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°C                                   Grad Celsius 
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bzw.                                beziehungsweise 
ca.                                   circa 
cm                                  Zentimeter 
CTRL                             Kontrollgruppe 
d.h.                                das heißt 
dATP                             Desoxyadenosintriphosphat 
DNA                               Desoxyribonukleinsäure 
dUTP                             Desoxyuridintriphosphat 
EDTA                             Ethylendiamintetraessigsäure 
GAPDH                         Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 
h                                    Stunde 
i.p.                                 intraperitoneal 
IL-6                                Interleukin-6 
IFX                                Infliximab-Gruppe 
kg                                  Kilogramm 
KG                                Körpergewicht 
L                                    Liter 
LPS                               Lupus erythematodes 
LT                                Lymphotoxin 
M. soleus                      Musculus soleus 
M. gastrocnemius      Musculus gastrocnemius 
mg                                Milligramm 
min                               Minute 
ml                                 Milliliter 
mm                               Millimeter 
N                                   Newton 
n                                   Anzahl 
N. ischiadicus               Nervus ischiadicus 
NaCl                             Natriumchlorid 
NF-κB                   Nekrosefaktor κB 
o.g.                               oben genannte 
-OH                               Hydroxylgruppe 
PBS                               Phosphatgepufferte Salzlösung 
PsA                               Psoriasis-Arthritis 
s                                    Sekunde 
SODD                              Silencer of Death Domain 
TNF                              Tumornekrosefaktor 
TNFR1 oder 2              Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 oder 2 
TRADD                         Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 associated Death 

Domain Protein 
U/L                                Einheiten pro Liter 
z.B.                               zum Beispiel 
μg                                 Mikrogramm  
µm                                Mikrometer 
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1 Einleitung 

1.1 Skelettmuskulatur: Aufbau, Funktion und Trauma 

Insgesamt besteht der Körper eines gesunden Menschen aus 600 einzelnen 

Muskeln. 40% der Körpermasse eines Mannes und 23% der Körpermasse einer 

Frau sind Muskeln. Kontraktion und Kraftproduktion sind Leistungen des Mus-

kels, die bewirken, dass wir gehen, stehen, atmen und unseren Alltag meistern 

können. Vielkernige Muskelzellen bilden den Skelettmuskel. Embryonal ver-

schmelzen Hunderte einkerniger Myoblasten zu einem Synzytium. Das Endo-

mysium, eine Bindegewebsschicht aus Basallamina und retikulären Fasern, 

umschließt die Muskelfasern. Kapillaren, Lymphgefäße und Nerven durchzie-

hen die Bindegewebsscheiden zwischen den Muskeln. Der gesamte Muskel 

wird von einer derben Bindegewebshülle, dem Epimysium umhüllt. Vom Epi-

mysium ausgehend, unterteilt das Perimysium, dünne Bindegewebssepten, den 

Muskel in Bündel. Die kleinste Funktionseinheit und der Auslöser der Muskel-

kontraktion ist das Sarkomer, bestehend aus den kontraktilen Proteinen Aktin 

und Myosin. 

Die Muskelverletzung ist der Verlust der Funktion nach direktem oder indi-

rektem Trauma. Muskelverletzungen gehören zu den häufigsten Verletzungen 

des menschlichen Körpers. Manchmal können diese so schwer sein, dass eine 

Operation nicht zu vermeiden ist. Außerdem können dadurch chronische 

Schmerzen oder Behinderungen unterschiedlichen Ausmaßes entstehen. Die 

Entstehungsmechanismen teilt man in Kontusion, Lazeration und Zerrung ein. 

Die Schwere und das Ausmaß der Weichteilschädigung ist entscheidend für die 

Therapie des Patienten und vor allem für die Prognose [(67)Oestern und 

Tscherne 1983]. Per definitionem liegt dem Muskeltrauma eine externe Kraft-

einwirkung zugrunde. Der Muskelschaden wird dabei in offen und geschlossen 

unterteilt, abhängig von der Kontinuität der Haut. Eine weitere Genese ist die 

Muskelschädigung von innen, wie zum Beispiel beim Hämatom. Solche Ver-

letzungsmuster treten häufig bei geschlossenen Frakturen oder bei erhöhter 

Blutungsneigung auf. Das klinische Bild kann von Prellmarken bis hin zu 

Hautnekrosen reichen. Offene Muskelverletzungen gehen mit einer Durch-

trennung des Muskels und Schädigung des umliegenden Gewebes einher.  
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1.2 Muskeltrauma: Pathophysiologie des Muskels 

Der Unterschied zwischen den einzelnen Heilungsphasen eines Muskels und 

z.B. eines Knochens ist, dass der Knochen wieder seine volle Funktion erreicht 

und keine Narbe zurückbleibt. Dies ist am verletzten Muskel anders. Die 

Muskelheilung ist dabei in drei Phasen unterteilt [(42)Jarvinen et al.2005]: 

I. Destruktionsphase: Ruptur und Nekrose der Muskelfasern, Hämatombildung 

und Infiltration des Gewebes durch inflammatorische Zellen. 

II. Wiederherstellungsphase: Phagozytose von nekrotischem Gewebe, 

Muskelfaserregeneration mit zeitgleicher Bindegewebsformation und Ein-

wachsen von Kapillaren in das traumatisierte Gewebe. 

III. Umbauphase: Wiederherstellung und Regeneration der Muskelfasern, 

Erhöhung der Reißfestigkeit des traumatisierten Muskels, Reorganisation des 

Narbengewebes und funktionelle Wiederherstellung des Muskels. 

 

1.2.1 Destruktionsphase 

Intramuskuläre Strukturen wie Gefäße und Nerven werden bei einem Trauma 

geschädigt. Bei partieller oder vollständiger Durchtrennung des Muskels durch 

Krafteinwirkung kommt es makroskopisch bei intakter Muskelfaszie zur intra-

muskulären Hämatombildung und damit zum Anstieg des intramuskulären 

Drucks. Ein extramuskuläres Hämatom tritt auf, wenn die Muskelfaszie durch 

das Trauma beschädigt wurde und das extravasierte Blut direkten Zugang zum 

interstitiellen oder intrafasziellen Gewebe hat, ohne den intramuskulären Druck 

zu erhöhen [(42)Jarvinen et al. 2005]. Mikroskopisch zeigt sich bei einer Ruptur 

der Muskelfaser ein offener Zytoplasma-Muskelzell-Stumpf. Um eine Ausbrei-

tung der Nekrose und damit das Absterben der geschädigten Muskelfasern zu 

verhindern, bildet sich am offenen Muskelfaserende eine membranähnliche 

Struktur, welche als „Kontraktionsbande“ bezeichnet wird. Bestehend aus kon-

densiertem zytoskelettalem Material schließt sie förmlich das offene Ende der 

Membran wenige Stunden posttraumatisch ab, verhindert dabei eine Nekrose 

und formt gleichzeitig eine schützende Barriere, unter welcher die zerstörte 

Zytoplasmamembran wiederhergestellt werden kann [(40)Hurme et al. 1991]. 
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Während der akuten Phase des Muskeltraumas wandern hauptsächlich 

polymorphnukleäre Leukozyten in das geschädigte Gewebe ein. Die Monozyten 

werden in Makrophagen transformiert und induzieren durch Freisetzung von 

lysosomalen Enzymen die Phagozytose nekrotischen Gewebes. Inflamma-

torische Zellen dringen ins Gewebe ein und bauen das gebildete Hämatom ab 

[(43)Jarvinen und Lamb 2005]. Neben der Traumatisierung der Muskelfasern 

kommt es zur Schädigung von Blutgefäßen und zur Infiltration inflamma-

torischer Zellen des Blutes. Die inflammatorische Reaktion wird von Satelliten-

zellen sowie von nekrotischem Gewebe induziert. Myozyten, welche das 

Trauma überlebt haben, erlauben es den Satellitenzellen, neue Muskelzellen 

auszubilden. Gleichzeitig phagozytieren die Makrophagen die nekrotischen 

Fragmente und gewährleisten damit das Überleben der Satellitenzellen 

[(13)Chazaud et al. 2003]. Die Proteine Fibrin und Fibronektin, welche aus dem 

Blut stammen, bilden ein relativ unreifes Granulationsgewebe, die sogenannte 

extrazelluläre Matrix. Diese dient den einwandernden Fibroblasten als Gerüst 

[(11)Bunn et al. 2004]. Fibroblasten initiieren die Synthese von Proteoglykanen 

der extrazellulären Matrix, um die Stabilität des Bindegewebes zu stärken 

[(40)Hurme et al. 1991]. Einige dieser eindringenden Fibroblasten können sogar 

von Zellen stammen, die aktiv zur Muskelregeneration beitragen [(39)Huard et 

al. 2003]. Das neugeformte Gewebe verleiht dem geschädigten Muskel die 

nötige Stabilität, um die Zugkräfte, welche durch die Kontraktionskräfte auftre-

ten, zu tolerieren [(59)Lehto et al. 1985]. Während der ersten Tage werden 

extrazelluläre Matrixproteine gebildet, welche elastische Eigenschaften besitzen 

und etwa zehn Tage nach dem Trauma dem Bindegewebe eine relativ große 

Reißfestigkeit verleihen [(42)Jarvinen et al. 2005]. 

