
noch eine HE-Farbung durchgefuhrt. Dabei wurden die geschnittenen
Praparate luftgetrocknet und fur eine Minute in Hamatoxylin-Lésung gegeben.
Anschlieltend wurden sie in Leitungswasser gespllt, kurz in Eosin getaucht und
dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit den Alkoholkonzentrationen 70%,
80%, 96%, 100% und Xylol entwassert.

In der HE-Farbung farbt Hamatoxylin die aufgrund ihres DNA-Reichtumes

basophilen Zellkerne blau an, Eosin farbt das eosinophile Zytoplasma rot.

2.4 Auswertung

2.4.1 Analyse der immunhistochemisch positiven Fasern

Von allen verwendeten Biopsien wurden Schnitte mit Farbungen mit Anti-
NCAM, Anti-MHCn, Anti-Myogenin, Anti-MyoD1 und Anti-Tenascin auf ihre

Menge an positiven Fasern untersucht.

Dabei wurde ein Mikroskop vom Typ Polyvar (Reichert-Jung) verwendet, das

mit 4-fach, 10-fach, 20-fach und 40-fach Objektiven ausgestattet war.

Auf jedem Schnitt wurde ein Areal von 200 Fasern untersucht und die Menge
der positiven Fasern aufgetrennt in normal grol3e, angular-atrophe und kleine
Fasern analysiert. Auf den verschiedenen Schnitten einer Biopsie wurde jeweils

das gleiche Areal fur die verschiedenen verwendeten Antikorper untersucht.
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Aus der absoluten Menge an positiven Fasern wurde der prozentuale Anteil

ermittelt.

In den Farbungen mit Anti-NCAM und Anti-MHCn wurden alle Fasern, deren
Zytoplasma angefarbt war, als positiv gewertet, bei Anti-Myogenin und Anti-
MyoD1 alle Fasern, die mindestens einen angefarbten Zellkern besalien und in
der Farbung mit Anti-Tenascin alle Fasern, bei denen die angrenzende

Extrazellularmatrix angefarbt war.

2.4.2 Statistik

Fir die jeweiligen Farbungen (NCAM, MHCn, Myogenin) wurden nach
morphologischen Kollektiven getrennt (normal grof3e, angular-atrophe und
kleine Muskelfasern) die Anteile an positiv markierten Muskelfasern im
Verhaltnis zu der analysierten Gesamtfaserzahl gebildet. Die Expressionsraten
fur Tenascin in ,akuten“ Fallen im Vergleich zu ,chronisch® pathologisch
veranderten Biopsien wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Tests analysiert, da hier
keine Normalverteilung der Daten vorlag. Als Signifikanzniveau wurde jeweils
ein Wert von a=0,05 gewahlt. Multiples Testen wurde mit dem Bonferroni-Holm-
Verfahren korrigiert. Zur Datenauswertung wurde das statistische Software-

Programm JPM 7.0 (www.jmp.com) benutzt.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologische Beobachtungen

In den untersuchten Biopsien unterscheiden sich die einzelnen Fasern

hinsichtlich Form und GroRe.

Es finden sich in allen Biopsien Fasern von normaler Grofde und Form, wie sich

auch in gesundem Muskel vorkommen.

In allen untersuchten Biopsien liegen aul’erdem angular-atrophe Fasern vor,
wie sie typisch fur Biopsien mit neurogener Atrophie sind (Abbildung 9). Diese

kommen in den einzelnen Biopsien in unterschiedlicher Zahl vor.

Weiterhin fallen kleine Muskelfasern auf, die in einigen Biopsien in Gruppen
angeordnet sind, teilweise jedoch auch einzeln zwischen angular-atrophen und
normal grof3en Muskelfasern liegen (Abbildungen 16 bis 19). Ihr Durchmesser
betragt unter 10 um. In der HE-Farbung lassen sich diesen kleinen Fasern

Kerne zuordnen.

Wir haben angestrebt, ein moglichst breites Spektrum an Biopsien mit
neurogener Atrophie auf die Expression der verschiedenen Marker zu
untersuchen. Daher haben wir Biopsien ausgewahlt, in denen die

verschiedenen Faserformen in unterschiedlicher Haufigkeit auftreten.

Es gibt Biopsien, in denen die meisten Fasern von normaler Form und GroRe
sind, sich nur wenige angular-atrophe Fasern finden und kleine Fasern nur
vereinzelt oder gar nicht vorkommen. Diese Biopsien zeigen meist auch wenig
allgemeine Veranderungen, wie Fibrose oder Proliferation von Fettgewebe und
ahneln noch dem Bild des gesunden Muskels. Wir haben diesen Typ der

neurogenen Atrophie als ,akut” bezeichnet (Abbildung 11).

Demgegenuber kann man Biopsien stellen, in denen sich zahlreiche angular-
atrophe Fasern finden und reichlich kleine Fasern vorliegen. Diese Biopsien

weichen sehr stark vom Bild des gesunden Muskels ab und weisen z.T. auch
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allgemeine Veranderungen wie Fibrose auf. Diesen Typ der neurogenen

Atrophie haben wir als ,chronisch“ bezeichnet (Abbildung 12).
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Abbildung 11:
HE-Farbung.
Beispiel fir eine
Muskelbiopsie
vom ,akuten”
Typ: Die
Muskelfasern
unterscheiden
sich in Form und
Grolde nur wenig
von normaler

Muskulatur.

Abbildung 12: HE-
Farbung. Beispiel
fur eine
Muskelbiopsie vom
,chronischen® Typ:
Es finden sich
mehr angular-
atrophe und kleine
Fasern als grol3e
Fasern. Die
Biopsie weicht
durch Fibrose und
Einbau von
Fettzellen
morphologisch
stark von normaler

Muskulatur ab.
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3.2 Anqgular-atrophe Fasern

3.2.1 Vergleich der durchschnittlichen Menge an positiven angular-atrophen

Fasern und der Haufigkeitsverteilung fur die verschiedenen Marker (NCAM,

MHCn, Myogenin)

3.2.1.1 NCAM

Die Haufigkeit der NCAM-positiven angular-atrophen Fasern ist in Tabelle 3

dargestellt.

Tabelle 3: Anteil

insgesamt

NCAM-positiver

Fasern von angular-atrophen Fasern

NCAM

0% von Fasern

1-33% von

34-66% von

67-100% von

Durchschnittliche Anzahl

an positiven angular-

positiv Fasern positiv | Fasern positiv | Fasern positiv | 4 oonen Fasern bezogen
auf Gesamtzahl an
angular-atrophen Fasern
Angular- 4 Biopsien 29 Biopsien 28 Biopsien 5 Biopsien 33,0% (95%-
atrophe
positive Konfidenzintervall:
= 6,1% = 43,9% = 42,4% = 7,6%

Fasern

27,4-38,6%)

Es finden sich viele NCAM-negative angular-atrophe Fasern (Abbildung 13a).

Die Menge der NCAM-negativen angular-atrophen Fasern unterscheidet sich in

den einzelnen Biopsien stark und reicht von 0 bis 100%.

3.2.1.2 MHCn

Die Haufigkeit der MHCn-positiven angular-atrophen Fasern ist in Tabelle 4

dargestellt.
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Tabelle 4: Anteil MHCn-positiver Fasern an angular-atrophen Fasern

MHCn

0% von Fasern

positiv

1-33% von

Fasern positiv

34-66% von

Fasern positiv

67-100% von

Fasern positiv

Durchschnittliche
Anzahl an
positiven
angular-atrophen
Fasern (Rest

positiv)

Angular-
atrophe
positive

Fasern

3 Biopsien

= 4,6%

28 Biopsien

= 43,1%

29 Biopsien

= 44,6%

5 Biopsien

= 7,7%

36,4%
(95%-KI:
31,0-
41,8%)

Auch far MHCn finden sich sehr viele negative angular-atrophe Fasern. Die

einzelnen Biopsien unterscheiden sich in der Anzahl der MHCn-negativen

angular-atrophen Fasern stark und liegen in einem Bereich von 17,9% bis

100%.

Die Menge an MHCn-positiven und NCAM-positiven angular-atrophen Fasern

unterscheidet sich nicht signifikant (p=0,28). Es liegen durchschnittlich nur

geringfligig mehr MHCn-positive als NCAM-positive angular-atrophe Fasern vor

(Diagramm 1).
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60%

50%

40% -

30% -

20% -

10% -

0% -

0-33% positiv

ENCAM

B MHCn

34-66% positiv

67-100%

durchschnittliche
Menge an

positiven angular-

atrophen Fasern

Diagramm 1: Vergleich der Menge der NCAM- mit der Menge der MHCn-

positiven angular-atrophen Fasern: Auf der y-Achse ist der Prozentsatz der

Biopsien, die in die entsprechende Kategorie gehodren, aufgetragen. Die

Verteilung von NCAM und MHCn auf die Prozentbereiche und auch die

durchschnittiche Menge an positiven angular-atrophen Fasern stimmt fast

Uberein.
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3.2.1.3 Myogenin

Die Haufigkeit der Myogenin-positiven angular-atrophen Fasern ist in Tabelle 4

dargestellt.

Tabelle 5: Anteil Myogenin-positiver Fasern an angular-atrophen Fasern

Myogenin | 0% von angular- | 1-33% von 34-66% von | 67-100% von | Mittelwert
atrophen angular- angular- angular-
Fasern positiv atrophen atrophen atrophen
Fasern Fasern Fasern
positiv positiv positiv
positive 37 Biopsien 9 Biopsien 10 Biopsien 8 Biopsien 18,0 %
angular- (95%-KI:
atrophe = 57,8% = 14,1% = 15,6% = 12,5% 10.8-
Fasern 25,2%)

Vergleicht man das Vorkommen von NCAM und MHCn mit dem von Myogenin,

so fallen deutliche Unterschiede auf: Wahrend es kaum Biopsien gibt, in denen

keine NCAM- und keine MHCn-positiven Fasern vorkommen, finden sich in

uber der Halfte der Biopsien keine Myogenin-positiven Fasern (Tabelle 6,

Diagramm 2).

Betrachtet man nur die Biopsien, in denen Myogenin-positive angular-atrophe

Fasern vorkommen, fallt jedoch auf, dass haufig ein im Vergleich zu NCAM und
MHCn hoher Prozentsatz positiv ist. (Tabellen 3-5) (Abbildung 15).
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Tabelle 6: Anzahl der Biopsien, in denen 0% der angular-atrophen Fasern

positiv sind

NCAM MHCn Myogenin
Anzahl der 4 Biopsien 3 Biopsien 37 Biopsien
Biopsien, in (entspricht 6,1%) | (entspricht 4,6%) | (entspricht 57,8%)

denen 0% der
angular-atrophen
Fasern positiv

sind

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%

30,00%

20,00%

10,00%

0,00% -
NCAM MHCn Myogenin

Diagramm 2: Prozentsatz der Biopsien, in denen 0% der angular-atrophen
Fasern positiv sind: Es gibt deutliche mehr Biopsien, in denen keine Myogenin-
positiven angular-atrophen Fasern vorkommen, als Biopsien, in denen keine

NCAM- oder MHCn-positiven angular-atrophen Fasern vorliegen.
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Abbildung 13: a: Farbung mit Anti-NCAM: Es sind zahlreiche negative angular-
atrophe Fasern zu sehen, drei normal gro3e Fasern sind positiv; b: gleiche Stelle
in der Farbung mit MHCn, der Stern markiert korrespondierende Fasern: im
Gegensatz zur Farbung mit Anti-NCAM sind einige der angular-atrophen Fasern

positiv, die drei NCAM-positiven normal grof3en Fasern hingegen sind MHCn-
negativ.

61



Ergebnisse

Abbildung 14: Farbung mit Anti-NCAM (Bild a) und Anti-MHCn
(Bild b): In Bild a und b sind fast immer die gleichen Fasern
NCAM- und MHCn-positiv. Der Stern markiert
korrespondierende Fasern.

62



Ergebnisse

Abbildung 15: Farbung mit Anti-Myogenin: Feld von angular-atrophen

Fasern. Alle angular-atrophen Fasern des Feldes sind Myogenin-positiv.

3.2.2 Vergleich der Menge an positiven angular-atrophen Fasern in den

einzelnen Biopsien fur die verschiedenen Marker (NCAM, MHCn, Myogenin)

Betrachtet man nur die durchschnittlichen Werte der fur NCAM bzw. MHCn
positiven angular-atrophen Fasern, so sind kaum Unterschiede zwischen den
beiden Markern erkennbar. Sowohl in der durchschnittichen Menge der
positiven angular-atrophen Fasern als auch in der Verteilung der Biopsien auf
die Prozentbereiche an positiven Fasern stimmen NCAM und MHCn beinahe
uberein (Diagramm 1). Myogenin hingegen weicht von NCAM und MHCn ab: Es

gibt haufiger Biopsien, in denen keine Myogenin-positiven angular-atrophen
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Fasern vorkommen. In den Biopsien, in denen Myogenin vorkommt, ist jedoch

meist ein groRer Teil der angular-atrophen Fasern positiv (Abbildung 15).

Vergleicht man die Menge der fur die verschiedenen Marker positiven angular-
atrophen Fasern jedoch in den einzelnen Biopsien, so fallen auch im Vergleich
von NCAM und MHCn Unterschiede auf. In den einzelnen Biopsien ahnelt sich
die Anzahl der NCAM- und der MHCn-positiven angular-atrophen Fasern
keineswegs immer. Es gibt einige Biopsien, in denen die Menge der NCAM-
positiven angular-atrophen Fasern Uberwiegt, in anderen Biopsien Uberwiegt
die Menge der MHCn-positiven angular-atrophen Fasern (Abbildung 13). Die
Diagramme 3 bis 5 =zeigen die unterschiedliche Menge der fur die
verschiedenen Marker positiven angular-atrophen Fasern in den einzelnen
Biopsien. Es fallt auf, dass die Werte der einzelnen Marker haufig weit

voneinander abweichen und keiner klaren GesetzmaRigkeit folgen.

Betrachtet man die Menge der Myogenin-positiven Fasern in den einzelnen
Biopsien, so fallt auf, dass in vielen Biopsien gar keine Myogenin-positiven
Fasern vorkommen. Allerdings gibt es mehr Biopsien, in denen sehr viele
Myogenin-positive angular-atrophe Fasern (>80%) vorkommen, als es Biopsien
gibt, in denen sehr viele NCAM- oder MHCn-positive angular-atrophen Fasern

vorkommen (Diagramme 3 bis 5).

Betrachtet man jedoch die einzelnen Marker genau nach aufsteigender Menge
an angular-atrophen Fasern, so fallen teilweise Zusammenhange zwischen den

Markern auf:

In Diagramm 3 sind die Biopsien nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven
angular-atrophen Fasern geordnet. Die Werte fir NCAM und Myogenin folgen
nicht den aufsteigenden MHCn-Werten, stehen also nicht in direktem
Zusammenhang mit MHCn. Es fallt jedoch auf, dass in dem Bereich, wo die
Werte fur MHCn noch relativ niedrig sind, haufiger 0% an Myogenin-positiven
angular-atrophen Fasern vorkommen als im dem Bereich, in dem MHCn hohere

Werte annimmt. Doch auch in Biopsien mit hohen Werten fir MHCn-positiven
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angular-atrophe Fasern liegen teilweise keine Myogenin-positiven angular-

atrophen Fasern vor.

Diagramm 4 zeigt die Werte der positiven angular-atrophen Fasern fur die
einzelnen Marker nach aufsteigender Menge der Myogenin-positiven angular-
atrophen Fasern an. Es fallt auf, dass in den Biopsien mit 0% Myogenin-
positiven angular-atrophen Fasern MHCn haufiger niedrige Werte annimmt als
in Biopsien, in denen Myogenin-positive angular-atrophe Fasern vorkommen.
Desweiteren fallt auf, dass NCAM sich in den Fallen, in denen Myogenin-
positive angular-atrophe Fasern vorkommen, auf einen engeren Bereich
konzentriert als in Fallen, in denen die Myogenin-positiven angular-atrophen
Fasern den Wert 0% annehmen. Hier sind die Werte fur NCAM breiter gestreut
und konzentrieren sich weniger eng um den Durchschnittswert (ca. 33 % der

angular-atrophen Fasern positiv).

In Diagramm 5 sind die Biopsien nach aufsteigenden Werten der NCAM-
positiven angular-atrophen Fasern angeordnet. Hier ist zu sehen, dass in dem
Bereich, in dem die Werte fir NCAM eher niedrig sind und in dem Bereich, in
dem sie eher hoch sind, haufiger 0% an Myogenin-positiven angular-atrophen
Fasern vorkommen als in dem Bereich, in dem NCAM eine mittlere Menge an
positiven angular-atrophen Fasern zeigt. Auflerdem nimmt MHCn, wenn NCAM
einen sehr niedrigen Wert annimmt, auch einen eher niedrigen Wert an. Eine
direkte Assoziation zwischen NCAM und MHCn ist jedoch nicht ersichtlich.