 

1.2.2 Wiederherstellungsphase 

Nach der Destruktionsphase beginnt die Wiederherstellungsphase mit der 

Regeneration der Muskelfasern und der Formation von Bindegewebe. 

Muskelfasern gelten als irreversibel postmitotische Zellen. Sie sind jedoch 

durch spezielle Mechanismen in der Lage, den Kontraktionsapparat wiederher-

zustellen. Wichtig hierbei sind undifferenzierte Reservezellen, welche sich im 
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Spalt zwischen Basal- und Plasmamembran der Muskelfaser befinden und als 

Satellitenzellen bezeichnet werden [(63)Mauro 1961]. Satellitenzellen nehmen 

normalerweise nicht an mitotischen Prozessen teil und befinden sich in einem 

inaktiven Zustand. Als Antwort auf verschiedene Reize, wie z.B. Verletzungen, 

werden Satellitenzellen reaktiviert und kehren in den Zellzyklus zurück 

[(33)Grounds et al. 1998]. Die Satellitenzellen proliferieren, differenzieren sich 

anschließend zu Myoblasten und verbinden sich untereinander, um ein Syn-

zytium zu bilden. Die Synzytien fusionieren am Ende mit den noch verbliebenen 

Muskelfasern [(12)Charge und Rudnicki 2004]. Heute ist bekannt, dass weitere 

Populationen multipotenter Stammzellen den traumatisierten Muskel wiederher-

stellen können. Zu diesen Zellen gehören einerseits die sich im Muskel befin-

denden Stammzellen und die in der peripheren Blutbahn zirkulierenden Stamm-

zellen. Isolierte Vorläuferzellen aus dem Knochenmark, aus neuronalem Gewe-

be und mesenchymalem Gewebe tragen zur Regeneration des Muskels bei. 

Außerdem gibt es im Bindegewebe des Muskels weitere Populationen von 

Muskelvorläuferzellen mit der Möglichkeit der Differenzierung zu Myoblasten 

[(12)Charge und Rudnicki 2004]. Die aus dem Knochenmark stammenden 

Stammzellen können sich zusätzlich in Satellitenzellen differenzieren, jedoch ist 

ihr Regenerationspotential im Vergleich zu den muskulären Satellitenzellen 

deutlich geringer. Deshalb ist es bis heute fraglich, ob diese Stamm- und 

Vorläuferzellen wesentlich zur Muskelregeneration beitragen können 

[(35)Grounds et al. 2002]. Zeitgleich mit den Satellitenzellen proliferieren die 

Fibroblasten und bilden zahlreiche Kollagenfasern aus. Wichtig dabei ist ein 

Gleichgewicht der Proliferation von Satellitenzellen und Fibroblasten. Dies ist 

die Grundvoraussetzung für die Muskelregeneration und die optimale Wieder-

herstellung der Kontraktionsfunktion des Muskels. Bei besonders großer Schä-

digung kann die Proliferation der Fibroblasten der Satellitenzellproliferation 

überlegen sein und zu einer dichten Bindegewebsbildung kommen. Die Narbe 

stellt dann eine mechanische Barriere dar, welche die Regeneration der 

Myozyten an der Übergangszone zwischen gesundem und traumatisiertem 

Gewebe verhindert [(43)Jarvinen und Lamb 2005] [(42)Jarvinen et al. 2005]. Als 

eines der ersten Regenerationszeichen nach dem Trauma kommt es zur Vas-

kularisation des verletzten Areals. Diese wird als eine wesentliche 

Voraussetzung für die Wiederherstellung der Funktion des Muskels  
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beschrieben [(42)Jarvinen et al. 2005]. Aus der ungeschädigten Peripherie 

wachsen neue Kapillaren in das geschädigte Gewebe ein [(43)Jarvinen und 

Lamb 2005]. Ziel dieses Vorgangs ist es, eine adäquate Oxygenierung zu 

erreichen, um den Zellmetabolismus der regenerierenden Muskelfasern zu 

ermöglichen [(43)Jarvinen und Lamb 2005]. Ähnlich wie bei der Vaskularisation 

kann die Regeneration durch unzureichende intramuskuläre Innervation 

gehemmt werden [(40)Hurme et al. 1991]. Die Reinnervation erfolgt hierbei 

durch das Wachsen eines neuen Axons distal des Schadens. 

 

 

1.2.3 Umbauphase 

Nach kompletter Muskelruptur klaffen während der Kontraktionsphase beide 

Muskelstümpfe an der Rupturstelle weiter auseinander. Die freien Enden der 

Muskelfasern versuchen, in das Narbengewebe einzudringen und nehmen 

dabei eine charakteristische Konusformation ein [(42)Jarvinen et al. 2005]. 

Dabei hängen sich die Muskelfasern an die seitlich gelegene extrazelluläre 

Matrix, um dadurch die Stabilität des Gewebes zu unterstützen und eine weitere 

Ruptur zu vermeiden [(46)Kaariainen et al. 2000]. In experimentellen Studien 

wurde gezeigt, dass diese seitliche Adhäsion in Abwesenheit mechanischer 

Zugkräfte nicht auftritt [(47)Kaariainen et al. 2001]. Im Verlauf bildet sich 

zwischen dem proximalen und dem distalen Muskelstumpf Bindegewebe aus, 

welches ähnliche Eigenschaften und gleiche Adhäsionsmoleküle wie ein 

Muskelsehnenansatz besitzt [(42)Jarvinen et al. 2005]. Dadurch werden zwei 

individuelle Sehnen-Muskel-Sehnen-Einheiten gebildet, welche vom selben 

Nerv innerviert werden und gleichzeitig kontrahieren können. [(42)Jarvinen et 

al. 2005]. Das dazwischenliegende Narbengewebe wird später reduziert und die 

stumpfen Muskelfaserteile sehr eng zueinander gebracht. Allerdings können 

sich diese Stümpfe der Muskelfasern nicht wieder vereinigen [(101)Vaittinen et 

al. 2002]. 
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1.3 Therapie im klinischen Alltag 

Die klassische und am weitesten verbreitete Therapie, welche auch von Laien 

angewandt werden kann, ist die sogenannte „RICE“-Therapie. Dabei sollte das 

traumatisierte Gewebe mit Immobilisation (rest), Kälte (ice), Kompression 

(compression) und Hochlagerung der traumatisierten Extremität (elevation) 

behandelt werden [(42)Jarvinen et al. 2005]. Experimentelle Studien haben 

gezeigt und bestätigt, dass dieses Therapiekonzept einen hohen Stellenwert in 

der Behandlung einnimmt [(9)Bleakley et al. 2006]. Die Kryotherapie scheint mit 

geringerer Inflammation und Hämatombildung einherzugehen. Zusätzlich wird 

die Regeneration durch Kühlung beschleunigt [(22)Deal et al. 2002]. Insbeson-

dere scheint die Kombination aus Kompression und Kryotherapie einen posi-

tiven Effekt auf den Muskel zu haben [(42)Jarvinen et al. 2005]. Im Gegensatz 

dazu bewirkt die alleinige Kompressionstherapie eine Reduktion des intramus-

kulären Blutflusses im geschädigten Areal und hat somit einen fragwürdigen 

Einfluss auf die Muskelregeneration nach Trauma [(95)Thorsson et al. 1997]. 

Der positive Einfluss der Hochlagerung der Extremität über Herzebene wird 

durch die Reduktion des hydrostatischen Druckes und die dadurch bedingte 

Verringerung des interstitiellen Ödems und der extravasalen Flüssigkeit erklärt. 