Diagramm 6 zeigt die durchschnittlichen Werte der fur die einzelnen Marker
positiven angular-atrophen Fasern: Die Menge der MHCn und der NCAM-
positiven angular-atrophen Fasern unterscheidet sich nicht signifikant (p=0,28),
wahrend fur Myogenin signifikant weniger angular-atrophe Fasern positiv sind
als fur NCAM (p=0,0011) und MHCn (p<0,0001).
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Diagramm 3: Verteilung der Prozentwerte der flr einen bestimmten Marker positiven angular-atrophen Fasern (y-Achse) in
den einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet in nach Menge der MHCn-positiven angular-atrophen Fasern
in aufsteigender Reihenfolge); rotes Quadrat: Myogenin; blaue Raute: NCAM; grines Dreieck: MHCn: In Biopsien mit wenig

MHCn ist Myogenin haufiger negativ als in Biopsien mit viel MHCn.
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Diagramm 4: Verteilung der Prozentwerte der flr einen bestimmten Marker positiven angular-atrophen Fasern (y-Achse) in
den einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet in nach Menge der Myogenin-positiven angular-atrophen
Fasern in aufsteigender Reihenfolge); rotes Quadrat: Myogenin; blaue Raute: NCAM; grunes Dreieck: MHCn: In den Biopsien,
in denen keine Myogenin-positiven Fasern vorkommen, findet sich haufiger wenig MHCn als in den Biopsien, in denen mehr
Myogenin vorkommt. In den Biopsien, in denen sich Myogenin-positive angular-atrophe Fasern finden, liegt NCAM meist im
mittleren Bereich, wahrend es in Myogenin-negativen Biopsien eher vorkommt, dass sich sehr wenige oder sehr viele NCAM-
positive angular-atrophe Fasern finden.
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Diagramm 5: Verteilung der Prozentwerte der flr einen bestimmten Marker positiven angular-atrophen Fasern (y-Achse) in
den einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet nach Menge der NCAM-positiven angular-atrophen Fasern
in aufsteigender Reihenfolge); rotes Quadrat: Myogenin; blaue Raute: NCAM; grines Dreieck: MHCn: In Biopsien mit wenig
NCAM und in Biopsien mit viel NCAM finden sich haufiger nur Myogenin-negative angular-atrophe Fasern als in Biopsien mit

einer mittleren Menge an NCAM-positiven angular-atrophen Fasern.
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Diagramm 6: Menge der fur die einzelnen Marker durchschnittlich positiven
angular-atrophen Fasern in Prozent mit 95%-Konfidenzintervall. Fir NCAM und
MHCn sind signifikant mehr angular-atrophe Fasern positiv als fur Myogenin.
Die Analyse erfolgte mit gepaartem t-Test (**0,0001<p<0,01; ***p<0,0001).

3.2.2.1 Biopsien mit mehr MHCn-positiven anqular-atrophen Fasern als NCAM-

positiven anqular-atrophen Fasern

In einigen Biopsien kommen deutlich mehr MHCn-positive angular-atrophe
Fasern vor als NCAM-positive angular-atrophe Fasern (Abbildung 13). Diese
Gruppe kann man weiter unterteilen in Biopsien mit wenig NCAM-positiven
angular-atrophen Fasern und in Biopsien mit vielen MHCn-positiven angular-

atrophen Fasern.

Betrachtet man die Gruppen getrennt voneinander, so fallt auf, dass die
Biopsien mit wenig NCAM-positiven angular-atrophen Fasern und einer
durchschnittichen Menge an MHCn-positiven angular-atrophen Fasern meist
eher vom ,akuten® Typ sind. Es kommen hier aulferdem seltener Myogenin-

positive Fasern vor.
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Die Biopsien, in denen viele MHCn-positive angular-atrophe Fasern vorliegen

und eine mittlere Menge an NCAM-positiven angular-atrophen Fasern, sind

haufiger vom ,chronischen Typ“. Es finden sich haufiger Myogenin-positive

Fasern (Tabelle 7).

Tabelle 7: Auflistung aller Biopsien, in denen die Menge der MHCn-positiven

angular-atrophen Fasern > 25% Uber der Menge der NCAM-positiven angular-

atrophen Fasern liegt und ihrer Merkmale.

Merkmale Biopsien mit wenig | Biopsien mit viel Alle
NCAM MHCn untersuchten
Biopsien
Gesamtzahl der 9 (entspricht 100%) | 7 (entspricht 100%) | 66

Biopsien

Anzahl ,akuter” Falle

6 (entspricht
66,7%)

1 (entspricht
14,3%)

35 (entspricht
53,0%)

Anzahl ,chronischer*

Falle

3 (entspricht 33,3%)

6 (entspricht
85,7%)

31 (entspricht
47,0%)

Biopsien mit weniger
als 5% Myogenin-
positiven angular-

atrophen Fasern

8 (entspricht 88,9%)

3 (entspricht
42,9%) (bei einer
Biopsie war
Myogenin nicht zu

beurteilen)

39 (entspricht
60,9%) (bei
zwei Biopsien
war Myogenin
nicht zu

beurteilen)

Biopsien mit mehr als
5% Myogenin-positiven
angular-atrophen

Fasern

1 (entspricht 11,1%)

3 (entspricht
42,9%) (bei einer
Biopsie war
Myogenin nicht zu

beurteilen)

25 (entspricht
39,1%) (bei
zwei Biopsien
war Myogenin
nicht zu

beurteilen)
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3.2.2.2 Biopsien mit mehr NCAM-positiven angular-atrophen Fasern als MHCn-

positiven angular-atrophen Fasern

In einigen Biopsien finden sich deutlich mehr NCAM-positive angular-atrophe
Fasern als MHCn-positive angular-atrophe Fasern. Vergleicht man diese
Biopsien mit anderen Biopsien, fur die dies nicht der Fall ist, so fallt auf, dass
diese Biopsien haufiger dem Typ ,akut zugeordnet werden kdnnen. Myogenin
weisen diese Biopsien selten auf (Tabelle 8). Bei einer Unterteilung dieser
Biopsien in Falle mit besonders viel NCAM und Falle mit besonders wenig
MHCn fallen keine Unterschiede auf.

Tabelle 8: Auflistung aller Biopsien, in denen die Menge der NCAM-positiven

angular-atrophen Fasern > 25% uUber der Menge der MHCn-positiven angular-

atrophen Fasern liegt und ihrer Merkmale

Merkmale

Biopsien mit NCAM >

Alle untersuchten

MHCn bei angular- Biopsien
atrophen Fasern
Anzahl Biopsien 8 66

Anzahl ,akuter” Falle

5 (entspricht 62,5%)

35 (entspricht 53,0%)

Anzahl ,chronischer*

Falle

3 (entspricht 37,5%)

31 (entspricht 47,0%)

Biopsien mit weniger als
5% Myogenin-positiven

angular-atrophen Fasern

6 (entspricht 75%) (bei
einer Biopsie war
Myogenin nicht zu
beurteilen)

39 (entspricht 60,9%)
(bei zwei Biopsien war
Myogenin nicht zu

beurteilen)

Biopsien mit mehr als
5% Myogenin-positiven

angular-atrophen Fasern

1 (entspricht 12,5%) (bei
einer Biopsie war
Myogenin nicht zu

beurteilen)

25 (entspricht 39,1%)
(bei zwei Biopsien war
Myogenin nicht zu

beurteilen)

71




Ergebnisse

3.2.2.3 Biopsien mit etwa gleich viel NCAM- und MHCn-positiven anqular-

atrophen Fasern

In einigen Biopsien entspricht die Menge der NCAM-positiven angular-atrophen
Fasern etwa der Menge der MHCn-positiven angular-atrophen Fasern
(Abbildung 14). Diese Gruppen kann man wiederum unterteilen in Biopsien mit
insgesamt vielen NCAM- und MHCN-positiven angular-atrophen Fasern und in
Biopsien mit insgesamt wenigen NCAM- und MHCn-positiven angular-atrophen

Fasern.

Betrachtet man die Biopsien mit wenig NCAM- und wenig MHCn-positiven
angular-atrophen Fasern, so fallt auf, dass diese meist vom ,akuten® Typ sind

und eher wenig Myogenin-positive Fasern aufweisen.

Im Vergleich dazu sind die Biopsien mit vielen NCAM- und vielen MHCn-
positiven angular-atrophen Fasern haufiger vom ,chronischen® Typ und weisen

auch haufiger Myogenin-positive Fasern auf (Tabelle 9).

Tabelle 9: Auflistung aller Biopsien, in denen die Menge der NCAM-positiven
angular-atrophen Fasern < 10% uber oder unter der Menge der MHCn-

positiven angular-atrophen Fasern liegt und ihrer Merkmale

Merkmale Biopsien mit Biopsien mit mehr | Alle untersuchten
weniger als 35% als 35% Biopsien
NCAM-/MHCn- NCAM/MHCn-
positive Fasern positive Fasern

Anzahl untersuchte 11 10 66

Biopsien

Anzahl ,akuter” Falle 8 (entspricht 2 (entspricht 20%) | 35 (entspricht
72,7%) 53,0%)

Anzahl ,chronischer® 3 (entspricht 8 (entspricht 80%) | 31 (entspricht

Falle 27,3%) 47,0%)
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Biopsien mit weniger
als 5% Myogenin-
positiven angular-

atrophen Fasern

7 (entspricht
63,6%)

4 (entspricht 40%)

39 (entspricht
60,9%)

(bei zwei Biopsien
war Myogenin

nicht zu beurteilen)

Biopsien mit mehr als
5% Myogenin-positiven
angular-atrophen

Fasern

4 (entspricht
36,4%)

6 (entspricht 60%)

25 (entspricht
39,1%)

(bei zwei Biopsien
war Myogenin

nicht zu beurteilen)

3.3 Verteilungsmuster der einzelnen Marker

Betrachtet man das Verteilungsmuster der positiven Fasern auf den Schnitten,

so fallen auch hier Unterschiede zwischen NCAM und MHCn auf der einen

Seite und Myogenin auf der anderen Seite auf.

3.3.1 Verteilung der fiir die einzelnen Marker positiven Fasern auf dem

gesamten Schnitt

Wahrend die NCAM- und MHCn-positiven Fasern meist gleichmaRig Uber den

Schnitt verteilt sind, liegen die Myogenin-positiven Fasern haufig in Gruppen vor

und kommen teilweise in einem Bereich des Schnittes lokal gehauft vor, ohne

dass eine Assoziation mit dem Vorkommen von NCAM oder MHCn in diesem
Bereich besteht (Tabelle 10) (Abbildungen 15 und 16).
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3.3.2 Vorkommen der einzelnen Markern in Feldern mit kleinen Fasern

In einigen Biopsien finden sich Bereiche, in denen kleine Fasern felderartig

nebeneinander liegen.

Stets sind von diesen kleinen Fasern alle oder die Uberwiegende Anzahl MHCn-
positiv (Tabelle 10) (Abbildung 17).

In einigen Biopsien sind die meisten Fasern dieser Felder NCAM-negativ, in
anderen Biopsien NCAM-positiv. Nur in funf Biopsien von insgesamt 23
Biopsien findet man gleichzeitig Felder mit Uberwiegend NCAM-positiven
kleinen Fasern und Felder mit Gberwiegend NCAM-negativen kleinen Fasern.
Dass alle kleinen Fasern eines Feldes NCAM-positiv sind, kommt nicht vor
(Tabelle 9).

Betrachtet man diese Felder mit kleinen Fasern in der Farbung mit Anti-
Myogenin, so fallt auf, dass fast gleich haufig Felder vorkommen, in denen alle
Fasern Myogenin-negativ sind, Felder, in denen die Uberwiegende Anzahl der
Fasern Myogenin negativ ist und Felder, in denen alle Fasern Myogenin positiv
sind (Abbildung 13). Unterscheidet man die Kategorien ,alle Fasern positiv®,
,2uberwiegende Anzahl der Fasern positiv" und ,alle Fasern negativ‘, so
kommen in drei Biopsien alle drei Kategorien innerhalb einer Biopsie vor, in
sieben Biopsien kommen zwei Kategorien innerhalb einer Biopsie vor. In funf
Biopsien kommt nur eine dieser Kategorie vor, wobei zu berucksichtigen ist,
dass in zwei dieser funf Biopsien auch nur ein Feld mit kleinen Fasern

vorkommt.

Man kann somit sagen, dass sich die Verteilung der Myogenin-positiven Fasern
innerhalb der Felder mit kleinen Fasern im Gegensatz zur Verteilung der
NCAM- und MHCn-positiven Fasern von Feld zu Feld unterscheidet. MHCn
zeigt relativ konstant einen hohen Anteil an positiven Fasern in den Feldern mit
kleinen Fasern, wahrend NCAM zwar Unterschiede zwischen den einzelnen

Biopsien zeigt, innerhalb einer Biopsie jedoch nur selten.
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3.3.3 Vorkommen der einzelnen Marker in Feldern mit angular-atrophen Fasern

In einigen Biopsien finden sich Bereiche, in denen angular-atrophe Fasern

felderartig nebeneinander liegen (Abbildungen 15 und 16).

Die meisten dieser angular-atrophen Fasern sind NCAM-negativ (Abbildung
16). Nur in drei Biopsien finden sich Felder, in denen die Uberwiegende Zahl der
angular-atrophen Fasern positiv ist. Dass alle angular-atrophen Fasern eines
Feldes NCAM-positiv sind, kommt nicht vor (Tabelle 10).

Fir MHCn hingegen sind diese in Feldern angeordneten angular-atrophen
Fasern haufiger positiv. In 17 Biopsien finden sich Felder, in denen alle oder die
uberwiegende Zahl der angular-atrophen Fasern MHCn-positiv sind. Davon
liegen in 15 Biopsien nur solche Felder vor und keine Felder, in denen die
meisten angular-atrophen Fasern negativ sind. Nur in zwei Biopsien finden sich
zugleich Felder mit angular-atrophen Fasern, in denen die Uberwiegende Zahl
der angular-atrophen Fasern negativ ist und Felder, in denen die Uberwiegende

Zahl der angular-atrophen Fasern positiv ist (Tabelle 10).

Wahrend fur MHCn meist nur die Uberwiegende Zahl der angular-atrophen
Fasern eines Feldes, weniger haufig alle angular-atrophen eines Feldes positiv
sind, ist dies bei Myogenin umgekehrt: Es kommt haufiger vor, dass alle
angular-atrophen Fasern eines Feldes ohne Ausnahme Myogenin-positiv sind
(Abbildungen 15 und 16), als dass sich in einem Feld einzelne Myogenin-
negative angular-atrophe Fasern finden. Doch auch Felder, in denen fast alle
Fasern Myogenin-negativ sind, kommen vor. Wie schon bei den Feldern mit
kleinen Fasern, finden sich auch hier haufig unterschiedliche Verteilungen der
Menge der Myogenin-positiven angular-atrophen Fasern in den verschiedenen
Feldern innerhalb einer Biopsie. Betrachtet man auch hier die Kategorien ,alle
Fasern positiv‘, ,0berwiegende Zahl der Fasern positiv® und ,alle Fasern
negativ‘, so kommen von 9 Biopsien in drei Biopsien nur Felder einer Kategorie
vor. In vier Biopsien finden sich zwei Kategorien und in zwei Biopsien sogar alle
drei Kategorien innerhalb einer Biopsie. In drei Biopsien finden sich gleichzeitig

die Kategorien ,alle Fasern positiv* und ,alle Fasern negativ‘ (Tabelle 10).
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Man kann somit sagen, dass sich Myogenin von NCAM und MHCn vor allem
dahingehend unterscheidet, dass in den Feldern einer Biopsie selten eine
einheitliche Menge an Fasern positiv ist. Stattdessen finden sich in den
einzelnen Feldern mit angular-atrophen Fasern in einer Biopsie teilweise vollig
unterschiedliche Mengen an positiven Fasern. Aulerdem fallt auf, dass haufig
alle Fasern eines Feldes mit angular-atrophen Fasern Myogenin positiv sind
(Abbildung 13), wahrend dies fur MHCn seltener und fir NCAM nie der Fall ist
(Tabelle 10).

Tabelle 10: Verteilung der fur die verschiedenen Marker positiven Fasern auf
den Schnitten und Menge der positiven Fasern in Feldern mit kleinen bzw.
angular-atrophen Fasern (in manchen Biopsien kommen Felder mit
Uberwiegend negativen, Uberwiegend positiven und nur positiven Fasern vor,

daher ergeben die Werte dieser Kategorien zusammen mehr als 100%).