Ein weiteres sehr verbreitetes Therapiekonzept ist die Gabe nichtsteroidaler 

Antirheumatika (NSAR). Trotz des Fehlens direkter Beweise für den Menschen, 

wurde die Wirkung von NSAR am Tier experimentell recht gut dokumentiert 

[(44)Jarvinen et al. 1992] [(76)Rahusen et al. 2004] [(95)Thorrson et al. 1997] 

[(68)Obremsky et al. 1994]. Eine kurzfristige NSAR-Anwendung in der frühen 

Phase der Heilung führte nachweislich zu einer Verringerung der entzündlichen 

Zellreaktion [(44)Jarvinen et al. 1992] [(76)Rahusen et al. 2004] ohne nachtei-

lige Auswirkungen auf den Heilungsprozess, auf die Zugfestigkeit oder die 

Fähigkeit des verletzten Muskels, sich zusammenzuziehen [(44)Jarvinen et al. 

1992]. Außerdem verzögern NSAR die Regeneration der Muskelfasern nicht 

[(44)Jarvinen et al. 1992] [(95)Thorrson et al. 1997]. Vollkommen gegenteilig 

verhält es sich mit der Gabe von Glucocorticoiden. Experimentelle Studien 

haben gezeigt, dass es unter Glucocorticoiden zu einer verzögerten Beseiti-

gung des Hämatoms und einer großen Nekrose des Skelettmuskelgewebes 

kommt [(44)Jarvinen et al. 1992] [(5)Beiner et al. 1999]. Zusätzlich kommt es zu 
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einer Verlangsamung des Muskelregenerationsprozesses, woraus letztendlich 

eine reduzierte biomechanische Festigkeit des verletzten Muskels resultiert 

[(44)Jarvinen et al. 1992] [(5)Beiner et al. 1999]. Ein weiteres Therapiekonzept, 

welches sich großer Beliebtheit erfreut, ist der therapeutische Ultraschall. 

Jedoch hat dieser trotz der Förderung der Proliferationsphase der Myorege-

neration [(60)Levinen et al. 2000] keinen positiven Effekt auf das Endergebnis 

der Muskelheilung [(77)Rantanen et al. 1999] [(105)Wilkin et al. 2004]. Sollte 

innerhalb der ersten Tage nach Trauma keine Besserung auftreten, ist die 

Wahrscheinlichkeit einer ausgedehnten Muskelschädigung groß. Eine detail-

lierte klinische Untersuchung in Kombination mit einer Ultraschalluntersuchung 

sind essentiell für die weitere Therapieauswahl und um die Möglichkeit eines 

Kompartmentsyndroms auszuschließen. Als letzte Therapiemöglichkeit bleibt 

noch die chirurgische Entlastung des Hämatoms [(42)Jarvinen et al. 2005]. Es 

muss betont werden, wie wichtig es ist, jene seltenen Muskelverletzungen zu 

erkennen, die sehr früh (d.h. innerhalb von drei Wochen nach der Verletzung) 

operiert werden müssen, da eine operative Behandlung innerhalb dieses 

Zeitraums signifikant bessere Ergebnisse liefert als danach [(2)Äärimaa et al, 

2004]. 

 

1.4 Geschichte, Aufbau und Eigenschaften von TNF 

Geschichtlich gesehen wurde zuerst der von Lymphozyten produzierte zyto-

toxische Faktor, das Lymphotoxin (LT), heute aufgrund der sequentiellen und 

funktionellen Homologie TNF-β genannt [(70)Pennica et al. 1984], entdeckt 

[(53)Kolb und Granger 1968]. 1975 wurde dann ein weiterer, von Makrophagen 

produzierter zytotoxischer Faktor, der Tumornekrosefaktor, entdeckt 

[(16)Carswell et al. 1975]. Die cDNAs, die für LT und TNF kodieren, wurden 

1984 kloniert. Dabei wurde festgestellt, dass sie ähnlich sind [(70)Pennica et al. 

1984]. Die Bindung von TNF an seinen Rezeptor und seine Verdrängung durch 

LT bestätigte die funktionelle Homologie zwischen den beiden Faktoren. Diese 

führte zur Umbenennung von TNF in TNF-α und LT in TNF-β [(70)Pennica et al. 

1984]. 1985 entdeckte man, dass Cachectin (ein Hormon, das Kachexie 

induziert) TNF-α entspricht [(6)Beutler et al. 1985]. TNF wurde als Mediator 
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einer tödlichen Endotoxinvergiftung identifiziert [(7)Beutler et al. 1985]. Des 

Weiteren wurde TNF eine Schlüsselrolle bei letalem septischem Schock zuge-

schrieben und man identifizierte die therapeutischen Effekte von monoklonalen 

Anti-TNF-Antikörpern [(98)Tracey et al. 1986] [(99)Tracey et al. 1987]. TNF ist 

ein 233 Aminosäuren langes Typ II-Transmembranprotein in stabilen Homo-

trimeren [(56)Kriegler et al. 1988] [(91)Tang et al. 1996]. Aus dieser membran-

integrierten Form wird das lösliche homotrimere Zytokin (sTNF) durch proteoly-

tische Spaltung durch das Metalloprotease-TNF-α-konvertierende Enzym 

(TACE, auch ADAM17 genannt) freigesetzt [(8)Black et al. 1997]. Sowohl die 

sezernierte als auch die membrangebundene Form sind biologisch aktiv, ob-

wohl ihre spezifischen Funktionen umstritten sind. Beide Formen haben teils 

überlappende und teils unterschiedliche biologische Aktivitäten [(69)Palladino et 

al. 2003]. Der Tumornekrosefaktor α (TNF, TNF-α, Cachexin oder Cachectin) 

gehört zur Gruppe der Zellsignalproteine, auch Zytokine genannt, welche an 

systemischen Entzündungen und Akute-Phase-Reaktionen beteiligt sind. Der 

TNF-α ist ein entscheidender Wirkstoff, der die Immunantwort sowie die durch 

Entzündungszellen induzierte Gewebeschädigung modifiziert [(94)Thoma et al. 

2018]. Er wird hauptsächlich von aktivierten Makrophagen produziert, obwohl er 

ebenfalls von vielen anderen Zelltypen (wie CD4+-Lymphozyten, NK-Zellen 

[(92)Terunuma et al. 2008], Neutrophilen, Mastzellen, Eosinophilen und 

Neuronen [(25)Gahring et al. 1996] produziert werden kann. In der Haut 

scheinen Mastzellen die vorherrschende Quelle für präformierten TNF zu sein, 

der bei entzündlichen Stimuli (z.B. bei LPS) freigesetzt werden kann 

[(104)Walsh et al. 1991]. Die Forschung der letzten zwei Jahrzehnte hat die 

Existenz einer Superfamilie von TNF-Proteinen gezeigt, welche aus 19 Mit-

gliedern besteht, die an 29 verschiedene Rezeptoren binden können. Diese 

Liganden regulieren zusätzlich normale Funktionen wie Immunantworten, 

Hämatopoese und Morphogenese, werden aber auch mit der Tumorgenese, 

Transplantatabstoßung, septischem Schock, viraler Replikation, Knochen-

resorption, Rheumatoider Arthritis und Diabetes in Verbindung gebracht 

[(4)Aggarwal et al. 2003]. Die primäre Rolle des TNF liegt in der Regulation von 

Immunzellen. TNF, das ein endogenes Pyrogen ist, ist in der Lage, Fieber, 

apoptotischen Zelltod, Kachexie und Entzündungen zu induzieren, sowie 

Tumorgenese und virale Replikation zu inhibieren [(18)Chen et al. 2002]. Die 
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Dysregulation der TNF-Produktion wurde mit einer Reihe von humanen Erkran-

kungen in Verbindung gebracht, darunter Alzheimer [(90)Swardfager et al. 

2010], Krebs [(62)Locksley et al. 2001], Major Depression [(23)Dowlati et al. 

2010], Psoriasis [(102)Victor et al. 2002] und entzündliche Darmerkrankungen 

[(15)Brynskov et al. 2002] [(65)Mikocka-Walus et al. 2007]. Außerdem wird von 

Abubakar et al. auch Bronchialasthma in die Reihe der Erkrankungen mit 

aufgenommen [(3)Abubakar et al. 2022]. 

 

1.4.1 Die Signalwege von TNF und die Aktivierung von NF-κB 

TNF kann zwei Rezeptoren binden, TNFR1 und TNFR2 [(93)Theiss et al. 2005]. 