NCAM MHCn Myogenin
Gesamtzahl an 66 Biopsien 65 Biopsien 22 Biopsien (nur
untersuchten Biopsien
Biopsien untersucht, in

denen > 10%
positive Fasern

vorkommen)

Lokale Haufung von | 1 Biopsie 3 Biopsien 14 Biopsien

positiven Fasern

Positive Fasern 65 Biopsien 62 Biopsien 8 Biopsien

gleichmaliig verteilt

Felder mit kleinen 23 Biopsien 23 Biopsien 15 Biopsien

Fasern kommen vor

- Fasernin 17 Biopsien 0 Biopsien 8 Biopsien
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Feld (entspricht 73,9% | (entspricht 0% von | (entspricht 53,3%
Uberwiegend | von 23 Biopsien) | 23 Biopsien) von 15 Biopsien)
negativ
- Fasernin 11 Biopsien 15 Biopsien 10 Biopsien
Feld , . ,
. . (entspricht 47,8% | (entspricht 65,2% | (entspricht 66,7%
uberwiegend o o o
N von 23 Biopsien) | von 23 Biopsien) von 15 Biopsien)
positiv
- Alle Fasern O Biopsien 16 Biopsien 7 Biopsien
in Feld , , ,
" (entspricht 0% von | (entspricht  70,0% | (entspricht 46,7%
ositiv
P 23 Biopsien) von 23 Biopsien) von 15 Biopsien)
Felder mit angular- | 16 Biopsien 16 Biopsien 9 Biopsien
atrophen Fasern
kommen vor
- Fasernin 15 Biopsien 6 Biopsien 4 Biopsien
Feld . . .
) (entspricht 93,8% | (entspricht 37,5% | (entspricht 44,4%
uberwiegend o o o
_ von 16 Biopsien) von 16 Biopsien) von 9 Biopsien)
negativ
- Fasernin 3 Biopsien 12 Biopsien 6 Biopsien
Feld , . ,
. . (entspricht 18,8% | (entspricht 75% | (entspricht 66,7%
uberwiegend o o o
- von 16 Biopsien) von 16 Biopsien) von 9 Biopsien)
positiv
- Alle Fasern O Biopsien 5 Biopsien 7 Biopsien
in Feld . . .
" (entspricht 0% von | (entspricht  31,3% | (entspricht 77,8%
positiv

16 Biopsien)

von 16 Biopsien)

von 9 Biopsien)
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Cc

Abbildung 16: Farbung mit Anti-MHCn (a), Anti-NCAM (b) und Anti-Myogenin (c).
Die verschiedenen Farbungen zeigen eine sehr unterschiedliche Verteilung der
positiven angular-atrophen Fasern. Fast alle Fasern sind Myogenin-positiv,
jedoch nur wenige sind positiv fir MHCn oder NCAM. Der Stern markiert

korrespondierende Fasern.

3.4 Kleine Fasern

Neben angular-atrophen und normal grofen Fasern liegen in 50 von 66
untersuchten Biopsien (entspricht 75,8% der Biopsien) im ausgezahlten Bereich
kleine Fasern vor, die mit einem Durchmesser von weniger als 10 um deutlich
kleiner als die normal gro3en und angular-atrophen Fasern sind (Abbildungen
17 bis 21). Von der Form her sind diese Fasern, die im Folgenden als ,kleine
Fasern® bezeichnet werden, meist rundlich, ahnlich den normal gro3en Fasern.
In der HE-Farbung konnten den kleinen Fasern Zellkerne zugeordnet werden.
Viele kleine Fasern waren mit Anti-NCAM oder Anti-MHCn anfarbbar, was

darauf hinweist, dass es sich um Muskelfasern handelt.
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Die Menge der kleinen Fasern ist in den einzelnen Biopsien sehr
unterschiedlich. Von 200 untersuchten Fasern waren zwischen drei und 146
Fasern kleine Fasern. Im Durchschnitt handelte es sich in den 50 Biopsien, in
denen kleine Fasern vorkamen, bei 52,5 von 200 untersuchten Fasern um
kleine Fasern. Dies entspricht 26,3%.Die kleinen Fasern verteilten sich
unterschiedlich auf den Schnitten: In einigen Biopsien fanden sich Areale, in
denen nur kleine Fasern vorlagen (Abbildung 17,19 und 21), in anderen
Biopsien lagen die kleinen Fasern gleichmaRig verteilt zwischen den normal
grolRen und angular-atrophen Fasern (Abbildungen 18 und 20) und in wiederum
anderen Biopsien fanden sich Areale mit kleinen Fasern und zusatzlich kleine
Fasern, die zwischen den normal gro3en und angular-atrophen Fasern verteilt

lagen.

3.4.1 Vergleich der durchschnittlichen Menge an positiven kleinen Fasern und

der Haufigkeitsverteilung fur die verschiedenen Marker (NCAM, MHCn,
Myogenin)

3.4.1.1 NCAM

Die Haufigkeit der NCAM-positiven kleinen Fasern ist in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Anteil NCAM-positiver Fasern von kleinen Fasern insgesamt

NCAM [ 0%

von

Fasern positiv

1-33%

Fasern positiv

von

34-66%

von

Fasern positiv

67-100%

von

Fasern positiv

Durchschnittliche
Anzahl

positiven kleinen

an

Fasern bezogen

auf Gesamtzahl

an kleinen
Fasern
Kleine | 1 Bjopsie 17 Biopsien 25 Biopsien 7 Biopsien 40,8%
positive
95%-KI:
Fasem = 2% = 34% = 50% o 149 | O°0%
34,7-
47,0%)
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Die Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern unterscheidet sich von Biopsie
zu Biopsie und reicht von 0% bis 84%. Im Durchschnitt sind 40,8% (95%-
Konfidenzintervall: 34,7-47,0%) der kleinen Fasern NCAM-positiv, also weniger

als die Halfte. Abbildung 19 zeigt NCAM-positive kleine Fasern.

3.4.1.2 MHCn
Die Haufigkeit der MHCn-positiven kleinen Fasern ist in Tabelle 12 dargestellt.

Tabelle 12: Anteil MHCn-positiver Fasern an kleinen Fasern.

MHCn | 0% von | 1-33%  von | 34-66%  von | 67-100% von | Purchschnitiiche
Anzahl
Fasern Fasern positiv | Fasern positiv | Fasern positiv | jositiven Kieinen
positiv Fasern
Keine | O Biopsien 0 Biopsien 6 Biopsien 44 Biopsien 82,0%
positive
Fasern = 0% = 0% = 129, = 88% (95%-K|2
78,0-
86,1%)

Die Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern liegt in allen Biopsien zwischen
44,4% und 100%. Im Gegensatz zur Menge der NCAM-positiven kleinen
Fasern unterscheidet sich die Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern von
Biopsie zu Biopsie weniger stark. In den meisten Biopsien sind zwischen 67%
und 100% der kleinen Fasern MHCn-positiv. Auch sind deutlich mehr kleine
Fasern MHCn-positiv als NCAM-positiv: Wahrend im Durchschnitt 40,8% (KI:
34,7-47,0%) der kleinen Fasern NCAM-positiv sind, sind 82,0% (78,0-86,1%)
MHCn-positiv. Unter den untersuchten Biopsien ist keine Biopsie, in der die
Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern die der MHCn-positiven kleinen
Fasern Ubersteigt (Abbildung 17). Nur selten finden sich NCAM-positive kleine
Fasern, die fir MHCn negativ sind (Abbildung 18).
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Abbildung 17: Areal von kleinen Fasern zwischen normal gro3en und angular-
atrophen Fasern. Der Stern markiert korrespondierende Fasern.

a: kleine Fasern in der Farbung mit Anti-NCAM: Alle kleinen Fasern sind negativ.
b: gleiche Stelle in der Farbung mit Anti-MHCn: Die meisten kleinen Fasern sind
positiv, auch aulRerhalb der als Cluster angeordneten kleinen Fasern finden sich

einzelne MHCn-positive kleine Fasern.
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Abbildung 18: Farbungen mit Anti-NCAM (a) und Anti-MHCn (b).
Hier zeigt sich der seltene Fall von NCAM-positiven Fasern, die
zugleich MHCn-negativ sind (Pfeile). Der Stern dient zur

Orientierung und markiert einander entsprechende Fasern.
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Abbildung 19: Farbung
mit Anti-NCAM. Die
Abbildung zeigt eine
Gruppe von NCAM-

positiven kleinen Fasern.

Abbildung 20: Farbung
mit Anti-MHCn. Hier
sieht man eine kleine
Faser, die einzeln
zwischen normal
grofRen und angular-
atrophen Fasern liegt.
Sie ist deutlich MHCn-

positiv.
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3.4.1.3 Myogenin

Die Haufigkeit der Myogenin-positiven kleinen Fasern ist in Tabelle 13

dargestellt.
Tabelle 13: Anteil Myogenin-positiver Fasern an kleinen Fasern
Myogenin | 0% von | 1-33% von | 34-66%  von | 67-100% von | Mittelwert

kleinen Fasern | kleinen Fasern | kleinen Fasern | kleinen

positiv positiv positiv Fasern

positiv

positive 25 Biopsien 9 Biopsien 12 Biopsien 4 Biopsien 20,5 %
kleine (KI:12,3-
Fasern = 50% = 18% = 24% = 8% 28,6%)

Ebenso wie es viele Biopsien gibt, in denen gar keine Myogenin-positiven

angular-atrophen Fasern vorkommen, kommen auch in der Halfte der Biopsien

keine Myogenin-positiven kleinen Fasern vor. Im Vergleich zur Menge der

NCAM- bzw. MHCn-positiven kleinen Fasern sind fur Myogenin deutlich

weniger kleine Fasern positiv. Betrachtet man jedoch nur die Biopsien, in denen

Myogenin-positive kleine Fasern vorkommen (Abbildung 21), so ahnelt die

Verteilung der Biopsien auf die Prozentbereiche der Verteilung der NCAM-

positiven kleinen Fasern. Ebenso wie bei NCAM liegt der Schwerpunkt

zwischen 34% und 66% an positiven kleinen Fasern.
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Abbildung 21: Farbung mit Anti-Myogenin: Feld mit kleinen Myogenin-positiven
Fasern (dunner Pfeil). Auch eine normal grol3e Faser zeigt einen Myogenin-

positiven Zellkern (dicker Pfeil).

3.4.2 Vergleich der Menge an positiven kleinen Fasern in den einzelnen

Biopsien fir die verschiedenen Marker (NCAM, MHCn, Myogenin)

Bei Betrachtung der durchschnittlichen Werte an positiven kleinen Fasern fur
die verschiedenen Marker fallt deutlich auf, dass der Mittelwert an MHCn-
positiven kleinen Fasern signifikant Uber dem der NCAM- und Myogenin-
positiven kleinen Fasern liegt (p<0,0001). Dass die Menge der MHCn-positiven
kleinen Fasern uber der der NCAM- und Myogenin-positiven liegt, wird auch bei

der Betrachtung der einzelnen Biopsien deutlich (Abbildung 17).

Diagramm 7 zeigt die Menge der NCAM-, MHCn- und Myogenin-positiven
kleinen Marker fur jede Biopsie einzeln auf, geordnet nach aufsteigender
Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern. Man kann deutlich erkennen, dass
die Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern immer unterhalb der Menge der
MHCn-positiven Fasern liegt. Auch die Menge der Myogenin-positiven kleinen
Fasern liegt fast immer unter der Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern,

lediglich in zwei Biopsien liegt sie oberhalb der Menge flir MHCn.
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In Diagramm 8 sind die Biopsien nach zunehmender Menge an NCAM-
positiven kleinen Fasern geordnet. Wie schon in Diagramm 7 deutlich wird, ist
die Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern in allen Biopsien héher als die
Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern. Demzufolge liegen die Werte fur
die MHCn-positiven kleinen Fasern in Diagramm 8 alle uber den Werten fur die
NCAM-positiven kleinen Fasern. Im Vergleich der Menge der NCAM-positiven
kleinen Fasern mit der Menge der Myogenin-positiven kleinen Fasern Iasst sich
keine Gesetzmalligkeit feststellen. Man kann zwar sehen, dass in vielen
Biopsien keine Myogenin-positiven kleinen Fasern vorkommen, was fur NCAM
selten der Fall ist, in den Biopsien, in denen jedoch Myogenin-positive kleine
Fasern vorliegen, sind deren Werte gleichmallig Uber das Diagramm verteilt

und liegen teilweise Uber und teilweise unter denen fir NCAM.

In Diagramm 9 sind die Werte der einzelnen Marker aufsteigend nach denen
von Myogenin geordnet. Man sieht hier deutlich, dass in Uber der Halfte der
Biopsien keine Myogenin-positiven kleinen Fasern vorliegen. Zur Menge der
MHCn- und NCAM-positiven kleinen Fasern ist keine direkte Assoziation zu
erkennen, auller dass die Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern bis auf

zwei Ausnahmen immer uber der der Myogenin-positiven kleinen Fasern liegt.

Diagramm 10 zeigt die durchschnittlichen Werte der flr die einzelnen Marker
positiven kleinen Fasern: Die Menge der MHCn-, der NCAM- und der
Myogenin-positiven kleinen Fasern unterscheidet sich dabei signifikant (NCAM
und Myogenin: p=0,0002; MHCn und Myogenin: p<0,0001; MHCn und NCAM:
p<0,0001) voneinander. Es sind signifikant mehr kleine Fasern MHCn-positiv

als NCAM- oder Myogenin-positiv.
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Diagramm 7: Verteilung der Prozentwerte der flr einen bestimmten Marker positiven kleinen Fasern (y-Achse) in den

einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet nach Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern in aufsteigender

Reihenfolge); rotes Quadrat: Myogenin; blaue Raute: NCAM; grunes Dreieck: MHCn: Die Menge der MHCn-positiven kleinen

Fasern liegt in allen Biopsien Uber der Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern und bis auf zwei Ausnahmen auch immer

uber der Menge der Myogenin-positiven kleinen Fasern.
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Diagramm 8: Verteilung der Prozentwerte der fur einen bestimmten Marker positiven kleinen Fasern (y-Achse) in den
einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet nach Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern in aufsteigender
Reihenfolge); rotes Quadrat: MHCn; blaue Raute: Myogenin; griines Dreieck: NCAM: Die Menge der MHCn-positiven kleinen

Fasern liegt in allen Biopsien Uber der Menge der NCAM-positiven kleinen Fasern.
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Diagramm 9: Verteilung der Prozentwerte der flr einen bestimmten Marker positiven kleinen Fasern (y-Achse) in den
einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet in nach Menge der Myogenin-positiven kleinen Fasern in
aufsteigender Reihenfolge); rotes Quadrat: Myogenin; blaue Raute: NCAM; grunes Dreieck: MHCn: Es finden sich haufiger
Biopsien, in denen keine Myogenin-positiven kleinen Fasern vorkommen, als Biopsien, in denen keine NCAM- oder MHCn-
positiven kleinen Fasern vorkommen. Die Menge der MHCn-positiven kleinen Fasern liegt bis auf zwei Ausnahmen immer

Uber der Menge der Myogenin-positiven kleinen Fasern.
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Diagramm 10: Menge der fur die einzelnen Marker durchschnittlich positiven
kleinen Fasern in Prozent mit 95%-Konfidenzintervall. Die einzelnen Marker
unterscheiden sich signifikant in der Menge der positiven kleinen Fasern. Die
Analyse erfolgte mit gepaartem t-Test (**0,0001<p<0,01; ***p<0,0001).

3.4.3 Vergleich der Menge der fiur die einzelnen Marker positiven kleinen

Fasern in Biopsien mit verschiedener Menge an kleinen Fasern

Durchschnittlich handelt es sich in einer Biopsie bei 52,5 von 200 untersuchten
Fasern um kleine Fasern. Untersucht man die Menge der Myogenin-positiven
kleinen Fasern in Biopsie mit mehr als 52,5 kleinen Fasern von 200
untersuchten Fasern, so fallt auf, dass Myogenin in diesen Biopsien haufiger
positiv ist, als in Biopsien mit weniger als 52,5 kleinen Fasern von 200
untersuchten Fasern. In Biopsien mit vielen kleinen Fasern ist Myogenin also

haufiger positiv (Tabelle 14).
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Tabelle 14: Verteilung der Haufigkeit der Myogenin-positiven und der Myogenin-

negativen auf Biopsien mit vielen und auf Biopsien mit wenigen kleinen Fasern.

Biopsien mit Biopsien mit Alle
Uberdurchschnittlich Uberdurchschnittlich Biopsien
vielen kleinen Fasern | wenigen kleinen zusammen
(19 Biopsien, Fasern (31 Biopsien, (50
entspricht 100%) entspricht 100%) o
Biopsien,
entspricht
100%)
Keine 5 Biopsien (26,3%) 22 Biopsien (71,0%) | 27 Biopsien
Myogenin- (54%)
positiven
kleinen Fasern
vorhanden
Myogenin- 14 Biopsien (73,7%) 9 Biopsien (29,0%) 23 Biopsien
positive kleine (46%)
Fasern
vorhanden

Untersucht sucht man die Biopsien getrennt nach ihrer Menge an kleinen

Fasern auf ihre Menge an NCAM-positiven kleinen Fasern, so fallt auf, dass

Biopsien mit vielen kleinen Fasern einen grof3eren Anteil an NCAM-positiven

kleinen Fasern aufweisen, als Biopsien,

in denen wenig kleine Fasern

vorkommen. Der Unterschied ist allerdings weniger stark ausgepragt als bei

Myogenin (Tabelle 15).
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Tabelle 15: Uberdurchschnittlich viele bzw. wenige NCAM-positive kleine

Fasern in Biopsien mit vielen bzw. wenigen kleinen Fasern.

Biopsien mit Biopsien mit Alle Biopsien
uberdurchschnittlich | Gberdurchschnittlich | zusammen
vielen kleinen wenigen kleinen o
(50 Biopsien,
Fasern (19 Fasern (31 .
entspricht
Biopsien, entspricht | Biopsien, entspricht
100%)
100%) 100%)
Uberdurchschnittlich | 13 Biopsien 13 Biopsien 26 Biopsien
viele NCAM-positive | (68,4%) (41,9%) (52%)
kleine Fasern
(>40,8%)
Uberdurchschnittlich | 6 Biopsien (31,6%) | 18 Biopsien 24 Biopsien
wenige NCAM- (58,1%) (48%)

positive kleine
Fasern (<40,8%)

Auch MHCn-positive kleine Fasern finden sich in einem hdheren Prozentsatz in

Biopsien mit vielen kleinen Fasern, wahrend Biopsien mit wenigen kleinen

Fasern einen geringeren Anteil an MHCn-positiven kleinen Fasern aufweisen.

Der Unterschied ist hier aber geringer ausgepragt als bei NCAM und Myogenin

(Tabelle 16).
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Tabelle 16: Uberdurchschnittlich viele bzw. wenige MHCn-positive kleine

Fasern in Biopsien mit vielen bzw. wenigen kleinen Fasern.

Biopsien mit Biopsien mit Alle Biopsien
uberdurchschnittlich | Gberdurchschnittlich | zusammen
vielen kleinen wenigen kleinen o
(50 Biopsien,
Fasern (19 Fasern (31 .
entspricht
Biopsien, entspricht | Biopsien, entspricht
100%)
100%) 100%)
Uberdurchschnittlich | 13 Biopsien 15 Biopsien 28 Biopsien
viele MHCn-positive | (68,4%) (48,4%) (56%)
kleine Fasern
(>82,0%)
Uberdurchschnittlich | 6 Biopsien (31,6%) | 16 Biopsien 22 Biopsien
wenige MHCn- (51,6%) (44%)

positive kleine
Fasern (<82,0%)

3.5 Normal grofRe Fasern

In allen Biopsien mit neurogener Atrophie finden sich neben angular-atrophen

und kleinen Fasern auch Fasern von normaler Gréfde und Form. Einige dieser

normal grof3en Fasern sind NCAM-positiv (Abbildung 13), was fur Denervation

spricht. Andere sind NCAM-negativ, wobei man hierbei nicht sicher sagen kann,

ob diese reinnerviert sind oder gar nie denerviert waren. Man kann bei normal

grolen NCAM-negativen Fasern somit

Innervationszustand schlieRen.
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3.5.1 Vergleich der durchschnittlichen Menge an positiven normal grof3en

Fasern und der Haufigkeitsverteilung fur die verschiedenen Marker (NCAM,
MHCn, Myogenin)

3.5.1.1 NCAM

Die Haufigkeit der NCAM-positiven normal-grofien Fasern ist in Tabelle17

dargestellt.

Tabelle 17: Anteil NCAM-positiver Fasern an normal gro3en Fasern insgesamt

0% 1-33% 34-66% 67-100% Durchschnittlicher
Wert an NCAM-
positiven normal
grolden Fasern
bezogen auf
Gesamtmenge der

normal grof3en

Fasern
NCAM- | 10 51 5 Biopsien O Biopsien 10,7%
positive | Biopsien Biopsien
= 7,6% = 0%
normal
= 152% | = 77,3%
grole
Fasern

Die Menge der NCAM-positiven normal groRen Fasern liegt in allen Biopsien
zwischen 0 und 48,7%. In 38 Biopsien (entspricht 57,6%) sind weniger als 10%

der normal groRen Fasern NCAM-positiv.
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3.2.1.2 MHCn

Die Haufigkeit der MHCn-positiven normal groRen Fasern ist in Tabelle 18

dargestellt.

Tabelle 18: Anteil MHCn-positiver Fasern an normal gro3en Fasern insgesamt

0% 1-33% 34-66% 67-100% Durchschnittlicher

Wert an MHCn-
positiven normal
grolden Fasern
bezogen auf
Gesamtmenge
der normal grof3en
Fasern

MHCn- | 19 44 Biopsien 2 Biopsien 0 Biopsien 4,9%

positive Biopsien

normal = 67,7% = 3,1% = 0%

grolRe =>

Fasern 29.2%

Die Menge der MHCn-positiven normal groRen Fasern liegt in allen Biopsien

zwischen 0 und 40,4%. In 58 Biopsien (entspricht 89,2%) sind weniger als 10%

der normal grof3en Fasern MHCn-positiv. Im Vergleich zur Menge der NCAM-

positiven normal groRen Fasern ist die Menge der MHCn-positiven normal

grolRen Fasern deutlich geringer. Es finden sich haufiger Biopsien, in denen

weniger MHCn-positiven normal grof3e Fasern vorkommen, als dies fir NCAM
der Fall ist (Abbildung 13).

3.2.1.3 Myogenin

Die Haufigkeit der Myogenin-positiven normal gro3en Fasern ist in Tabelle 19

dargestellt.
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Tabelle 19: Anteil Myogenin-positiver Fasern an normal groRen Fasern

insgesamt
0% 1-33% 34-66% 67-100% Durchschnittlicher

Wert an
Myogenin-
positiven normal
grof3en Fasern
bezogen auf
Gesamtmenge
der normal grof3en
Fasern

Myogenin- | 48 16 Biopsien O Biopsien O Biopsien 1,8%

positive ) )

normal B|0p3|en = 259% = 0% > 0%

grof3e

Fasern =>75%

Die Menge der Myogenin-positiven normal gro3en Fasern liegt in allen Biopsien
zwischen 0 und 23,5%. In 59 Biopsien (entspricht 92,2%) sind weniger als 10%
der normal grol3en Fasern Myogenin-positiv. Vergleicht man diese Werte mit
denen von NCAM und MHCn, so sieht man, das im Durchschnitt deutlich
weniger Myogenin-positive normal grof3e Fasern vorkommen als dies fur NCAM
und MHCn der Fall ist. AuBerdem kommen in 75% aller Biopsien gar keine
Myogenin-positiven normal gro3en Fasern, wahrend dies bei MHCn in nur
29,2% der Biopsien und bei NCAM nur in 15,2% der Biopsien der Fall ist.
Abbildung 21 zeigt neben kleinen Myogenin-positiven Fasern auch eine normal

grol3e Myogenin-positive Faser.

Bei NCAM und MHCn sind in den meisten Biopsien zwischen 1 und 33% der
normal grof3en Fasern positiv. Bei Myogenin weisen die meisten Biopsien keine
positiven normal gro3en Fasern auf. Es fallt auRerdem auf, dass bei NCAM
mehr Biopsien zwischen 34 und 66% an positiven normal grof3en Fasern
aufweisen als bei den beiden anderen Markern (NCAM: 7,6%; MHCn: 3,1%;
Myogenin: 0%).
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Betrachtet man die Anzahl der Biopsien, in denen weniger als 10% der normal
grolen Fasern positiv sind, so sind dies bei NCAM 38 Biopsien (entspricht
57,6%), wahrend fur MHCn 58 Biopsien (entspricht 89,2%) und fur Myogenin 59

Biopsien (entspricht 92,2%) in diese Kategorie fallen.

3.5.2 Vergleich der Menge an positiven normal groRen Fasern in den einzelnen

Biopsien fir die verschiedenen Marker (NCAM, MHCn, Myogenin)

Vergleicht man die durchschnittiche Menge der positiven normal grofen
Fasern bei den unterschiedlichen Markern, so fallt auf, dass der
durchschnittliche Wert an positiven normal gro3en Fasern bezogen auf die
Gesamtheit der normal groRen Fasern bei NCAM am groften ist (Tabellen 17
bis 19, Abbildung 13).

Vergleicht man statt den Mittelwerten die Werte in den einzelnen Biopsien, so
fallen weitere Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den drei Markern

auf:

Diagramm 11 zeigt die Werte der einzelnen Marker in den verschiedenen
Biopsien geordnet nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven normal
groRen Fasern. Hier fallt auf, dass die Menge der Myogenin-positiven normal
grolRen Fasern fast immer unter der Menge der NCAM-positiven normal grofden
Fasern liegt. Die Werte fir MHCn liegen meist unter 10%, in Biopsien mit mehr
NCAM-positiven normal gro3en Fasern sind sie eher hoher als in Biopsien mit
wenig NCAM-positiven normal grof3en Fasern.

In Diagramm 12 sind die Werte nach aufsteigender Menge an Myogenin-
positiven normal groRen Fasern angeordnet. Die Menge der Myogenin-
positiven normal groRen Fasern ist in allen Biopsien eher gering, die Menge der
NCAM- und MHCn-positiven normal groRen Fasern liegt fast immer Gber der
Menge der Myogenin-positiven normal grof3en Fasern. In den wenigen
Biopsien, in denen Myogenin-positiven normal groRe Fasern vorkommen,

liegen die Werte flr die MHCn-positiven normal grol3en Fasern hdher als in
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Biopsien, in denen keine Myogenin-positiven normal grolen Fasern

vorkommen.

In Diagramm 13 sind die Werte nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven
normal groRen Fasern geordnet. Hier fallt auf, dass die Menge der NCAM-
positiven normal grolen Fasern Uberwiegend Uber der Menge der MHCn-
positiven normal gro3en Fasern liegt. In einigen Fallen liegt diese sogar weit
daruber, wahrend die Werte der NCAM-positiven normal grof3en Faser in den
Fallen, in denen sie geringer als die der MHCn-positiven normal grofden Fasern
sind, nur leicht unter diesen liegen. Die meisten Biopsien mit hohen Werten an
MHCn-positiven normal grof3en Fasern weisen auch hohe Werte an NCAM-
positiven normal gro3en Fasern auf, wahrend dies umgekehrt nicht so haufig
der Fall ist (Diagramm 11). Desweiteren kann man sehen, dass die meisten
Biopsien weniger als 10% an MHCn-positiven normal grofen Fasern
aufweisen. Nur vereinzelte Biopsien weisen mehr auf, diese liegen dafur aber in
grolRerem Abstand Uber den 10%. Man kann dies daran erkennen, dass die
Kurve der MHCn-positiven normal gro3en Fasern auf der Hohe von 10% einen

Knick nach oben beschreibt.

Vergleicht man in allen Diagrammen die Kurven der Marker, nach denen die
Biopsien auf der x-Achse angeordnet sind, so fallt auf, dass die Kurve fur
NCAM deutlich friher ansteigt als die Kurven fur die beiden anderen Marker.
Dies liegt daran, dass haufiger hohere Werte an NCAM-positiven normal

grolien Fasern vorkommen, als dies fir die anderen Marker der Fall ist.

Fir Myogenin weist die Kurve nur in wenigen Fallen hohe Werte auf, was
darauf hindeutet, dass in vielen Biopsien keine oder kaum Myogenin-positive
normal grof3e Fasern vorkommen. Die Kurve fur MHCn zeigt kaum haufiger als
die nach NCAM geordnete Kurve 0% an. Allerdings sind die einzelnen
Prozentwerte oft im Vergleich zu NCAM sehr gering, da es sehr viele Biopsien
gibt, in denen zwar MHCn-positive normal grol3e Fasern vorkommen, jedoch
nur in geringer Anzahl. Am Ende steigt die Kurve fur MHCn steiler an als dies
bei NCAM und Myogenin der Fall ist. Dies liegt daran, dass es nur wenige

Biopsien gibt, in denen viele MHCn-positiven normal gro3en Fasern
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vorkommen, in diesen wenigen ist die Zahl der MHCn-positiven normal grof3en
Fasern jedoch weit Uberdurchschnittlich. Die Kurven fir NCAM und Myogenin
steigen nicht so steil an, da es ein kontinuierliches Spektrum an Biopsien mit
den ansteigend Uberdurchschnittichen Mengen an positiven normal grof3en

Fasern gibt.
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Diagramm 11: Verteilung der Prozentwerte der fur einen bestimmten Marker positiven normal grof3en Fasern (y-Achse) in den

einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet nach Menge der NCAM-positiven normal groen Fasern in

aufsteigender Reihenfolge): Die Menge der Myogenin- und der MHCn-positiven normal groen Fasern liegt meist unter der

Menge der NCAM-positiven normal groRen Fasern. Die Menge der MHCn-positiven normal groen Fasern liegt in Biopsien

mit vielen NCAM-positiven normal gro3en Fasern eher hoéher als in Biopsien mit wenigen NCAM-positiven normal grof3en

Fasern.
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Diagramm 12: Verteilung der Prozentwerte der fur einen bestimmten Marker positiven normal gro3en Fasern (y-Achse) in den
einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet in nach Menge der Myogenin-positiven normal grol3en Fasern in
aufsteigender Reihenfolge): Die Menge der Myogenin-positiven normal groRen Fasern ist gering, die Werte fir NCAM und
MHCn liegen meist dartber. In den Biopsien, in denen Myogenin-positive normal gro3e Fasern vorkommen, ist die Menge der
MHCn-positiven normal gro3en Fasern hoher als in Biopsien, in denen keine Myogenin-positiven normal groRen Fasern

vorkommen.
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@ Myogenin-positive normal grole Fasern Ml MHCn-positive normal grolse Fasern
A NCAM-positive normal grolSe Fasern
50
A
A A “a
- : .
30
A . A
20 A X A "
Aok A A A |
10 % Ve A M‘ Agoh
A A 5 .
D .
0 10 20 30 40 50 60

Diagramm 13: Verteilung der Prozentwerte der fur einen bestimmten Marker positiven normal gro3en Fasern (y-Achse) in den

einzelnen Biopsien (x-Achse: einzelne Biopsien, angeordnet in nach Menge der MHCn-positiven normal gro3en Fasern in

aufsteigender Reihenfolge): NCAM: Die Menge der NCAM-positiven normal grof3en Fasern liegt meist Uber der Menge der

MHCn-positiven normal grof3en Fasern. Die meisten Biopsien weisen weniger als 10% MHCn-positive normal grofl3e Fasern

auf. Die meisten Biopsien mit hohen Werten fir MHCn weisen auch hohe Werte fir NCAM auf.
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3.5.3 Vergleich der Biopsien nach der Menge ihrer NCAM- und MHCn-positiven

normal groRen Fasern

Die untersuchten Biopsien unterscheiden sich in ihrer Menge an NCAM- und
MHCn-positiven normal grof3en Fasern. Es gibt Biopsien mit wenigen NCAM-
positiven und wenigen MHCn-positiven normal grol3en Fasern, Biopsien mit
vielen NCAM-positiven und vielen MHCn-positiven normal grof3en Fasern,
Biopsien mit wenigen NCAM-positiven und vielen MHCn-positiven normal
grolRen Fasern und Biopsien mit vielen NCAM-positiven und wenigen MHCn-
positiven normal gro3en Fasern. Untersucht man diese vier Gruppen getrennt
nach der Menge der NCAM-negativen angular-atrophen Fasern, der
Einordnung in die Kategorien ,chronisch® und ,akut‘ und dem Vorhandensein
von Myogenin-positiven Fasern, so fallen Unterschiede zwischen den Gruppen

auf.