TNFR1 wird in den meisten Geweben exprimiert und kann sowohl durch die 

membrangebundene als auch durch die lösliche trimere Form des TNF vollstän-

dig aktiviert werden, während TNFR2 typischerweise in Zellen des Immun-

systems vorkommt und auf die membrangebundene Form des TNF-Homo-

trimers reagiert [(103)Wajant et al. 2003]. Da die meisten Informationen bezüg-

lich des TNF-Signals von TNFR1 stammen, wird die Rolle von TNFR2 

möglicherweise unterschätzt. Wie alle Todesdomänen-haltigen Mitglieder der 

Superfamilie ist TNFR1 am Todessignal beteiligt [(27)Gaur und Aggarwal 2003]. 

Der TNF-induzierte Zelltod spielt jedoch nur eine untergeordnete Rolle im 

Vergleich zu seiner herausragenden Rolle im Entzündungsprozess [(45)Jian-

Hong et al 2018]. Nach Bindung des TNF an seinen Rezeptor kommt es zur 

Dissoziation des inhibitorischen Proteins SODD und zur Bindung des 

Adapterproteins TRADD an die Todesdomäne. Nach der TRADD-Bindung 

können drei Wege in Gang gesetzt werden [(103)Wajant et al. 2003] [(18)Chen 

et al. 2002]. Solche komplizierten Signalwege stellen sicher, dass immer dann, 

wenn TNF freigesetzt wird, verschiedene Zellen mit sehr unterschiedlichen 

Funktionen angemessen auf Entzündungen reagieren können.  

NF-κB (Kernfaktor-kappa-Leichtketten-Enhancer von aktivierten B-Zellen) ist ein 

Proteinkomplex, der die Transkription von DNA, die Zytokinproduktion und das 

Zellüberleben steuert [(108)Zizzo et al. 2021]. NF-κB kommt in fast allen 

tierischen Zelltypen vor und ist an zellulären Reaktionen auf Reize wie Stress, 

Zytokine, freie Radikale, Schwermetalle, ultraviolette Strahlung, oxidiertes LDL 
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und bakterielle oder virale Antigene beteiligt [(28)Gilmore et al. 2006] 

[(14)Brasier et al. 2006] [(71)Perkins et al. 2007]. NF-κB spielt eine Schlüssel-

rolle bei der Regulierung der Immunantwort auf Infektionen. Eine falsche Regu-

lation von NF-κB wurde mit Krebs, entzündlichen und autoimmunen Erkran-

kungen, septischem Schock, Virusinfektionen und falscher Immunentwicklung 

in Verbindung gebracht [(29)Gilmore et al. 1999] [(96)Tian et al. 2003]. 

 

1.4.2 Infliximab und seine klinische Anwendung 

In unserer Studie verwendeten wir den Wirkstoff Infliximab (Handelsname 

Remicade®). Infliximab ist ein chimärer monoklonaler Antikörper, der gegen 

TNF-α gerichtet ist. Er wird daher auch als TNF-Blocker bezeichnet. Infliximab 

wird durch intravenöse Infusion verabreicht, typischerweise in Abständen von 

sechs bis acht Wochen. Es kann nicht oral gegeben werden, da das Verdau-

ungssystem den Wirkstoff zerstören würde [(85)Steinhilber et al. 2005]. 

Infliximab wird bevorzugt gegen Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Die 

Therapie mit Infliximab ist bei folgenden Erkrankungen in der Europäischen 

Union zugelassen: Rheumatoide Arthritis, Morbus Crohn (Infliximab ist auch für 

die Behandlung des Morbus Crohn bei Kindern zugelassen), Fistelbildungen bei 

Morbus Crohn, Colitis ulcerosa, Spondylitis ankylosans (Morbus Bechterew), 

Psoriasis und Psoriasis-Arthritis [(78)Zusammenfassung EMEA].  

Drei Krankheitskategorien treten bei Morbus Crohn auf: strikturierende Krank-

heit (die eine Verengung des Darms verursacht), penetrierende Krankheit (die 

Fisteln oder abnormale Verbindungen des Darms verursacht) und entzündliche 

Erkrankung (die hauptsächlich eine Entzündung verursacht) [(24)Dubinsky et al. 

2003]. Infliximab wurde 1999 zum ersten Mal für den Verschluss von Fisteln bei 

Morbus Crohn eingesetzt. In einer klinischen Phase II-Studie mit 94 Patienten 

zeigten die Forscher, dass Infliximab bei 56-68% der Patienten wirksam Fisteln 

zwischen Haut und Darm verschloss [(73)Present et al. 1999]. Eine große 

klinische Phase III-Studie erbrachte, dass Infliximab bei der Aufrechterhaltung 

des Fistelverschlusses von Vorteil war. Bei 36% der Patienten konnte man nach 

einem Jahr den Verschluss von Fisteln weiter aufrechterhalten, verglichen mit 

19% in der Placebo-Gruppe [(81)Sands et al. 2004]. Diese Studie führte zur 

FDA-Zulassung des Medikaments zur Behandlung von fistulierenden Erkran-
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kungen. Infliximab wurde verwendet, um eine Remission bei entzündlichem 

Morbus Crohn zu induzieren und beizubehalten. Die ACCENT 1-Studie, eine 

große, multizentrische Studie, zeigte, dass 39-45% der mit Infliximab behan-

delten Patienten sich nach dreißig Wochen in Remission befanden im Vergleich 

zur Placebo-Gruppe mit 21%. Es fand sich darüber hinaus eine mittlere Remis-

sionserwartung von 38-54 Wochen im Vergleich zu 21 Wochen für Patienten 

mit Placebo [(37)Hanauer et al. 2002]. Zwischen den Perioden der Krankheits-

ruhe haben Morbus Crohn-Patienten zum Teil schwere Krankheitssymptome. 

Diese werden normalerweise mit Steroiden behandelt, um eine Remission zu 

erreichen. Aber Steroide haben viele unerwünschte Nebenwirkungen, weshalb 

einige Gastroenterologen aktuell die Gabe von Infliximab als erste Wahl befür-

worten. Diese Strategie wird als Top-Down-Ansatz bezeichnet [(36)Hanauer et 

al. 2003]. Bei Colitis ulcerosa fanden Studien ähnliche Ergebnisse. So ergaben 

Studien zur akuten Colitis ulcerosa, dass 44-45% der mit Infliximab behandelten 

Patienten über einen Zeitraum von einem Jahr eine positive Reaktion auf das 

Medikament zeigten, verglichen mit 21% der Kontrollgruppe. Nach zwei 

Monaten betrug die Remissionsrate 61-69% für mit Infliximab behandelte 

Patienten und 31% für die mit Placebo behandelten Patienten [(80)Rutgeerts et 

al. 2005]. Bei Psoriasis-Arthritis verbessern TNF-Inhibitoren wie Infliximab die 

Anzeichen und Symptome. Studien zu Ankylosierender Spondylitis 

[(64)Maxwell et al. 2015] ergaben, dass TNF-Antikörper wie Infliximab, 

Etanercept und Adalimumab das Potenzial haben, die Anzeichen und 

Symptome einer mittelschweren bis schwergradigen axialen Beteiligung, 

welche auf NSAR nicht ausreichend angesprochen haben, zu reduzieren. 

Infliximab und Etanercept sind wirksamer bei der Behandlung von Enthesitis als 

NSAR. Diese Ergebnisse legen nahe, dass Infliximab bei der Behandlung von 

Daktylitis bei PsA wirksam ist [(50)Kavanaugh et al. 2006]. Bei der chronischen 

Polychondritis ist Infliximab das am häufigsten verwendete Medikament 

[(74)Puechal et al. 2014]. Es gibt darüber hinaus zahlreiche Fallberichte über 

die Wirksamkeit von Infliximab bei verschiedenen entzündlichen 

Hauterkrankungen. 2006 wurde Infliximab für die chronische schwere Plaque-

Psoriasis bei Erwachsenen zugelassen [(31)Gupta et al. 2004]. Außerdem wird 

es off-label auch zur Behandlung des Morbus Behcet verwendet [(82)Sfikakis et 

al. 2002].  
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2 Studienziele 

Die Muskelregeneration geht nach der direkten Gewebeverletzung mit einer 

Vielzahl von pathophysiologischen Veränderungen, wie Entzündungen, Angio-

genese, Proliferation, Apoptose sowie Bildung von Narbengewebe einher 

[(100)Turner und Badylak et al. 2012]. Diese werden unmittelbar nach dem 

Trauma vom Körper initiiert. Der Entzündungsprozess erstreckt sich über die 

ersten vier Tage nach der Verletzung und ist in erster Linie für den Abbau des 

nekrotischen Gewebes verantwortlich [(42) Jarvinen et al. 2005]. TNF-α ist ein 

wichtiger Immunmodulator, der eine Rolle in der Entwicklung des Immun-

systems, bei der Regulation der Immunantwort und der Zellantwort auf das 

geschädigte Gewebe spielt [(54)Kollias et al. 1999]. Einige Berichte bringen die 

Wirkung des proinflammatorischen Zytokins TNF mit der Pathogenese der 

lokalen Gewebeentzündung nach Muskelverletzungen bei Menschen und 

Tieren in Verbindung [(10)Bradley et al. 2008]. TNF, durch aktivierte Monozyten 

und Makrophagen produziert, stimuliert die Chemokin-, Cytokin- und Wachs-

tumsfaktor-Sekretion. Es erfolgt zusätzlich eine Up-Regulation adhäsiver 

Moleküle, damit diese den Zustrom von Entzündungszellen zum Ort des 

Traumas fördern und Reparaturprozesse induzieren [(17)Chen et al. 2005] 