In Tabelle 20 sind die verschiedenen Werte fur die einzelnen Gruppen
dargestellt. Viel NCAM bedeutet mehr als der durchschnittiche Werte an
NCAM-positiven normal groRen Fasern, also mehr als 10,7%. Wenig NCAM
entspricht weniger als 10,7% an positiven normal gro3en Fasern. Fur MHCn gilt
das gleiche Prinzip, der Durchschnittswert betragt hier 4,9%. Das
Vorhandensein von Myogenin ist zum einen bezogen auf alle Fasern und zum
anderen bezogen auf normal grof3e Fasern untersucht worden. Desweiteren
wurde die Menge der NCAM-negativen angular-atrophen Fasern als Zeichen fur
Reinnervation betrachtet. Viele NCAM-negative angular-atrophe Fasern
bedeutet mehr als der durchschnittliche Wert (33%), wenig NCAM-negative
angular-atrophe Fasern weniger als der durchschnittliche Wert. Zum Vergleich

sind in der Tabelle die Werte unter Einbeziehung aller Biopsien dargestellt.
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Tabelle 20: Vorhandensein von Myogenin, Zuordnung zu den Kategorien

,chronisch“ und ,akut und Menge der NCAM-negativen angular-atrophen

Fasern in Biopsien mit viel bzw. wenig NCAM- bzw. MHCn-positiven normal

grolden Fasern

Biopsien Biopsien Biopsien Biopsien Alle
mit  wenig | mit viel | mit  wenig | mit viel | Biopsien
NCAM und | NCAM und | NCAM und | NCAM und | zusammen
wenig viel MHCn | viel MHCn | wenig (64
MHCn (35 (9 (5 MHCn (15 | Biopsien)
Biopsien) Biopsien) Biopsien) Biopsien)

,chronisch® | 7 (46,7%) |9 (100%) 2 (40%) 13 (37,1%) | 31 (48,4%)

,akut 8 (53,3%) |0 (0%) 3 (60%) 22 (62,9%) | 33 (51,6%)

Myogenin- | 4 (26,7%) |4 (44,4%) |3 (60%) 4 (11,4%) | 15(23,4%)

positive

normal

grole

Fasern

vorhanden

Keine 11 (73,3%) | 5 (55,6%) |2 (40%) 31 (88,6%) | 49 (76,6%)

Myogenin-

positiven

normal

grol3en

Fasern

vorhanden

Myogenin- |5 (33,3%) |5(55,6%) |4 (80%) 8 (22,9%) |22 (34,4%)

positive

Fasern
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vorhanden

Keine 10 (66,7%) | 4 (44,4%) | 1(20%) 27 (77,1%) | 42 (65,6%)
Myogenin-
positiven
Fasern

vorhanden

Wenige 12 (80%) 8 (88,9%) |2 (40%) 11(31,4%) | 33 (51,6%)
NCAM-
negative
angular-
atrophe
Fasern

vorhanden

viele 3 (20%) 1(11,1%) 3 (60%) 24 (68,6%) | 31 (48,4%)
NCAM-
negative
angular-
atrophe
Fasern

vorhanden

Vergleicht man die Werte der Biopsien mit wenig NCAM-positiven und wenig
MHCn-positiven normal gro3en Fasern mit den Werten aller Biopsien, so fallt
auf, dass diese Biopsien haufiger vom ,akuten“ Typ sind, eher Myogenin-
negativ sind und viele NCAM-negative angular-atrophen Fasern als Zeichen fur

Reinnervation aufweisen.

Bei den Biopsien mit viel NCAM-positiven und viel MHCn-positiven normal
grolRen Fasern fallt auf, dass diese im Vergleich zu allen Biopsien zusammen
genommen haufiger vom ,chronischen® Typ sind, eher Myogenin-positiv sind
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und weniger NCAM-negative angular-atrophe Fasern als Zeichen fur

Reinnervation aufweisen.

In den Biopsien mit wenig NCAM-positiven und viel MHCn-positiven normal
grolRen Fasern liegen haufiger als im Gesamtkollektiv ,akute“ Falle vor. Im
Gegensatz zu den Biopsien mit wenig NCAM-positiven und wenig MHCn-
positiven normal groRen Fasern kommen hier jedoch haufiger Myogenin-
positive Fasern vor. Im Vergleich zum Gesamtkollektiv finden sich haufiger
NCAM-negative angular-atrophe Fasern, allerdings nicht ganz so haufig wie in
Biopsien, in denen von NCAM und von MHCn wenige positive normal grof3e

Fasern vorliegen.

Die Biopsien mit viel NCAM-positiven und wenig MHCn-positiven normal
grolRen Fasern entsprechen in ihrer Zuordnung zu den Kategorien ,akut” und
,chronisch“ und in der Menge der Myogenin-positiven Fasern etwa dem
Gesamtkollektiv. Lediglich bei der Menge der NCAM-negativen angular-
atrophen Fasern weichen sie vom Gesamtkollektiv ab: Sie weisen auffallig
selten NCAM-negative angular-atrophe Fasern auf, was darauf hindeutet, dass
hier weniger haufig Reinnervation stattgefunden hat als in anderen Biopsien.

3.5.4 Biopsien mit 0% positiven normal gro3en Fasern

Von den untersuchten Biopsien kommen in 51 gar keine NCAM- bzw. MHCn-
bzw. Myogenin-positiven normal grof3en Fasern vor. In 13 Biopsien kommen
sowohl NCAM- als auch MHCn- als auch Myogenin-positive normal grol3e
Fasern vor. Am haufigsten kommen nur keine Myogenin-positiven normal
grolRen Fasern vor. Dies ist in 29 Biopsien der Fall. In neun Biopsien kommen
gleichzeitig keine Myogenin- und keine MHCn-positiven normal grof3en Fasern
vor. In sechs Biopsien sind die normal grol3en Fasern fur alle drei Marker
negativ und in jeweils drei Biopsien sind keine MHCn-positiven normal grof3en
Fasern zu finden bzw. gleichzeitig keine NCAM- und keine Myogenin-positiven
normal groRen Fasern. In einer Biopsie sind keine NCAM- und keine MHCn-
positiven normal groRen Fasern vorhanden, wahrend Myogenin-positive Fasern

vorkommen. Es gibt keine Biopsie, in der es NCAM-positive normal grol3e
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Fasern nicht gibt, MHCn- und Myogenin-positive normal grof3e Fasern jedoch

vorkommen (Diagramm 14).

Diagramm 14: Biopsien mit 0% normal grof3en Fasern: In den meisten Biopsien
weist nur Myogenin 0% auf, haufig auch MHCn und Myogenin oder alle Marker;
selten kommt es vor, dass Biopsien fur NCAM und Myogenin 0% aufweisen und
fur MHCn positiv sind oder das nur MHCn negativ ist oder nur NCAM und
MHCn, wahrend Myogenin positiv ist.

60
Biopsien mit nur NCAM und
MHCn 0%
50 -
H Biopsien mit nur MHCn 0%
40 M Biopsien mit nur NCAM und
Myogenin 0%
30 | M Biopsien mit allen Markern
0%
m Biopsien mit MHCn und
20 Myogenin 0%
H Biopsien mit nur Myogenin
0%
10 -
M Biopsien mit positiven Fasern
bei allen Markern
0 -
3.6 Tenascin

3.6.1 Menge und Verteilung von Tenascin

Von 65 Biopsien fanden sich in 44 im untersuchten Bereich Tenascin-positive
Muskelfasern (Abbildung 22). Dies entspricht 67,7% der Biopsien.
Durchschnittlich sind von den untersuchten Fasern 7,7% (KI: 4,3-11,1%)
Tenascin-positiv, die Menge der Tenascin-positiven Fasern liegt in allen

Biopsien im Bereich zwischen 0% und 72,5%.
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Von der Verteilung auf den Schnitten her unterscheidet sich Tenascin von den
anderen untersuchten Markern. Wahrend die anderen Marker meist
gleichmalig Uber den Schnitt verteilt sind, liegt Tenascin meist in Feldern von
mehreren positiven Fasern vor. Hierbei sind grol3e, angular-atrophe und kleine
Fasern gleichermalien positiv (Abbildung 22). Eine Beziehung zu den anderen
untersuchten Markern (NCAM, MHCn, Myogenin) ist nicht ersichtlich.

Abbildung 22: Die Tenascin-positiven Fasern verteilen sich felderférmig auf dem
Schnitt. Dabei sind nicht wie bei den anderen Markern bevorzugt kleine und
angular-atrophe Fasern positiv, sondern jeweils alle Faserformen und -grof3en

innerhalb eines positiven Areals.
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3.6.2 Tenascin in ,chronischen® und ,akuten“ Fallen

Untersucht man das Vorkommen von Tenascin-positiven Fasern getrennt fur
,chronische® und ,akute” Falle, so lasst sich feststellen, dass ,chronische® Falle
signifikant haufiger Tenascin-positive Fasern aufweisen als ,akute“ Falle
(p=0,0015). In ,akuten“ Fallen kommt es haufiger vor, dass im untersuchten

Bereich gar keine Tenascin-positiven Fasern vorkommen (Tabelle 21).

Tabelle 21: Menge der Tenascin-positiven Fasern in ,akuten” und ,chronischen®

Biopsien
0% 1-33% 34-66% 67-100% | Durchschnittliche
Tenascin | Tenascin | Tenascin | Tenascin | r Wert an
-positive | -positive | -positive | -positive | Tenascin-
Fasern Fasern Fasern Fasern positiven Fasern
,chronische |5 23 1 Biopsie | 2 12,8% (KI: 6,0-
“ Biopsien Biopsien | Biopsien | (3,2%) Biopsien | 19,5%)
(16,1%) | (74,2%) (6,4%)
,2akute” 15 19 0 0 3,2% (KI: 1,3-
Biopsien Biopsien | Biopsien | Biopsien | Biopsien | 5,1%)
(44,1%) | (55,9%) | (0%) (0%)
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3.7 Vergleich der Menge der fir einen Marker positiven kleinen Fasern,

anqular-atrophen Fasern und normal grof3en Fasern

3.7.1 Vergleich der durchschnittlichen Mengen an positiven kleinen, angular-

atrophen und normal grof3en Fasern fiir die verschiedenen Marker

Tabelle 22: Durchschnittswerte an positiven Fasern fur die verschiedenen

Marker

Myogenin NCAM MHCn
Normal groRe | 1,8% 10,7% 4,9%
Fasern
Angular-atrophe 19,8% 33,0% 36,4%
Fasern
Kleine Fasern 20,5% 40,8% 82,0%

In Tabelle 22 fallt auf, dass bei allen drei Marker die kleinen Fasern am
haufigsten positiv sind. Fir Myogenin ist der Unterschied zur Menge der
positiven angular-atrophen Fasern nur gering, fur MHCn ist er grof3er. Myogenin
hingegen hat den relativ gesehen deutlichsten Abstand zwischen der Menge
positiven normal grof3en Fasern und der Menge der positiven angular-atrophen
Fasern, fur NCAM ist dieser Abstand relativ gesehen am geringsten.

3.7.2 Vergleich der Mengen an positiven kleinen, anqular-atrophen und normal

grofRen Fasern fir die verschiedenen Marker in den einzelnen Biopsien

3.7.2.1 Myogenin

In den Diagrammen 15 bis 17 sind die Mengen der Myogenin-positiven normal
grolRen, angular-atrophen und kleinen Fasern in einem Diagramm dargestellt.

Es fallt auf, dass die Menge der normal grofden positiven Fasern immer unter
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der Menge der angular-atrophen und kleinen Fasern liegt. Desweiteren kann
man sehen, dass die Menge der positiven kleinen und angular-atrophen Fasern
stark zusammenhangt. In Biopsien mit vielen positiven angular-atrophen Fasern
finden sich meist auch viele positive kleine Fasern und umgekehrt. Teilweise
ubersteigt die Menge der positiven kleinen Fasern die der positiven angular-
atrophen Fasern, teilweise ist es umgekehrt. In Biopsien, in denen keine kleinen
Fasern vorkommen, liegen meist nur wenige positive normal gro3e und

angular-atrophe Fasern vor.
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Prozentsatz an positiven Fasern
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einzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven anguldr-atrophen
Faserngeordnet

Diagramm 15: Verteilung der Prozentwerte der fur Myogenin-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,

angeordnet nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven angular-atrophen Fasern. Die Mengen der positiven normal

grolien Fasern liegen stets unter oder sind gleich der Menge der positiven angular-atrophen und kleinen Fasern. In Biopsien,

in denen viele positive angular-atrophe Fasern vorkommen, liegen meist auch viele positive kleine Fasern vor. Die Menge der

positiven kleinen Fasern liegt in manchen Biopsien Uber und in manchen Biopsien unter der Menge der positiven angular-

atrophen Fasern.
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* Myogenin-positive angular-atraphe Fasern

B Myogenin-positive kleine Fasern
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einzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven kleinen Fasern
geordnat

Diagramm 16: Verteilung der Prozentwerte der fur Myogenin-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,
angeordnet nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven kleinen Fasern. Die Mengen der positiven normal grof3en
Fasern liegen stets unter oder sind gleich der Menge der positiven angular-atrophen und kleinen Fasern. In Biopsien, in denen
viele positive kleine Fasern vorkommen, liegen meist auch viele positive angular-atrophe Fasern vor. Die Menge der positiven
kleinen Fasern liegt in manchen Biopsien Uber und in manchen Biopsien unter der Menge der positiven angular-atrophen
Fasern. In Biopsien, in denen keine kleinen Fasern vorkommen, kommen haufig nur wenige positive angular-atrophen und

normal grofde Fasern vor.
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einzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven normal grofZen Fasern
geordnet

Diagramm 17: Verteilung der Prozentwerte der fur Myogenin-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,

angeordnet nach aufsteigender Menge an Myogenin-positiven normal grolen Fasern. Die Mengen der positiven normal

grof3en Fasern liegen stets unter oder sind gleich der Menge der positiven angular-atrophen und kleinen Fasern. In Biopsien

mit mehr positiven normal grol’en Fasern liegen auch eher mehr positive kleine und angular-atrophe Fasern vor.
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3.7.2.2 NCAM

In den Diagrammen 18 bis 20 sind die Mengen der NCAM-positiven normal

grolRen, angular-atrophen und kleinen Fasern in einem Diagramm dargestellt.
Man kann sehen, dass die Menge der positiven normal grof3en Fasern wie auch
bei Myogenin fast immer unter der Menge der positiven angular-atrophen
Fasern liegt. Meist liegt sie auch unter der Menge der kleinen Fasern, allerdings
ist dies hier nicht so deutlich wie bei Myogenin der Fall. Die Menge der
positiven kleinen Fasern Ubersteigt meist die Menge der positiven angular-
atrophen Fasern, jedoch liegt in einigen Biopsien auch die Menge der positiven
angular-atrophen Fasern Uber der Menge der positiven kleinen Fasern. Im
Gegensatz zu Myogenin liegen bei NCAM in Biopsien mit vielen positiven
angular-atrophen Fasern nicht unbedingt viele positive kleine Fasern vor und
umgekehrt. Zwischen der Menge der positiven kleinen und angular-atrophen
Fasern ist keine direkte Assoziation abzulesen. Vergleicht man jedoch die
Menge der positiven angular-atrophen Fasern mit der Menge der positiven
normal grof3en Fasern, so kann man feststellen, dass in Biopsien mit vielen
positiven angular-atrophen Fasern haufiger viele positive normal grof3e Fasern
vorkommen als in Biopsien mit wenigen positiven angular-atrophen Fasern und
umgekehrt. Vergleicht man die Menge der positiven normal grof3en Fasern mit
der Menge der positiven kleinen Fasern, so fallt auf, dass in Biopsien mit
wenigen oder vielen positiven kleinen Fasern haufiger viele positiven normal
grol3e Fasern vorkommen als in Biopsien mit einer mittleren Menge an positiven
kleinen Fasern. In Biopsien, in denen keine kleinen Fasern vorliegen, sind

auffallend haufig viele positive normal grof3e Fasern zu finden.
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Prozentsatz an positiven Fasern
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einzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an NCAIV-positiven anguldr-atrophen Fasern geordnet

Diagramm 18: Verteilung der Prozentwerte der fir NCAM-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,

angeordnet nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven angular-atrophen Fasern. Die Menge der positiven normal grof3en

Fasern liegen fast immer unter der Menge der positiven angular-atrophen Fasern. Die Menge der positiven kleinen Fasern

liegt in der Mehrzahl der Falle Uber der Menge der positiven angular-atrophen Fasern. In Biopsien mit vielen positiven angular-

atrophen Fasern kommen eher auch héhere Werte an positiven normal groflen Fasern vor als in Biopsien mit wenigen

positiven angular-atrophen Fasern.
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& NCAM-positive angular-atrophe Fasern in Prozent
W NCAM-positive kleine Fasern

MCAM-positive normal grolRe Fasern in Prozent

100 \ 4

Prozentsatz an positiven Fasern

einzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven anguldr-atrophen Fasern geordnet

Diagramm 19: Verteilung der Prozentwerte der fur NCAM-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,
angeordnet nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven kleinen Fasern. Die Menge der positiven normal groen Fasern
liegt fast immer, die Menge der positiven angular-atrophen Fasern meist unter der Menge der positiven kleinen Fasern. In
Biopsien mit vielen positiven kleinen Fasern und in Biopsien mit wenigen kleinen Fasern kommen haufiger héhere Werte an
positiven normal grof3en Fasern vor als in Biopsien mit einer mittleren Menge an positiven kleinen Fasern. In Biopsien, in
denen gar keine kleinen Fasern vorkommen, kommen eher viele positive normal grof3e Fasern vor.
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@ NCAM-positive angular-atrophe Fasern in Prozent
W NCAM positive kleine Fasern

A NCAM-positive normal grolSe Fasern in Prozent
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Prozentsatz an positiven Fasern

ginzelne Biopsien nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven normal grollen
Fasarn geardneat

Diagramm 20: Verteilung der Prozentwerte der fir NCAM-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,
angeordnet nach aufsteigender Menge an NCAM-positiven normal grolten Fasern. Die Mengen der positiven kleinen und
angular-atrophen Fasern liegen fast immer unter der Menge der positiven normal grol3en Fasern. In Biopsien mit vielen
positiven normal grolen Fasern liegen auch eher viele positive normal groRe Fasern vor, zur Menge der positiven kleinen
Fasern ist keine deutliche Assoziation zu erkennen.
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3.7.2.3 MHCn

In den Diagrammen 21 bis 23 sind die Mengen der MHCn-positiven normal
grofRen, angular-atrophen und kleinen Fasern in einem Diagramm dargestellt. In
Diagramm 21 ist deutlich zu sehen, dass die Menge der positiven kleinen
Fasern stets Uber der Menge der positiven angular-atrophen Fasern liegt, die
Menge der positiven normal grol3en Fasern darunter. In Biopsien mit vielen
positiven angular-atrophen Fasern kommen etwas haufiger positive normal
grolRe Fasern vor als in Biopsien mit weniger positiven angular-atrophen
Fasern. In den Biopsien, in denen keine kleinen Fasern vorkommen, kommen
weniger positive normal grof3e und angular-atrophen Fasern vor als in Biopsien
mit kleinen Fasern. In Biopsien mit weniger positiven kleinen Fasern kommen
auch weniger positive angular-atrophe Fasern vor. Eine Assoziation zur Menge
der positiven normal gro3en Fasern ist nicht erkennbar. In Biopsien mit vielen
positiven normal grolen Fasern kommen haufiger positive angular-atrophe

Fasern vor als in Biopsien mit wenigen positiven normal gro3en Fasern.
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einzelne Biopsizn nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven angulir-atrophen
Fasern geordnet

Diagramm 21: Verteilung der Prozentwerte der fur MHCn-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,

angeordnet nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven angular-atrophen Fasern. Die Mengen der positiven kleinen Fasern

liegen stets Uber der Menge der positiven angular-atrophen Fasern, die der normal gro3en Fasern darunter. In Biopsien mit

vielen positiven angular-atrophen Fasern kommen eher auch mehr positive normal grol3e Fasern vor.
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& ViIHCn-positive angular-atrophe Fasern
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einzelne Bicpsian nach aufsteigeandar Mangs an MHCh-positiven klsinan Fasarn
ceordnet

Prozentsatz an positiven Fasern

Diagramm 22: Verteilung der Prozentwerte der fur MHCn-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,
angeordnet nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven kleinen Fasern. Die Menge der positiven angular-atrophen und
normal grofden Fasern liegt stets unter der Menge der positiven kleinen Fasern. In Biopsien, in denen keine kleinen Fasern
vorkommen, kommen weniger positive normal grof3e und angular-atrophen Fasern vor als in Biopsien mit kleinen Fasern. In

Biopsien mit mehr positiven kleinen Fasern kommen eher auch mehr positive angular-atrophe Fasern vor.
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Diagramm 23: Verteilung der Prozentwerte der fur MHCn-positiven verschiedenen Faserformen in den einzelnen Biopsien,

angeordnet nach aufsteigender Menge an MHCn-positiven normal gro3en Fasern. Die Menge der positiven kleinen und

angular-atrophen Fasern liegt fast immer Uber der Menge der positiven normal gro3en Fasern. In Biopsien mit vielen positiven

normal grofden Fasern kommen haufiger viele positive angular-atrophen Fasern vor als in Biopsien mit wenigen positiven

normal grolden Fasern.
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Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass bei Myogenin eine enge
Assoziation zwischen der Menge der positiven angular-atrophen und kleinen
Fasern besteht. Die Menge der positiven angular-atrophen und kleinen Fasern

ubersteigt hier immer die Menge der positiven normal gro3en Fasern.

Bei NCAM ist keine direkte Assoziation zwischen der Menge der positiven
angular-atrophen und kleinen Fasern zu erkennen. Die Menge der positiven
normal groRen Fasern liegt jedoch fast immer unter der Menge der positiven

angular-atrophen und kleinen Fasern.

Auch bei MHCn ist keine direkte Assoziation zwischen der Menge der positiven
angular-atrophen und kleinen Fasern zu erkennen. Es fallt jedoch auf, dass die
Menge der kleinen Fasern stets Uber der Menge der angular-atrophen Fasern
liegt und die Menge der angular-atrophen Fasern stets uber der Menge der

normal grof3en Fasern.

In Biopsien, in denen keine kleinen Fasern vorkommen, kommen deutlich
haufiger NCAM-positive normal groRe Fasern vor und auch NCAM-positive
angular-atrophen Fasern sind etwas haufiger als in Biopsien mit kleinen Fasern.
MHCn- bzw. Myogenin-positive normal grof3e und angular-atrophe Fasern

kommen allerdings weniger haufig vor als in Biopsien mit kleinen Fasern.
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4. Diskussion

4.1 Morphologische Veranderungen

Innerhalb der untersuchten Biopsien fallt auf, dass sich die einzelnen Fasern
hinsichtlich Form und Grol3e stark von einander unterscheiden.

Auch zwischen den einzelnen Biopsien gibt es grol3e Unterschiede hinsichtlich
der Morphologie: Manche Biopsien ahneln stark gesunder Muskulatur, wahrend
andere Biopsien viele Allgemeinveranderungen, wie Fibrose und Fettzellen
zeigen (Abbildungen 11 und 12).

Die Unterschiede innerhalb der Biopsien lassen sich dadurch erklaren, dass bei
neurogener Atrophie im Gegensatz zur Denervation im Tierexperiment nicht alle
Fasern zum gleichen Zeitpunkt denerviert werden. Die Denervation in
Muskelbiopsien wird durch Erkrankungen wie Polyneuropathie oder
Amyotrophe Lateralsklerose ausgeldst, welche keine akuten Ereignisse
darstellen, sondern Prozesse, die dazu fuhren, dass uber einen langeren
Zeitraum Nervenfasern bzw. Motoneurone zugrunde gehen. In den Biopsien
liegen daher nebeneinander Muskelfasern vor, die sich in verschiedenen
Phasen der Denervation befinden, noch innerviert oder schon reinnerviert sind.
Voytik und Mitarbeiter konnten feststellen, dass das Ausmal’ der Atrophie von
denervierten Muskelfasern mit der Dauer der Denervation zunimmt (Voytik et
al.,, 1993). Die erklart das Vorliegen von unterschiedlich stark atrophierten
Fasern innerhalb der untersuchten Muskelbiopsien. Viele verschiedene
Arbeiten an humanen Muskelbiopsien in der Vergangenheit haben gezeigt,
dass das gleichzeitige Vorliegen von normal grof3en und atrophen Fasern fir
humane Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie typisch ist (Manz, 1980; Bank
und Engel, 2004). Die Morphologie der von uns untersuchten Biopsien

entspricht daher den Erwartungen.

Die groflen morphologischen Unterschiede zwischen den einzelnen Biopsien
lassen sich am ehesten auch durch den zeitlichen Verlauf der Denervation

erklaren. Tews und Mitarbeiter konnten an mimischer Muskulatur der Ratte
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zeigen, dass das Ausmal der Fibrose von der Dauer der Denervation abhangig
ist (Tews et al., 1994). Berlcksichtigt man dies, so sind unterschiedlich starke
allgemeine morphologische Unterschiede zwischen den einzelnen Biopsien
durchaus zu erwarten. Da sich die biopsierten Patienten in unterschiedlichen
Stadien ihrer Erkrankung befinden konnen und die zur Denervation fuhrenden
Erkrankungen auch unterschiedlich verlaufen konnen, erscheint es
einleuchtend, dass die unterschiedlichen Biopsien grole Unterschiede
aufweisen. Die im Ergebnisteil gewahlte Unterteilung der Biopsien in die
Kategorien ,chronisch® und ,akut® ist daher sinnvoll, da man durch das Ausmaf}
der Allgemeinveranderungen tatsachlich bestimmte Schllisse auf den zeitlichen

Verlauf der ursachlichen Erkrankung schlief3en kann.

4.2 Anqular-atrophe Fasern

Angular-atrophe Fasern gelten als sicher denerviert.
In den untersuchten Biopsien fallt jedoch auf, dass viele angular-atrophe Fasern
NCAM- und MHCn-negativ sind. Die Menge an NCAM- und MHCn-positiven
angular-atrophen Fasern unterscheidet sich nicht signifikant (p=0,28) und
betragt fur NCAM 33,0% (95%-Konfidenzintervall: 27,4-38,6%) und far MHCn
36,4% (95%-KI: 31,0-41,8%), wahrend Myogenin deutlich seltener exprimiert
wird, namlich nur von 18,0% (95%-Kl: 10,8-25,2%) aller angular-atrophen
Fasern (Tabellen 3 bis 5).

Verschiedene Arbeiten in der Vergangenheit erwahnten das Vorkommen von
NCAM-negativen angular-atrophen Fasern in humanen Muskelbiopsien mit
neurogener Atrophie (Cashman et al., 1987; Figarella-Branger et al., 1990, llla
et al., 1992). Genaue Angaben uber die Menge der angular-atrophen Fasern in
humanen Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie finden sich jedoch in keiner
dieser Arbeiten, so dass der geringe Prozentsatz an NCAM-positiven angular-
atrophen Fasern Uberrascht. Da angular-atrophe Fasern sicher denerviert sind
oder waren und denervierte Muskelfasern NCAM exprimieren (Covault und
Sanes, 1985), mussen NCAM-negative angular-atrophe Fasern reinnerviert

worden sein, denn nach Reinnervation geht die Expression von NCAM zurick
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(Covault und Sanes, 1985). NCAM ist in denervierten Muskelfasern ab zwei
Tagen nach Denervation immunhistochemisch nachweisbar (Covault und
Sanes, 1985), wahrend die Atrophie der Fasern erst etwas spater erfolgt (Voytik
et al., 1993). Dies schliel3t aus, dass atrophierte Fasern denerviert sind und die
Expression von NCAM noch erfolgt. Reinnervation ist somit die einzige
Erklarung fur das Vorliegen von NCAM-negativen angular-atrophen Fasern und

diese kdnnen als Zeichen fur Reinnervation gewertet werden.

Bei Betrachtung der Menge der NCAM- und MHCn-positiven angular-atrophen
Fasern in den einzelnen Biopsien, fallt auf, dass diese keineswegs immer gleich
ist (Abbildungen 13 und 16). In einigen Biopsien gibt es mehr NCAM-positiven
angular-atrophe Fasern, in anderen Biopsien mehr MHCn-positive angular-
atrophe Fasern (Diagramme 3 bis 5). Es muss also Fasern geben, die nur einen

der beiden Marker exprimieren.

Berucksichtigt man, dass NCAM friher als MHCn exprimiert wird (Covault und
Sanes, 1985, Schiaffino et al., 1988) und nach Reinnervation sehr schnell
zuruckgeht (Covault und Sanes, 1985), so ergibt sich folgende Erklarung:
NCAM-positive angular-atrophe Fasern, die fur MHCn negativ sind, mussen
frisch denerviert sein, d.h. NCAM ist schon positiv, wahrend MHCn erst noch
positiv wird. MHCn-positive angular-atrophe Fasern, die fir NCAM negativ sind,
mussen frisch reinnerviert sein, d.h. MHCn ist noch positiv, wahrend NCAM
schon zuruckgegangen ist. Angular-atrophe Fasern, die fur beide Marker
negativ sind, missen demnach reinnerviert sein, wahrend Fasern, die fur beide
Marker positiv sind, denerviert sein missen. Daraus ergibt sich die Mdglichkeit
bei Vergleich der Immunreaktivitat fir NCAM und MHCn einer Faser auf den

Innervationszustand dieser Faser zu schlief3en.

Mit 18,0% (95%-Kl: 10,8-25,2%) an positiven angular-atrophen Fasern war
Myogenin im Vergleich zu NCAM und MHCn auffallend selten positiv. In 37
Biopsien (entspricht 57,8%) waren gar keine Myogenin-positiven angular-

atrophen Fasern zu finden.
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Dies ist verwunderlich, da Experimente an der Ratte gezeigt haben, dass
Myogenin bereits 2,5 Tage nach Denervation immunhistochemisch
nachweisbar ist (Weis, 1994) und alle untersuchten Biopsien aufgrund des
Vorkommens von angular-atrophen Fasern und NCAM- und MHCn-positiven

Fasern sicher Denervation aufweisen.

Doch andere Arbeiten, die ebenfalls mit humanen Muskelbiopsien gearbeitet
haben, zeigen ahnliche Ergebnisse wie die vorliegende Arbeit: Parham und
Mitarbeiter untersuchten acht Biopsien mit neurogener Atrophie auf ihre
Immunreaktivitat fur MyoD1, einem Denervationsmarker, der einem ahnlichen
Expressionsmuster folgt wie Myogenin. Dabei zeigten drei Biopsien viele
positive angular-atrophe Fasern, drei Biopsien nur wenige positive angular-
atrophe Fasern und zwei Biopsien waren komplett negativ (Parham et al.,
1994). Olivé und Mitarbeiter untersuchten drei Biopsien mit neurogener
Atrophie auf ihre Immunreaktivitat fir Anti-Myogenin und Anti-MyoD. Dabei
waren alle drei Biopsien sowohl Myogenin- als auch MyoD-negativ (Olivé et al.,
1997). Aufgrund der geringen Anzahl an untersuchten Biopsien in diesen
Arbeiten macht es wenig Sinn, diese direkt mit den Werten aus der
vorliegenden Arbeit zu vergleichen. Doch legen alle Arbeiten zusammen
betrachtet die Annahme nahe, dass Myogenin im Gegensatz zu NCAM und
MHCn in humanen Muskelbiopsien keinen zuverlassigen Denervationsmarker
darstellt. Sowohl die Arbeiten an der Ratte als auch das Vorkommen von
Myogenin-positiven angular-atrophen Fasern in dieser Arbeit und der Arbeit von
Parham und Mitarbeitern, weisen zwar nach, dass denervierte Fasern
Myogenin exprimieren konnen, doch zeigen die Arbeiten an humanen
Muskelbiopsien auch, dass bei weitem nicht alle denervierten Fasern Myogenin
exprimieren und in einigen Fallen von neurogener Atrophie in humaner
Skelettmuskulatur kein Myogenin exprimiert wird. Warum dies so ist, ist
momentan unklar. Dass es allein daran liegt, dass Myogenin nur in den Kernen
exprimiert wird und diese nicht immer in der Schnittebene liegen, ist aulderst
unwahrscheinlich. Die Beobachtung, dass die Biopsien, die Myogenin
exprimieren, oft relativ viele Myogenin-positive Fasern aufweisen, lasst

vermuten, dass es individuelle Unterschiede in der Expression von Myogenin
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gibt oder dass Myogenin nur in einem kurzen Zeitpunkt wahrend des
Denervationsprozesses exprimiert wird. Zu letzterem passt die Beobachtung
von Weis an der Ratte, dass die Expression von Myogenin acht Tage nach

Denervation wieder zurickgeht (Weis, 1994).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in den untersuchten Biopsien
auffallend haufig NCAM-negative angular-atrophe Fasern vorkommen, was auf
ein groRes Mal} an Reinnervation schlieRen lasst. NCAM und MHCn zeigen in
der Menge der positiven angular-atrophen Fasern zwar keinen Unterschied, bei
Betrachtung einzelner Biopsien oder einzelner Fasern zeigen sich jedoch
Unterschiede, wodurch man in Anbetracht der aus der Literatur bekannten
verschiedenen Expressionszeitpunkte der beiden Marker den

Innervationszustand der Fasern mutmafien kann.

Myogenin-positive angular-atrophe Fasern finden sich nur selten, was nahe
legt, dass Myogenin kein guter Denervationsmarker fur humane Muskelbiopsien

ist.