[(49)Karalaki et al. 2009]. Des Weiteren wurde beschrieben, dass TNF die 

Regeneration von Muskelgewebe während der akuten posttraumatischen 

Phase beeinträchtigt [(49)Karalaki et al. 2009]. Aus pathophysiologischer Sicht 

ist TNF bei der Entwicklung verschiedener entzündlicher Erkrankungen über 

den Bewegungsapparat hinaus beteiligt, so zum Beispiel Morbus Crohn, Colitis 

ulcerosa oder Asthma bronchiale. PsA, chronisch-entzündliche Darmerkran-

kungen und Rheumatoide Arthritis sind häufige Erkrankungen, die eine TNF-

assoziierte Pathogenese beinhalten [(10)Bradley et al. 2008]. Um die TNF-

induzierte Reaktion zu hemmen, zeigte sich beim Menschen und in vielen 

verschiedenen Tiermodellen die Neutralisation von TNF als eine wirksame 

Therapie [(69)Palladino et al. 2003]. In Anbetracht der polytropen Zusammen-

setzung von Infliximab nehmen wir an, dass eine TNF-Hemmung den Abbau 

von TNF-assoziierten Geweben nach Trauma stoppt und so die posttrauma-

tische entzündliche Reaktion des Muskels reduziert wird. Wir nehmen weiterhin  
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an, dass dies zu einer schnelleren Regeneration und Wiederherstellung der 

Funktion des verletzten Muskels führt. Aus diesem Grund verwendeten wir den 

monoklonalen TNF-Inhibitor Infliximab in unserem gut etablierten Rattenmodell 

für leichten Weichteilschaden [(87) Stratos et al. 2012] 

 

 

3 Material und Methoden 

3.1 Versuchsaufbau 

Die Versuche wurden an 42 männlichen Wistar-Ratten (Charles River 

Laboratories, Sulzfeld, Deutschland) mit einem Gewicht von 275–325 g durch-

geführt. Die Tiere wurden in einem klimatisierten Raum der Tierhaltung des 

Instituts für Experimentelle Chirurgie, Universität Rostock (Tierschutzbeauftrag-

ter Dr. rer. nat. H. Stein) artgerecht nach den Richtlinien des deutschen Tier-

schutzgesetzes gehalten. Der 12 h-Tag-Nacht-Rhythmus wurde gesichert und 

die Bereitstellung von Laborfutter und Wasser für Nager ad libitum in Einzel-

käfigen bereitgestellt. Das Forschungsvorhaben wurde von der Genehmigungs-

behörde des Landesveterinär- und Lebensmitteluntersuchungsamtes 

Mecklenburg-Vorpommern (Aktenzeichen LALLF MV/ TSD/7221.3-1.1-046/06) 

genehmigt. Die Versuche an den Tieren wurden eine Woche nach Akklimati-

sation an die Laborbedingungen durchgeführt.  

In unserer Studie wurden zwei Versuchstiergruppen gebildet. In der Infliximab-

Gruppe (IFX, n=21) wurde den Tieren sofort nach Trauma des linken M. soleus 

eine einzige i.p.-Injektion des TNF-Inhibitors Infliximab (10 mg/kg KG i.p.; 

Remicade®, Centocor Inc., Horsham, PA) verabreicht. Die Kontrollgruppe 

(CTRL, n=21) erhielt eine äquivalente Dosis einer 0,9% NaCl-Lösung (0,6 ml/kg 

KG NaCl i.p.) unmittelbar nach Trauma des linken M. soleus. Anschließend 

wurde die Analyse am ersten., vierten und vierzehnten Tag nach der Verlet-

zung durchgeführt (n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe). 
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3.2 Versuchsablauf 

Nach Randomisierung und Zuordnung der Tiere zu den einzelnen Gruppen 

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

KG, Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) narkotisiert. Die 

Tiere wurden am linken Hinterlauf rasiert, mit Povidon-Iod desinfiziert 

(Betaisodona®, Mundipharma, Limburg, Deutschland) und anschließend in 

Bauchlage positioniert. Mittels Heizplatte (Klaus Effenberger, Medizintechnische 

Geräte, Pfaffing, Deutschland) wurde die Körperkerntemperatur konstant bei 

36-37°C gehalten. Die Eingriffe wurden unter nicht sterilen Bedingungen mit 

Hilfe mikrochirurgischer Instrumente durchgeführt. Die Haut des linken Hinter-

laufes wurde postero-lateral in der Längsachse auf einer imaginären Linie 

zwischen Patella und Sprunggelenk auf einer Länge von ca. 2,5 cm inzidiert. 

Die Faszie wurde in der Länge des Zugangs eröffnet. Daran anschließend 

erfolgte die Präparation der Beugemuskulatur (M. gastrocnemius/M. soleus). 

Der laterale Bauch des M. gastrocnemius wurde mobilisiert, damit der M. soleus 

freigelegt werden konnte. Mittels einer instrumentierten, leicht gebogenen 

Klemme wurde der Muskel in voller Breite erfasst. Diese am Muskel ange-

wandte Kontusionskraft wurde durch die instrumentierte Klemme über das 

Messgerät DMC plus (Hottinger Baldwin Messtechnik GmbH, Darmstadt, 

Deutschland) und eine speziell entwickelte Softwareanwendung in Echtzeit 

gemessen. Die Kalibrierung des Messgerätes und Entwicklung der Software 

erfolgten am Institut für Biomedizinische Technik der Universität Rostock. Der 

Muskel wurde manuell mit einer Kraft von 25 N zehnmal für je 10 s jeweils über 

seine ganze Länge gequetscht. Die Innervation und Vaskularisation in Form 

des zentral sitzenden Gefäß-Nerven-Bündels des M. soleus wurden von der 

Kontusion ausgeschlossen. Nach sorgfältigem Abspülen der Wunde mit steriler 

NaCl-Lösung wurde erst die oberflächliche Muskelfaszie mit 4-0 Vicryl-Naht 

(Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) und dann die Haut mit 3-0 Prolene-

Nahtmaterial vernäht. Anschließend wurde die Wunde mit Povidon-Iod 

desinfiziert. Nach der Operation erwachten die Tiere in ihrem Käfig aus der 

Narkose und hatten dort freien Zugang zu Wasser und Standardlaborfutter.  
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3.3 Messung der Muskelkraft 

Die biomechanische Testung erfolgte mittels der kontraktilen Funktions-

messung des M. soleus. Dazu wurde mit Hilfe einer speziellen Versuchs-

anordnung der M. soleus indirekt gereizt und die dabei auftretenden kontraktilen 

Kräfte, wie nachfolgend beschrieben, erfasst. Die Tiere wurden erneut mittels 

Pentobarbital-Natrium narkotisiert und an den Hinterläufen beidseits rasiert. Die 

Kraft des traumatisierten M. soleus (links) wurde prozentual zur Kraft der 

gesunden Seite (rechts) ausgedrückt. Folglich war es notwendig, die Muskel-

kraftmessung bei allen Versuchstieren beidseitig durchzuführen. Die 

chirurgische Präparation und Muskelkraftmessung erfolgte zuerst an der 

gesunden rechten Seite und dann an der traumatisierten linken Seite. An den 

Hinterläufen der Ratte wurden zwei Schnitte durchgeführt. Mittels einer 

stumpfen Schere wurde die Haut im mittleren Drittel des Oberschenkels          

ca. 1 cm eröffnet. Durch Abspreizung der Muskelbäuche am Oberschenkel 

wurde in der Tiefe der N. ischiadicus dargestellt. Um die Achillessehne darzu-

stellen, wurde über einen zweiten 2,5 cm langen Schnitt am Unterschenkel die 

Haut und die Muskelfaszie inzidiert und der M. soleus erneut mobilisiert. Die 

Sehne wurde am Ansatz des M. gastrocnemius und proximal der Ferse 

durchtrennt. Damit wurde der distale Ansatz des M. soleus frei gelegt. Das 

Versuchstier wurde dann auf der Heizplatte umgelagert und in Bauchlage auf 

der Muskelkraft-Messvorrichtung (NM-01, Experimetria, Budapest, Ungarn) 

platziert. Das Knie und die Ferse wurden an den entsprechenden Halterungen 

fixiert und der distale Teil des M. soleus mit einem 4-0 Vicryl-Faden mit dem 

Messwandler (FSG-01, Experimetria, Budapest, Ungarn) der Muskelkraftmess-

vorrichtung verbunden. Die Elektrode wurde am N. ischiadicus eingerastet und 

bipolar durch den Impulsgeber und die Steuerungseinheit stimuliert (CRS-ST-

02-O, Experimetria, Budapest, Ungarn). Um eine Kurzkontraktion des M. soleus 

zu erzeugen, wurden 9 mA/75 Hz über den N. ischiadicus geleitet, fünfmal für 

jeweils 0,1 s mit 5 s-Pausen-Intervallen zwischen den Pulsen. Danach wurde an 

derselben Vorrichtung die maximale Muskelkraft des M. soleus gemessen, mit  

9 mA/75 Hz fünfmal für jeweils 3 s pro Stimulation mit 5 s-Pausen-Intervallen 

zwischen den Pulsen. In allen Fällen wurde dadurch eine Tetanie erreicht. Um 

die Kontraktionskraft des M. soleus zu messen, wurde das Signal der Zugkraft 
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des Muskels durch den Messwandler an den Empfänger übermittelt und dort 

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

wurde dann durch ein Modem (LabJack U12, LabJack Corporation, Lakewood, 

USA) digitalisiert und die Werte mit einer speziell entwickelten Visual Basic-

Anwendung (Visual Basic 6, Microsoft Deutschland GmbH, Unterschleißheim, 

Deutschland) erfasst und gespeichert. 
 

 

Schema 1: Die Elektrode (3) wird am N. ischiadicus (4) eingerastet und bipolar durch den 
Impulsgeber (2) und die Steuerungseinheit (1) stimuliert. Um die Kontraktionskraft des                
M. soleus (5) zu messen, wird die Zugkraft des Muskels durch den Messwandler (6, 7) an den 
Empfänger (8) übermittelt und dort auch verstärkt. Das analoge Signal wird digitalisiert (9) und 
am Computer (10) visualisiert. 
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaues nach Genehmigung aus Stratos et al. 
2007(88) 
 

 

Anschließend wurde die Ratte auf der Heizplatte erneut umgelagert. An der 

linken unteren Extremität wurde - wie zuvor beschrieben - der N. ischiadicus 

dargestellt. Nachdem die Fäden des ersten Eingriffs entfernt worden waren, 

wurden die Haut und die Muskelfaszie inzidiert. Es erfolgten die Darstellung des 

M. soleus mit der Achillessehne und nachfolgend die Kraftmessung der linken 

hinteren Extremität. Nach Abschluss der Muskelkraftuntersuchung wurden die 

Tiere, nach Vertiefung der Narkose, thorakotomiert und es wurde durch direkte 

Punktion des linken Ventrikels mittels einer EDTA-beschichteten Spritze Blut 

entnommen. Der linke M. soleus wurde ebenfalls entnommen und für nachfol-

gende histologische Untersuchungen in 4%iger Formalinlösung fixiert. 
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3.4 Berechnung der Muskelkraft 

Zur Erfassung der Muskelkraft wurden von jedem Versuchstier vier Daten-

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

Kontraktion, jeweils für den rechten und linken Muskel. Die erhobenen Roh-

daten wurden umgerechnet (Microsoft Excel 2003, Microsoft Deutschland 

GmbH, Unterschleißheim, Deutschland), so dass die erste Kontraktion zum 

Zeitpunkt 0 s erfolgte und die Zugkraft des Muskels während der Relaxations-

phase gleich 0 N war. Um den relativen Kraftzuwachs bei der Kurzkontraktion 

zu ermitteln, wurden die Maximalwerte von fünf kontinuierlichen Kurzkontrak-

tionen des linken M. soleus gemittelt und diese durch den Mittelwert der 

Maximalwerte von fünf kontinuierlichen Kurzkontraktionen des rechten            

M. soleus dividiert. Auf gleiche Weise wurde der relative Kraftzuwachs bei 

Tetanie errechnet und die Kraft des linken M. soleus prozentual zur Kraft der 

kontralateralen Seite angegeben. 

 

3.5 Immunhistochemie 

3.5.1 BrdU-Immunhistochemie 

Mit Hilfe des immunhistochemischen Nachweises des BrdU-Einbaus in die DNA 

der Skelettmuskelzellen konnte die Proliferationsaktivität der Skelettmuskulatur 

untersucht werden. 48 h vor Gewebeentnahme wurden allen Versuchstieren 

eine einzelne Dosis 50 mg/kg KG BrdU i.p. appliziert. Mittels Immunhisto-

chemie an Gewebeschnitten konnte das BrdU detektiert werden. Dafür wurde 

an den Primär-Antikörper ein Sekundär-Antikörper gebunden, welcher gleich-

zeitig mit einem Enzym gekoppelt ist, das nach Zugabe eines Substrates die 

Entstehung eines Chromogens erlaubt. Dadurch kann das gesuchte Antigen 

indirekt sichtbar gemacht und somit das BrdU lichtmikroskopisch quantitativ 

analysiert werden. 

Der M. soleus wurde in 4%iges Formalin gelegt, für drei Tage fixiert und in 

Paraffin eingebettet. 5 µm dünne Gewebeschnitte wurden angefertigt und der 

Muskel longitudinal vom proximalen zum distalen Ansatz aufgeschnitten. So 

konnte der Muskel in seiner vollen Länge auf dem poly-L-Lysin-beschichteten 
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Objektträger lichtmikroskopisch begutachtet werden. Daraufhin wurden die 

Gewebeschnitte in absteigender Alkoholreihe entparaffiniert, zur Antigen-

Demaskierung in der Mikrowelle behandelt (DAKO Target Retrieval Solution, 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) und zur Blockierung unspe-

zifischer Bindungsstellen bzw. unspezifischer Peroxidase-Aktivität mit entspre-

chenden Blocker-Lösungen überschichtet (DAKO Protein Block X0909, 3% 

bzw. DAKO Peroxidase-Block). Um das eingebaute BrdU im Schnitt detektieren 

zu können, wurde das Gewebe mit einem monoklonalen anti-BrdU-Primär-

Antikörper (M0744, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) bei 4°C 

für 18 h in einer Verdünnung von 1:50 mit Antikörper-Verdünnungs-medium 

(S3022, Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) inkubiert. Der 

Zweit-Antikörper entstammt dem kommerziell erhältlichen Kit LSAB (K0609, 

Dako Deutschland GmbH, Hamburg, Deutschland) und wurde entsprechend 

der Anweisungen des Herstellers angesetzt. Die nachfolgende Inkubation mit 

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

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

Reaktion, welche die BrdU-positiven Zellkerne braun färbte. Die Präparate 

wurden mit Mayers Hämalaun-Kernfärbung über 5 min gegengefärbt, in aufstei-

gender Alkoholreihe bis zum Xylol entwässert und anschließend mit Deckglas-

klebemitteln eingedeckt (Pertex, Medite, Burgdorf, Deutschland). Die Auswer-

tung erfolgte über die gesamte Länge des Muskels, wie unter histologischer 

Auswertung beschrieben.  