4.3 Kleine Fasern

In 75,8 % der untersuchten Biopsien finden sich neben angular-atrophen und
normal grof3en Fasern auch kleine Fasern. Im Durchschnitt sind 82,0% (95%-
Kl: 78,0-86,1%) dieser kleinen Fasern MHCn-positiv, wahrend nur
durchschnittlich 40,8% NCAM-positiv (95%-Kl: 34,7-47,0%) und nur 20,5%
Myogenin-positiv (KI:12,3-28,6%) sind (Tabellen 11 bis 13). Das Vorkommen
von kleinen Fasern in Biopsien mit neurogener Atrophie stellt eine
Uberraschung dar, da kleine Fasern bisher nur aus myopathischen Biopsien,
wie z.B. bei Myositis oder Muskeldystrophie bekannt sind. Dort stellen sie

regenerierende Fasern dar.

Regenerierende Fasern wurden auch nach Denervation beschrieben. Die
Regeneration wird dabei durch Nekrose induziert. Die entstehenden Myotuben
konnen kleine Muskelfasern darstellen und mit Anti-MHCn reagieren. Cerny und

Bandman beschreiben solche kleine Muskelfasern, die nach Induktion von
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Regeneration durch Erfrierung vor allem in denerviertem Muskel auftreten.
Diese reagierten mit Antikdrpern gegen embryonales MHC. An der Grenze zum
nicht regenerierenden Geweben fielen kleine Fasern auf, die MHCn-positiv
waren. Cerny und Bandman interpretierten diese kleinen Fasern als
regenerierende Fasern und gingen davon aus, dass die MHCn-positiven Fasern
in ihrer Entwicklung weiter fortgeschritten waren als die nur fur embryonales
MHC positiven Fasern (Cerny und Bandman, 1987). Schiaffino und Mitarbeitern
fielen nach Denervation kleine Muskelfasern auf, die Reaktivitat fur Antikorper
gegen embryonales MHC und gegen MHCn zeigten. Sie betrachteten diese
aufgrund ihrer Reaktivitat gegenuber MHCn als regenerierende Fasern
(Schiaffino et al., 1988).

Fir die Entstehung der kleinen Muskelfasern in der vorliegenden Arbeit liefert
Regeneration jedoch keine hinreichende Erklarung, da Regenerationsvorgange
durch die Wahl von Biopsien ohne basophile Areale und ohne Reaktivitat fur
Vimentin ausgeschlossen wurden. Aullerdem sind durch Regeneration
entstandene Myotuben groRer als die kleinen Muskelfasern in unseren

Biopsien.

Eine weitere Erklarungsmdglichkeit flr die Entstehung dieser kleinen
Muskelfasern ware eine fortschreitende Atrophie der angular-atrophen Fasern.
Da sich die kleinen Muskelfasern jedoch im Expressionsmuster der
Denervationsmarker stark von den angular-atrophen Fasern unterscheiden und
signifikant mehr MHCn als NCAM exprimieren (p<0,0001), was bei angular-
atrophen Fasern nicht der Fall ist, erscheint es unwahrscheinlich, dass die
kleinen Fasern die weitere Entwicklung der angular-atrophen Fasern im

Denervationsprozess darstellen.

Auf die GroRe der kleinen Fasern atrophierte Muskelfasern werden in der
Literatur als sogenannte ,Nuclear Clumps® beschrieben (Banker und Engel,
2004) (Abbildung 10). Diese unterscheiden sich von den in dieser Arbeit
vorliegenden kleinen Fasern durch eine groRere Anzahl an Muskelkernen pro

Faser.
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Doch weisen einige Arbeiten darauf hin, dass aul’er durch Regeneration noch
auf eine andere Art und Weise in denervierter Muskulatur neue Muskelfasern
entstehen kénnen: durch Myogenesevorgange. Hiertber ist bisher noch nicht
viel bekannt, doch konnten einige Arbeiten zeigen, dass nach Denervation aus
Satellitenzellen im Rahmen von Myogenese neue kleine Muskelfasern

entstehen kénnen.

Schultz beschrieb 1978 in Clustern vorliegende kleine Muskelfasern, die zwei
bis drei Wochen nach Denervation von Ratten- und Mausmuskulatur auftraten.
Er erklarte sich die Entstehung dieser Fasern durch die Bildung von Myotuben
aus Satellitenzellen. Satellitenzellen 16sen sich von Muskelfasern ab,
proliferieren, fusionieren und bilden so Myotuben (Schultz, 1978). Bei den von
Schultz beschriebenen in Clustern vorliegenden kleinen Fasern, konnte es sich

um die gleiche Art von Fasern handeln, wie in unseren Biopsien.

Borisov und Mitarbeiter untersuchten die in denerviertem Muskel auftretenden
kleinen Fasern naher. Sie fanden zwei muskulare Reaktionen auf Denervation,
die zur Bildung von kleinen Muskelfasern fuhren: Zum einen Regeneration als
Antwort auf einen Muskelfaserverlust und zum anderen die Bildung von
Myotuben aus Satellitenzellen. Ein Maximum der Bildung von Myotuben konnte
zwei bis vier Monate nach Denervation festgestellt werden, nach vier bis funf
Wochen konnten jedoch schon kleine Fasern nachgewiesen werden (Borisov et
al., 2001). In einer weiteren Studie untersuchten Borisov und Mitarbeiter unter
anderem das Verhaltnis dieser durch Myogenese entstandenen kleinen Fasern
zur Basalmembran und konnten feststellen, dass die neu entstandenen kleinen
Fasern eine eigene Basalmembran besitzen, die sie ohne Falten aufzuweisen
umgibt. Durch Regeneration entstandene kleine Muskelfasern hingegen
entwickeln sich innerhalb der Basalmembran der zugrunde gegangenen Faser
und sind daher von einer doppelten Basalmembran umgeben (Borisov et al.,
2005).

Kern und Mitarbeiter untersuchten humane Biopsien nach Langzeitdenervation
durch Ruckenmarkslasion. Die Dauer der Denervation betrug dabei zwischen

neun Monaten und 19 Jahren. Dabei konnten sie kleine Muskelfasern
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nachweisen. Diese waren fur embryonales MHC positiv, was darauf hinweist,
das es sich um unreife Fasern handelt. Die kleinen Muskelfasern machten 1,1%
der Gesamtfasermenge aus, was deutlich unter der Menge an kleinen Fasern in
unseren Biopsien liegt. Kern und Mitarbeiter fassten die kleinen Fasern als

kurzlich regenerierende Fasern auf (Kern et al., 2004).

Da in der vorliegenden Arbeit Regeneration bei der Auswahl der untersuchten
Biopsien ausgeschlossen wurde, ist es sehr wahrscheinlich, dass die in
unseren Biopsien aufgetretenen kleinen Fasern ebenfalls das Resultat von
durch Denervation bewirkten Myogenesevorgangen sind. Die Reaktivitat mit
Antikérpern gegen MHCn, NCAM und Myogenin (siehe Abbildungen 17 bis 21)
unterstutzt die Annahme, dass es sich hierbei um unreife Fasern handelt, die
sich in der Myogenese befinden.

Schon 1994 fand auch Weis bei der immunhistochemischen Farbung mit Anti-
MyoD1 und Anti-Myogenin positive Zellkerne, die zu kleinen Fasern gehorten.
Er interpretierte diese Fasern als proliferierte Satellitenzellen, die Myotuben
bilden oder als stark atrophierte Muskelfasern (Weis, 1994). Hierbei kdnnte es
sich ebenfalls um aus Satellitenzellen im Rahmen der nach Denervation

auftretenden Myogenese neu gebildete Fasern gehandelt haben.

Unklar bleibt, warum es signifikant mehr MHCn-positive als NCAM-positive und
Myogenin-positive kleine Muskelfasern gibt (p<0,0001). Da Myogenin im
Zellkern exprimiert wird, kdbnnte man mutmalen, dass in den untersuchten
Schnitten nicht alle Zellkerne getroffen wurden und so die tatsachliche Menge
an Myogenin-positiven Fasern hoher liegt. Doch erklart dies allein nicht die
groRe Differenz von durchschnittlich 82,0% (95%-Kl: 78,0-86,1%) MHCn-
positiven Fasern und 20,5% (KI:12,3-28,6%) Myogenin-positiven Fasern.
Wabhrscheinlicher ist, dass die drei Marker in der Entwicklung unterschiedlich
reguliert werden und es daher Zeitpunkte gibt, in denen nicht alle drei Marker
zugleich exprimiert werden. Figarella-Branger und Mitarbeiter konnten
feststellen, dass es in der Entwicklung von humaner Muskulatur des M. psoas

und des M. quadriceps einen Zeitraum gibt, in dem NCAM herunterreguliert
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wird, wahrend MHCn und embryonales MHC noch exprimiert werden (Figarella-
Branger et al., 1992).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach Denervation auftretende
Myogenese in humanen Muskelbiopsien in einem betrachtlichen Ausmalfl
stattzufinden scheint und sich in der Bildung kleiner, gréRtenteils MHCn-
positiver Muskelfasern prasentiert. In den letzten Jahren wurden im Tierversuch
viele Gene nachgewiesen, die nach Langzeit- und Kurzzeitdenervation
unterschiedlich aufreguliert werden (Kostrominova et al., 2005; Magnusson et
al., 2005; Batt et al., 2006; Sacheck et al., 2007). Bei der Interpretation dieser
molekulargenetischen Studien gilt es das nicht unerhebliche Mal® an
Myogenesevorgangen in denervierter Muskulatur zu beachten, auch bei

zukunfigen molekulargenetischen Studien an menschlicher Muskulatur.

4.4 Normal grol3e Fasern

In der Routinehistologie kann man den normal groBen Fasern ihren
Innervationszustand nicht ansehen. Nur durch immunhistochemische

Farbungen kann Denervation nachgewiesen werden.

Bei Betrachtung der normal groRen Fasern fallt auf, dass diese insgesamt fur
alle untersuchten Denervationsmarker weniger haufig positiv sind als die
angular-atrophen und die kleinen Fasern (Tabellen 3 bis 5 und 17 bis 19 und
Tabelle 22). Fir NCAM sind diese Fasern jedoch deutlich haufiger positiv als flr
MHCn oder Myogenin (Tabellen 17 bis 19).

Normal groRe Fasern in Biopsien mit neurogener Atrophie konnen nicht
denervierte Fasern, frisch denervierte Fasern, die noch nicht atrophiert sind,
oder reinnervierte Fasern, darstellen (Tews et al.,, 1994). Es ist in humanen
Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie davon auszugehen, dass nicht alle
Fasern einer Biopsie denerviert sind. Da die nicht denervierten Fasern normale
GroRe aufweisen, Uberrascht es nicht, dass Fasern von normaler Groflie
seltener Denervationsmarker exprimieren als angular-atrophe Fasern, von

denen alle denerviert sein mussen.
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Einige normal grol3e Fasern exprimieren NCAM, jedoch kein MHCn und kein
Myogenin (Abbildung 13). Dies liegt wohl daran, dass NCAM nach Denervation
frGher exprimiert wird. Experimente an der Ratte haben gezeigt, dass NCAM ab
dem zweiten Tag nach Denervation immunhistochemisch nachweisbar ist
(Covault und Sanes, 1985), wahrend MHCn mit der gleichen Methode an der
Ratte erst nach drei Tagen nachgewiesen werden kann (Schiaffino et al., 1988)
und Myogenin nach 2,5 Tagen (Weis, 1994). Unsere Ergebnisse bestatigen
somit, dass NCAM friher nach Denervation exprimiert wird als MHCn und

Myogenin, auch in humaner Muskulatur.

Es kommen auch einzelne Fasern vor, die MHCn exprimieren, jedoch kein
NCAM. Dies lasst sich damit erklaren, dass die Expression von NCAM nach
Reinnervation sehr schnell zurickgeht (Covault und Sanes, 1985). Es gibt
folglich einen Zeitraum, in dem reinnervierte Fasern ihre urspringliche normal
grole Form wieder erreicht haben, kein NCAM mehr exprimieren, jedoch noch
MHCn.

Weniger NCAM-positive als MHCn-positive normal gro3e Fasern in einer
Biopsie deuten somit auf Reinnervation hin. Beim Vergleich solcher Biopsien
mit der Gesamtheit aller Biopsien fallt auf, dass hier haufiger NCAM-negative
angular-atrophe Fasern vorliegen, welche man auch als Zeichen flr
Reinnervation betrachten kann. Desweiteren zeigen diese Biopsien haufiger ein
,=akutes® Erscheinungsbild, d.h. die Biopsien ahneln bis auf das Vorliegen
angular-atropher Fasern normaler Muskulatur (Tabelle 20). Dies entspricht auch
den Beobachtungen von Irintchev und Mitarbeitern und Tews und Mitarbeitern,
die zeigen konnten, dass die durch Denervation in der Muskulatur
hervorgerufenen  morphologischen Veranderungen nach Reinnervation

zurtckgehen (Irintchev et al., 1990, Tews et al., 1994).

Mehr NCAM-positive als MHCn-positive normal gro3e Fasern in einer Biopsie
deuten hingegen auf frische Denervation hin, da NCAM friher exprimiert wird.
Diese Gruppe an Biopsien weist in gleichem Male ,akute“ wie ,chronische®

Falle auf, was sich dadurch erklaren lasst, dass frische Denervation sowohl im
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Rahmen von langeren Denervationsvorgangen als auch akut auftreten kann
(Tabelle 20).

Betrachtet man Biopsien mit vielen NCAM-positiven und vielen MHCn-positiven
normal grof3en Fasern, so fallt auf, dass diese eher vom chronischen Typ sind
und wenig NCAM-negative angular-atrophe Fasern zeigen (Tabelle 20).
Man kann das Vorliegen vieler NCAM-positiver normal gro3er Fasern als
Hinweis fur frische Denervation ansehen und das Vorliegen vieler MHCn-
positiver normaler Fasern als Hinweis dafur, dass die Denervation nicht ganz
akut ist. Tews und Mitarbeiter konnten an der Ratte feststellen, dass langer
andauernde Denervationsvorgdnge ohne Reinnervation zu zunehmenden
morphologischen Veranderungen, wie Fibrose, Atrophie und Vorkommen von
Fettzellen, fihren (Tews et al.,, 1994). Das ,chronische” Bild dieser Biopsien

kann man als Konsequenz hiervon ansehen.

Biopsien mit wenigen NCAM-positiven und wenigen MHCn-positiven normal
grolRen Fasern, weisen haufig NCAM-negative angular-atrophe Fasern auf und
sind eher vom ,akuten“ Typ (Tabelle 10). Fur diese Biopsien kdnnte dasselbe
zutreffen, wie fur die Biopsien mit wenig NCAM-positiven und vielen MHCn-
positiven normal groRen Fasern, mit der Ausnahme, dass die Reinnervation
hier schon etwas langer zurlckliegt und daher die Menge der MHCn-positiven

Fasern schon zurtuckgegangen ist.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass NCAM aufgrund der raschen
Expression nach Denervation haufiger als die anderen Marker nach
Denervation positiv ist. Die Expression von MHCn geht nach Reinnervation
weniger rasch zurick als NCAM, was das Vorkommen von Fasern, die zwar

MHCn exprimieren, jedoch NCAM-negativ sind, erklart.

Betrachtet man die Menge der NCAM-positiven und MHCn-positiven normal
grolRen Fasern in Kombination mit der Gesamtmorphologie der Biopsie unter
Berucksichtigung und der Menge der NCAM-negativen angular-atrophen

Fasern als Zeichen fur Reinnervation, lassen sich Gruppen finden, welche unter
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Umstanden Aussagen uber den Verlauf der Denervations- und

Reinnervationsprozesse zulassen.

4.6 Tenascin

44 von 65 untersuchten Biopsien (entspricht 67,7%) zeigen Tenascin-positive
Fasern (siehe 3.6.1). Tenascin unterscheidet sich dabei im Expressionsmuster
von den anderen Denervationsmarkern (NCAM, MHCn, Myogenin): Die
positiven Fasern sind hier nicht wie bei NCAM, MHCn und Myogenin
gleichmalig uber den Schnitt verteilt. Stattdessen finden sich Felder, innerhalb
denen alle Fasern positiv sind. Dabei sind nicht wie bei den anderen
Denervationsmarkern bevorzugt angular-atrophe Fasern oder kleine Fasern
positiv, sondern alle Faserformen gleichermallen (Abbildung 22). In Biopsien
vom ,chronischen“ Typ finden sich signifikant mehr Tenascin-positive Fasern
(12,8%) als in ,akuten“ Fallen (3,2%) (p=0,0015) (Tabelle 21).

In Versuchen an der mimischen Muskulatur von Ratten konnten Tews und
Mitarbeiter nachweisen, dass Tenascin nach Denervation verstarkt im die
Muskelfasern umgebenden Bindegewebe exprimiert wird (Tews et al., 1997).
Dies entspricht auch unseren Ergebnissen: Tenascin wird in 67,7% der
Biopsien mit neurogener Atrophie in der Extrazellularmatrix exprimiert (siehe
3.6.1).

Schoser und Goebel untersuchten die Expression von Tenascin
immunhistochemisch an humanen Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie und
konnten feststellen, dass auch in humaner Muskulatur Tenascin nach
Denervation ansteigt. Dabei konnten sie in 17 von 18 untersuchten Biopsien
(entspricht 94,4%) Tenascin nachweisen (Schoser und Goebel, 1996). In den
im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchten Biopsien war Tenascin
hingegen nur in 44 von 65 Biopsien (entspricht 66,7%) positiv. Eine Erklarung

hierfur konnte die geringe Anzahl von nur 18 Biopsien sein.

Insgesamt haben somit verschiedene Arbeiten gezeigt, dass Tenascin nach
Denervation verstarkt in der Extrazellularmatrix von Skelettmuskulatur
exprimiert wird.
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Es uberrascht jedoch, dass Tenascin dabei nicht dem Expressionsmuster der
anderen Denervationsmarker folgt: in den von uns untersuchten Biopsien wies
Tenascin eine felderformige Verteilung der positiven Fasern auf (Abbildung 22).
Die diffuse Verteilung der flr die anderen Marker positiven Fasern und der
angular-atrophen Fasern Uber die ganze Schnittflache zeigt jedoch, dass sich
die denervierten Fasern in Biopsien mit neurogener Atrophie auf den ganzen

Schnitt verteilen.

Anhand dieser Uberlegungen ist davon auszugehen, dass nicht speziell
denervierte Fasern Tenascin positiv sind. Die Beobachtung, dass angular-
atrophe Fasern, die ja als einzige Faserform als sicher denerviert gelten, nicht
haufiger Tenascin-positiv sind als normal grol3e Fasern, stutzt diesen Verdacht.
Es stellt sich daher die Frage, ob Tenascin uberhaupt als Marker fur

Denervation angesehen werden kann.

Verschiedene Arbeiten konnten nachweisen, dass Tenascin vermehrt nach
Denervation exprimiert wird (Schoser und Goebel, 1996, Tews et al., 1997).
Connor und Mitarbeiter konnten nachweisen, dass die Akkumulation von
Tenascin tatsachlich mit Denervation und nicht mit Muskelinaktivitat zu tun hat
(Connor et al., 1994). Doch ist die Expression von Tenascin nicht spezifisch flr
Denervation. Verschiedene Arbeiten beschreiben eine ebenfalls felderformige
extrazellulare Expression von Tenascin bei Muskeldystrophie vom Typ Becker
und vom Typ Duchenne, bei kongenitaler Muskeldystrophie und bei
Dermatomyositis und Polymyositis (Settles et al., 1996; Gullberg et al., 1997;
Mdaller-Felber et al., 1998; Ringelmann et al., 1999). Dabei korreliert die
Immunreaktivitat fur Tenascin mit dem Vorkommen von Makrophagen (Gullberg
et al., 1997).

Auch die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Tenascin nach Denervation
aufreguliert wird.

Die Denervationsmarker NCAM, Myogenin und MHCn zeichnen sich durch
Expression wahrend der Entwicklung der Skelettmuskulatur aus. Auch

Tenascin-X wird in fetaler Muskulatur exprimiert (Erickson, 1993). AulRerdem
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gibt es auch fur Tenascin-C Hinweise, dass es eine Rolle bei
Innervationsvorgangen spielt: So zeigen Tenascin-C-defiziente Mause eine
abnormale Reinnervation (Cifuentes-Diaz et al., 2002) und Antikdrper gegen
Tenascin kdnnen eine Reinnervation signifikant verzégern (Langenfeld-Oster et
al., 1994). Dies legt nahe, dass Tenascin nach Denervation aufreguliert wird
und eine Rolle bei der Reinnervation spielt. Passend dazu konnten
verschiedene Arbeiten nach Denervation eine vermehrte Expression von
Tenascin an motorischen Endplatten nachweisen (Sanes et al., 1986; Irintchev
et al., 1993).

Die Verteilung der positiven Fasern in den von uns untersuchten Biopsien in
Feldern ohne vermehrte Expression in angular-atrophen Fasern (Abbildung 17),
schliel3t jedoch aus, dass Tenascin hier nur von denervierten Fasern exprimiert
wird.

Gatchalian und Mitarbeiter konnten 1989 feststellen, dass Tenascin in
denervierten Fasern durch Fibroblasten produziert wird. Diese Fibroblasten
fanden sich vorwiegend in perisynaptischen Regionen, doch auch Fibroblasten
aus synapsen-freien Regionen von denervierter Muskulatur konnten in Kultur
Tenascin akkumulieren (Gatchalian et al., 1989). Die Produktion von Tenascin
durch Fibroblasten bietet eine plausible Erklarung, weshalb Tenascin in der
vorliegenden Arbeit vermehrt in Biopsien mit ,chronischem® Erscheinungsbild,

d.h. mit vielen Allgemeinveranderungen, wie Fibrose, exprimiert wird.

Im Laufe der Denervation kdnnten Fibroblasten von perisynaptischen Regionen
ausgehend Tenascin produzieren, welches sich mit zunehmender Akkumulation
felderformig in der Extrazellularmatrix verteilen konnte. Auch eine
Tenascinproduktion in Regionen ohne Synapsen ware nach Denervation uber
einen langeren Zeitraum denkbar. Die Produktion von Tenascin durch
Fibroblasten erklart, weshalb die Tenascin-positive Extrazellularmatrix in
unseren Biopsien nicht speziell denervierten Fasern zugeordnet werden kann,
sondern sich Uber die an denervierte Fasern grenzenden Bereiche hinaus

felderformig ausbreitet.
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Es gilt als erwiesen, dass Tenascin ein Molekul ist, welches in adulten
Geweben exprimiert wird, in denen Umbauprozesse, wie Wundheilung,
Neovaskularisierung oder Entziindung, ablaufen (Koukoulis et al., 1991; Whitby
and Ferguson, 1991; Whitby et al.,, 1991; Erickson, 1993; Hsia und
Schwarzbauer, 2005). Die Expression von Tenascin nach Denervation konnten
daher ebenfalls auf Umbauprozessen beruhen. Denervation kann in der
Muskulatur Umbauprozesse, wie beispielweise Fibrose und die Proliferation von
Fibroblasten, welche Tenascin produzieren konnen, bewirken (Murray und
Robbins, 1982; Viguie et al., 1997; Ashley et al., 2007). Umbauprozesse nach
Denervation sind Grundlage fur die morphologischen Veranderungen, aufgrund
derer die Biopsien in die Kategorien ,akut” und ,chronisch® eingeordnet wurden
(siehe 3.1 und Abbildungen 11 und 12). Es ist daher nicht verwunderlich, dass
,chronische” Biopsien signifikant mehr Tenascin exprimieren (Tabelle 21).

Insgesamt kann man sagen, dass Tenascin zwar nach Denervation vermehrt
exprimiert wird, jedoch nicht wie die anderen Denervationsmarker einzelne
denervierte Fasern markiert, sondern eher Felder mit positiven Fasern. Dies ist
wohl eher als allgemeine Reaktion der Skelettmuskulatur auf Denervation
anzusehen, und weniger als Zeichen, dass speziell die angrenzende Faser
denerviert sein muss. Daher weisen ,chronische® Biopsien, die viele
Allgemeinveranderungen aufweisen, mehr Tenascin auf, als ,akute“ Biopsien,

die morphologisch eher normaler Muskulatur ahneln.

4.7 Vergleich mit den Ergebnissen friherer Versuche an humanen

Muskelbiopsien

Viele Arbeiten in der Vergangenheit haben sich mit der Expression der
Denervationsmarker NCAM, Myogenin und MHCn in humanen Muskelbiopsien
mit neurogener Atrophie beschaftigt. Doch wurde hierbei immer nur der Anteil
an positiven Fasern bezogen auf die Gesamtzahl der Muskelfasern ermittelt. In

der vorliegenden Arbeit hingegen wurden die Muskelfasern erstmal hinsichtlich
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ihrer Form und GroRe in Kategorien eingeteilt und mit der Kategorie ,angular-
atrophe Fasern® ausschlieB3lich sicher denervierte Fasern untersucht.

Aus Arbeiten in der Vergangenheit ist bekannt, dass in Biopsien mit neurogener
Atrophie, die meisten Fasern kein NCAM exprimieren. Bei llla und Mitarbeiter
waren unter 20% aller Fasern NCAM-positiv (llla et al., 1992), bei Winter und
Bornemann 11,9% (Winter und Bornemann, 1999). Doch beziehen sich diese
Angaben auf alle Muskelfasern einer Biopsie, nicht nur auf die angular-atrophen
Fasern. Dadurch lassen sich diese Daten nicht direkt mit den Ergebnissen
dieser Arbeit vergleichen. Grob geschatzt durften sich diese jedoch in etwa

entsprechen (vergleiche Tabelle 22).

Die durch die separate Auszahlung der Fasern der Kategorie ,angular-atrophe®
ermittelte grolle Menge an NCAM-negativen angular-atrophen Fasern in den
meisten Biopsien legt nahe, dass Reinnervation in humaner Skelettmuskulatur
nach Motoneuronerkrankungen oder Polyneuropathie in weitaus grofierem
Malde stattfindet als bisher angenommen und durch das Vorliegen dieser

negativen Fasern immunhistochemisch nachgewiesen werden kann.

Die Menge der MHCn- und NCAM-positiven angular-atrophen Fasern
unterscheidet sich in den von uns untersuchten Biopsien nicht signifikant
(p=0,28). Winter und Bornemann untersuchten 1999 ahnliche Biopsien,
ermittelten jedoch einen Wert fur alle Muskelfasern, nicht nur flur angular-
atrophe Fasern. Dabei lag die Menge der NCAM-positiven-Fasern mit 11,9%
uber der Menge der MHCn-positiven Fasern mit 5,3% (Winter und Bornemann,
1999). Direkt vergleichen kann man diese Werte mit den Ergebnissen dieser
Arbeit jedoch ebenfalls nicht, da sie sich nicht auf angular-atrophe Fasern
beziehen, sondern auf alle Fasern einer Biopsie. Berucksichtigt man, dass in
der vorliegenden Arbeit normal grof3e Fasern deutlich haufiger NCAM als
MHCn exprimierten und Biopsien mit neurogener Atrophie zu einem Grol3teil
aus normal grofden Fasern bestehen, wird klar, wodurch der Unterschied

zustande kommt.
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Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse dieser Arbeit etwa die
gleiche Menge an NCAM- und MHCn-positiven Fasern wie Arbeiten in der
Vergangenheit zeigen. Im Gegensatz zu diesen wurde hier jedoch die Menge
an positiven Fasern fir angular-atrophe Fasern als separate Kategorie ermittelt.
Uberraschenderweise zeigt sich hierbei eine groRe Menge an NCAM- und/ oder
MHCn-negativen angular-atrophen Fasern (Tabellen 3 bis 5 und Abbildung 13).
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5. Zusammenfassung

Denervation von Muskulatur fuhrt zu neurogener Atrophie. Diese geht mit
morphologischen Veranderungen, wie dem Auftreten von angular-atrophen
Fasern, einher und fuhrt zur Expression von Denervationsmarkern, wie NCAM,

MHCn, Myogenin und Tenascin.

In humanen Muskelbiopsien liegt ein heterogenes Muster an Fasern vor. Im
Gegensatz zur Denervation im Tierexperiment kann nicht direkt auf den
Innervationzustand geschlossen werden. Stattdessen liegen in humanen
Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie denervierte, reinnervierte und normale

Fasern nebeneinander vor.

In der Literatur wurden zwar sowohl morphologische Veranderungen
beschrieben, die auf Denervation einer Faser hinweisen, als auch einige
Denervationsmarker, die nach Denervation aufreguliert werden. Doch wurden
bisher weder mehrere Denervationsmarker im Zusammenhang, noch der
Zusammenhang zwischen der Expression von Denervationsmarkern und dem
Vorliegen von morphologischen Veranderungen, wie Atrophie untersucht, so
dass es momentan noch nicht mdglich ist, genaue Aussagen Uber den

Innervationszustand von Muskelfasern in humanen Muskelbiopsien zu treffen.

Ziel dieser Arbeit war es daher, durch vergleichende Untersuchung mehrerer
Denervationsmarker (NCAM, MHCn, Myogenin und Tenascin) und durch
Vergleich der Expression dieser Marker in Fasern mit verschiedenem Ausmalf}
an Atrophie eine genauere Aussage uber Denervation und Reinnervation in
einer humanen Muskelbiopsie zu treffen, als dies anhand der bisherigen

Erkenntnisse mdglich war.

Es wurden dabei 66 humane Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie
immunhistochemisch auf ihre Reaktivitat mit Anti-NCAM, Anti-MHCn, Anti-
Myogenin und Anti-Tenascin Uberpruft. Um speziell die Expression dieser
Marker nach Denervation zu untersuchen, wurden Biopsien die fur Vimentin,

einem regenerationsspezifischen Marker, positiv waren, ausgeschlossen.
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Zur Untersuchung des Zusammenhangs zur Morphologie der Fasern wurden
die Muskelfasern in die Kategorien ,normal grof3“, ,angular-atroph® und ,klein"
eingeteilt. Die Menge der positiven Fasern wurde getrennt fur diese drei

Kategorien ermittelt.

Uberraschend war das Vorliegen einer groBen Menge an kleinen Fasern, was
fur humane Muskelbiopsien so bisher nie beschrieben worden war. Diese
kleinen Muskelfasern sind signifikant haufiger MHCn-positiv als NCAM- oder
Myogenin-positiv (p<0,0001). Entstanden sind diese Muskelfasern vermutlich
im Rahmen von durch Denervation ausgeldsten Myogenesevorgangen mittels
Aktivierung und Fusion von Satellitenzellen. Myogenese spielt demnach in
denervierter humaner Muskulatur eine weitaus groRere Rolle als bisher

angenommen.

Angular-atrophe Fasern waren insgesamt ahnlich haufig fur NCAM und MHCn
positiv (p=0,28). Erstaunlicherweise unterschied sich die Menge der NCAM-
und MHCn-positiven Fasern in den einzelnen Biopsien jedoch haufig. Dies
deutet darauf hin, dass NCAM und MHCn zeitlich nicht exakt dem gleichen

Expressionsmuster folgen.

Einige angular-atrophe Fasern sind MHCn-positiv, jedoch NCAM-negativ. Dies
liegt vermutlich daran, dass die Expresssion von NCAM, wie in der Literatur

beschrieben, nach Reinnervation sehr rasch zurtickgeht.

Normal grof3e Fasern waren haufiger NCAM-positiv als MHCn- oder Myogenin-
positiv. Dies entspricht den Erwartungen, da NCAM auch im Tierexperiment

frher als MHCn oder Myogenin exprimiert wird.

Auffallig war jedoch das Vorliegen von erstaunlich vielen NCAM- und MHCn-
negativen angular-atrophen Fasern. Dies kann nur durch Reinnervation erklart
werden. Reinnervation liegt demnach in humanen Muskelbiopsien mit

neurogener Atrophie Uberraschend haufig vor.
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Myogenin-positive Fasern waren erstaunlicherweise nur in wenigen Biopsien zu
finden. Wenn Myogenin-positive Fasern vorlagen, dann handelte es sich vor

allem um angular-atrophe und kleine Fasern.

Ebenfalls erstaunlich war das Expressionsmuster von Tenascin: Tenascin
unterschied sich von den anderen Denervationsmarkern dahingehend, dass es
eher Felder von positiven Fasern bildete, anstatt einzelne Fasern anzufarben
und von allen Faserformen ahnlich haufig exprimiert wurde. Tenascin korreliert
dabei eher mit dem Ausmall an Atrophie insgesamt ohne speziell von
denervierten Fasern exprimiert zu werden und kann daher nicht als spezifischer

Denervationsmarker angesehen werden.

NCAM und MHCn stellen demnach brauchbare Denervationsmarker dar und
lassen bei kombinierter Anwendung gute Schlusse auf das Vorliegen von

Denervation und Reinnervation in humanen Muskelbiopsien zu.

Myogenin und Tenascin sind als Denervationsmarker nicht empfehlenswert.
Myogenin wird nur von einem geringen Teil der denervierten Fasern exprimiert,
wahrend Tenascin  Uberhaupt nicht dem Muster der anderen
Denervationsmarker folgt und eher ein Marker fur pathologische
Veranderungen im Allgemeinen als speziell fur Denervation zu sein scheint. Die

Bezeichnung als Denervationsmarker ist bei Tenascin daher in Frage zu stellen.

Das Vorkommen einer groBRen Menge an kleinen Fasern zeigt, dass
Myogenesevorgange in humanen Muskelbiopsien mit neurogener Atrophie in
Uberraschend grolRem Male ablaufen und erweitert die ohnehin schon hohe

Komplexitat von neurogener Atrophie um einen weiteren wichtigen Aspekt.
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