 

3.5.2 CAE-Histologie 

Für den Nachweis infiltrierender Leukozyten wurden die Schnittpräparate des 

M. soleus lichtmikroskopisch untersucht. Die in Paraffinwachs eingebetteten 

Gewebeproben wurden mit dem Mikrotom in 5 μm-Schnitte geschnitten und auf 

Objektträgern fixiert. Anschließend erfolgte die Entparaffinierung und die 

Behandlung mit Naphtol AS-D Chlorazetat (Sigma Diagnostics, Deisenhofen, 

Deutschland). Die Schnittpräparate wurden danach in einer aufsteigenden 

Alkoholreihe entwässert und eingedeckt. Infiltrierende Leukozyten wurden dabei 

mittels Darstellung des Naphtol-Verbundes durch Hydrolyse des Naphtol AS-D 

Chlorazetates von Leukozyten-spezifischen-Esterasen sichtbar gemacht. Die 
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Auswertung erfolgte über die gesamte Länge des Muskels, wie unter histolo-

gischer Auswertung beschrieben.   

 

3.5.3 TUNEL-Histologie 

Zum histomorphologischen Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen 

wurden die Präparate mittels der TUNEL-Methode (S7101 ApopTag kit, 

Chemicon International Inc.,Temecula, CA, USA) untersucht. Bei der TUNEL-

Färbung (transferase-mediated dUTP biotin nick end-labeling) wird durch das 

Enzym Terminale desoxynucleotidyl Transferase (TdT) an DNA-Bruchstücke 

apoptotischer Zellen ein biomarkiertes dUTP angehängt, dessen Biotin im 

Anschluss durch einen farblich markierten Antikörper sichtbar gemacht wird. Im 

Einzelnen wurde die spezifische Bindung von Digoxigenin-Nukleotiden an die 

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

das TdT katalysiert. Die gebundenen Nukleotide bildeten daraufhin ein Hetero-

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

Digoxigenin diese binden. Das Anti-Digoxigenin-Antikörperfragment trägt das 

konjugierte Peroxidaseenzym, welches ein Farbsubstrat umsetzt. Dafür wurden 

die vorhandenen Schnitte, wie zuvor beschrieben, aufgearbeitet, in Xylol 

deparaffiniert und mit PBS gewaschen. Es folgten ein Proteinase K-Verdau (20 

µg/ml) für 15 min bei Raumtemperatur und das Waschen mit PBS. Nach 3% 

Peroxidase-Behandlung und erneuter PBS-Spülung wurden die Schnitte für 10 

s mit „Equilibration-Puffer“ gepuffert und dann in einer feuchten Kammer bei 

37°C für 1 h mit TdT-Enzym-Puffer aus dem ApopTag-Kit inkubiert. 

Nachfolgend wurde der „Stop/Wash-Puffer“ aufgetragen und die Schnitte für 10 

min erneut inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang in PBS wurden die 

Schnitte in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur für 30 min mit Anti-

Digoxygenin-Peroxidase-Antikörpern behandelt. Schließlich folgten vier weitere 

Waschvorgänge, die Inkubation mit DAB-Farbstoff über 5 min und das erneute 

dreimalige Waschen mit PBS. Die Präparate wurden mit Mayers Hämalaun-

Kernfärbung über 5 min gegengefärbt, in aufsteigender Alkoholreihe bis zum 

Xylol entwässert und mit Deckglasklebemittel eingedeckt. Die Auswertung 

erfolgte über die gesamte Länge des Muskels, wie unter Histologischer Auswer-

tung beschrieben. 
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3.5.4 Histologische Auswertung 

Durch die Heterogenität der Traumata wies das zu untersuchende Gewebe 

keine einheitliche Struktur auf. Die morphologische Unterscheidung zwischen 

intakten Muskelzellen und Zellfragmenten war nicht immer exakt möglich. Jedes 

Präparat enthielt ungeschädigtes Muskelgewebe, traumatisiertes Muskel-

gewebe und eine Übergangszone (Penumbra-Zone). Um dieses morpho-

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

seine gesamte Länge untersucht und quantitativ ausgewertet. Die Auswertung 

der TUNEL-, BrdU- und CAE-Färbung erfolgte an einem Auflichtmikroskop 

(Axioskop 40, Zeiss, Jena, Deutschland) unter 400facher Vergrößerung, wobei 

zunächst mit Hilfe eines Mikrometermaßstabes die Größe des Gesichtsfeldes 

bestimmt wurde. Die lichtmikroskopische Untersuchung erfolgte zweimal über 

die gesamte Länge des M. soleus vom proximalen bis zum distalen Ansatz. 

Dabei wurden von jedem Schnitt durchschnittlich dreißig Gesichtsfelder erfasst 

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

arithmetische Mittelwert der Zellen pro Gesichtsfeld gebildet und in Zellen pro 

mm² umgerechnet. 

 

3.5.5 BrdU/Laminin- und BrdU/Desmin-Doppelimmunhistochemie 

Um die Anzahl der proliferierenden Satellitenzellen zu ermitteln, war es not-

wendig, eine doppelimmunhistochemische Analyse mit Desmin bzw. Laminin 

und BrdU durchzuführen. Hierfür wurde , wie oben beschrieben, ein poly-

klonaler Ziegen-anti-Desmin-Antikörper (1:100; 1 h Inkubation bei 37°C; Santa 

Cruz Biotechnology, SantaCruz, CA, USA) oder ein polyklonaler Kaninchen-

anti-Laminin-Antikörper (1:50; 1 h Inkubation bei 37°C; Dako Cytomation) und 

der o.g. monoklonale Maus-anti-BrdU-Antikörper mit 3.3-Diaminobenzidin und 

Fuchsin als Chromogene verwendet. Die proliferierenden BrdU-positiven 

Satellitenzellen innerhalb der gesunden Zone und unterhalb der Laminin-

positiven Membran konnten durch die Markierung der Laminin-positiven 

Basallamina identifiziert werden [(83)Smith et al. 2001]. Desmin ist ein 
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zytoskelettales Filament. Es dient als Marker, um zwischen Fibroblasten und 

Myoblasten zu unterscheiden [(84)Sjoberg et al. 1994]. Die Auswertung erfolgte 

pro 100 BrdU-positiven Zellen in zehn Gesichtsfeldern (1000fache 

Vergrößerung; Öl-Objektiv) sowohl in der nicht traumatisierten Zone (mittels 

BrdU/Laminin-Doppelimmunhistochemie) als auch in der geschädigten Zone 

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

proliferierenden Satellitenzellen erfolgte durch Multiplikation der absoluten Zahl 

BrdU-positiver Zellen/mm² mit dem prozentualen Anteil der Satellitenzellen, 

ermittelt durch die Doppelimmunhistochemie. Die Satellitenzellanzahl wird in 

Zellen/mm² angegeben. 

 

3.5.6 NF-κB p65-Immunhistochemie 

Um NF-κB p65 im Muskelgewebe zu analysieren, wurden 10 µm-Paraffin-Dias 

hergestellt und mit einem Kaninchen-Anti-NF-κB-mAb (1 inkubiert: 100; No. SC-

372 g, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) bebrütet. 3,3'-

Diaminobenzidin wurde als Chromogen verwendet. Die Abschnitte wurden 

durch ein Lichtmikroskop (BX 51, Olympus, Hamburg, Deutschland) unter 

Verwendung eines x40 Objektivs (nummerische Apertur 0.65) analysiert. Nur 

NF-κB-positive Kerne innerhalb oder in unmittelbarer Nähe der Muskelzelle 

wurden gezählt, wodurch NF-κB-positive Muskelzellkerne oder NF-κB-positive 

Satellitenzellkerne gezählt wurden. Die Quantifizierung erfolgte in zehn 

Beobachtungsfeldern innerhalb der Penumbra Zone (d.h. das Muskelgewebe, 

welches unmittelbar an die Verletzung anschließt ). Daten wurden in 

Zellen/mm² angegeben. 

 

3.5.7 Apoptotischer Zelltod CAE 

Der Apoptotische Zelltod wurde über einen ApopTag Satz gemäß der Herstel-

lerangaben (ApopTag, S7100, Chemicon, Temecula, CA, USA) festgelegt. 

Unter Verwendung eines x40 Objektivs (nummerische Apertur 0,65) wurden die 

Zellen mit DNA-Schäden vom proximalen zum distalen Insertionspol (ca. 

dreißig aufeinanderfolgende Beobachtungsfelder) gezählt und als Zellen/mm² 
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angegeben. Um die Wirkung der Entzündung auf die Muskelverletzung genauer 

untersuchen zu können, begutachteten wir die Gewebe-infiltrierenden Entzün-

dungszellen (hauptsächlich Leukozyten, aber auch Monozyten und Makro-

phagen) durch Anfärben mit Chloracetat-Esterase (CAE). Anschließend wurde 

die Anzahl der CAE-positiven Zellen/mm² im Beobachtungsgebiet ermittelt. 

Unter Verwendung eines x40 Objektivs (nummerische Apertur 0,65) wurden 

CAE-positive Zellen im Muskelgewebe vom proximalen zum distalen Pol 

gezählt (ca. dreißig aufeinander folgende Beobachtungsfelder). Um den 

Schaden und die Wiederherstellung von Muskelgewebe aufzuklären, setzten 

wir das gesamte Muskelgewebe eines Beobachtungsfeldes ins prozentuale 

Verhältnis zum Hämatoxylin-Eosin(HE)-gefärbten Gewebe desselben 

Beobachtungsfeldes. Hochauflösende digitale Bilder des Muskels wurden 

mittels einer digitalen Kamera erfasst (Olympus Colorview II, Olympus, 

Hamburg, Deutschland) und mit Photoshop planimetrisch analysiert (Photoshop 

7, Adobe Systems Europa; Uxbridge, Großbritannien). In gleicher Sitzung 

analysierten wir die Muskelfaserdurchmesser (0,01/mm²) des Penumbra-Areals 

(vier Beobachtungsfelder) unter Verwendung eines x20 Objektivs und einer 

bildgebenden Software auf lichtmikroskopischer Ebene (Cell ^ D, Olympus, 

Hamburg, Deutschland). 

 

3.5.8 Western Blot-Analyse 

Mittels des Western Blots analysierten wir folgende Proteine: TNF, TNF-

Rezeptor-assoziierter Faktor 2 (TRAF-2), die Kernfaktor-kappa-Leichtketten-

Enhancer aktivierenden B-Zell-Untereinheiten p65 und p105 (NF-ĸB p65 und 

p105), Interleukin-6 (IL-6) und Glyceraldehyd 3-Phosphat-Dehydrogenase 

(GAPDH) als Ladekontrolle. Das Muskelgewebe wurde mittels Lysepuffer 

homogenisiert (1 M Tris, pH 7,5, 5 M NaCl, 250 mM EDTA, 10% Triton-X-100, 

4% NaN3 und 100 mM PMSF mit einem Protease-Inhibitor-Cocktail 1:100 v/v; 

Sigma-Aldrich, Hamburg, Deutschland), für 30 min auf Eis inkubiert und für 10 

min bei 10.000 x g zentrifugiert. Als Eiweißkonzentration wurde Bicinchonin-

säure (BCA) Proteinassay (PierceBiotechnology, Rockford, IL, USA) mit 

Rinderserumalbumin (BSA) als Standard festgelegt.                                         
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Pro Spur wurden 20 µg (TNF, TRAF-2, NF-κB) oder 60 µg (IL-6) Protein-Extrakt 

diskontinuierlich auf 6%, 10% (TRAF-2, NF-κB p65 oder p105) und 14% (TNF, 

IL-6) SDS-Polyacrylamidgel verteilt und auf eine polyvinylidifluoride Membran 

aufgetragen (Immobilon-P-Transfermembran, Millipore Billerica, MA, USA). 

Nach Blockade der unspezifischen Bindungsstellen mit 2,5% BSA (Santa Cruz 

Biotechnology, CA, USA) wurden die Membranen über Nacht bei 4° C mit 

primären Antikörpern gefolgt von sekundären Antikörpern für 1 h bei 

Raumtemperatur inkubiert. Folgende Antikörper wurden verwendet: TNF (# sc-

1350, 1:1.000; Sekundär Ab: Esel Anti-Ziege-IgG-HRP, # sc-2020, 1:10.000, 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), TRAF-2 (# ab126758, 

1:2.000, Abcam, Cambridge, UK, Sekundär Ab: Ziege-Anti-Kaninchen-IgG 

HRP, # sc-2004, 1:20.000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 

NF-κB (p65 # sc-372 g, 1:500 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, 

USA; p105 # 14-6732, 1:500, eBioscience; Sekundär Ab: Esel anti-Ziege IgG 

HRP, # sc-2020, 1: 40.000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA; 

Anti-Kaninchen-IgG-HRP, # 7074, 1:20.000 Zellsignalisierung, Danvers, MA, 

USA), IL-6 (# sc-1265, 1:1000; Sekundär Ab: Ziege-Anti-Kaninchen-IgG-HRP, 

#SC 2004 1:10000, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA).                                                    

Proteinspiegel wurden mittels Luminol-verstärkter Chemilumineszenz (ECL 

Plus, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, Deutschland) sichtbar gemacht 

und mit dem ChemiDocTM XRS-System (Bio-Rad Laboratories, München, 

Deutschland) digitalisiert. Die Signale wurden mittels quantitativer Farbdichte-

messung beurteilt (Quantity One, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) 

und auf die GAPDH-Signale normiert (# MAB374, 1:20.000, Millipore, Billerica, 

MA, USA, Sekundär Ab: Anti-Maus IgGPeroxidase, # A9044, 1:40.000, Sigma-

Aldrich, Hamburg, Deutschland). 

 

3.6 Statistische Analyse 

Alle Daten werden als Mittelwert ± Standardfehler des Mittelwerts (SEM) 

dargestellt. Vor der statistischen Analyse wurde der Bevölkerungsdurchschnitt 

jeder Gruppe getestet. Bei bestandenem Normalitätstest wurde der ungepaarte 

T-Test zur Differenzierung der Gruppen verwendet. Nach gescheitertem 
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Normalitätstest wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. Die statistische 

Signifikanz wurde auf p<0,05 festgesetzt. Die Statistiken wurden unter Verwen-

dung des Softwarepakets SigmaStat 3.0 (Jandel Gesellschaft; San Rafael, CA, 

USA) ausgewertet. 
 

 

4 Ergebnisse 

Muskelverletzungen verursachen eine massive Reduktion der Muskelkraft. Von 

Tag eins bis Tag vierzehn nach der Verletzung zeigte das Muskelgewebe in 

unserer Studie eine kontinuierliche Verbesserung der Kraft in der Kontroll-

gruppe. Die posttraumatische Anwendung von Infliximab führte an Tag vierzehn 

zur signifikanten Verbesserung der Kurzkontraktion des Muskels. Der Peak an 

in das verletzte Gewebe infiltrierenden Leukozyten (156 Zellen/mm²) wurde in 

der Kontrollgruppe an Tag eins nach dem Trauma beobachtet (Abb. 2a). 

Dagegen zeigte sich mit 122 Zellen/mm² eine deutlich niedrigere Zahl CAE-

positiver Zellen in der Infliximab-Gruppe. Der lokale Entzündungsprozess, ge-

messen durch die Anzahl der CAE-positiven Zellen, verminderte sich über vier-

zehn Tage hinweg auf nur noch 11 Zellen/mm² am vierzehnten Tag in der 

Kontrollgruppe. Tiere aus der Infliximab-Gruppe zeigten eine signifikante 

Reduktion der CAE-positiven Zellen am Ende des vierzehnten Tages mit nur 

noch 7 Zellen/mm² im Vergleich zur Kontrollgruppe (p<0,001 vs. CTRL). 
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Abb. 1a/b: Quantitative Analyse von Kurzkontraktion (A) und Tetanie (B) am verletzten Muskel. 

An allen Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken M. soleus herbeigeführt und 

diese anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) oder Vergleichs-

lösung (CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinanderfolgende Analysen 

am ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. Daten wurden als 

Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 

 

 
Abb. 1a 

 

 

 
Abb. 1b 
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Abb. 2a/b: Quantitative Analyse von CAE-positiven Zellen (A) und TUNEL-positiven Zellen (B) 
am verletzten Muskel. An allen Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken            
M. soleus herbeigeführt und diese anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und 
Gruppe) oder Vergleichslösung (CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Auf-
einanderfolgende Analysen am ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden 
durchgeführt. Daten wurden als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 

 

 
Abb. 2a 
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Abb. 2b 
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Eine ähnliche Dynamik wurde für den apoptotischen Zelltod beobachtet, 

welcher durch die TUNEL-Färbung ermittelt wurde. Die Apoptose erreichte ihr 

Maximum in der Kontrollgruppe am vierten Tag mit 42 Zellen/mm² und ver-

ringerte die Zellzahl im Laufe der Zeit auf 6 Zellen/mm² am vierzehnten Tag 

nach Trauma. Durch die Behandlung mit dem TNF-Hemmer Infliximab konnte 

zu jeder Zeit eine signifikante Reduktion des apoptotischen Zelltodes im Ver-

gleich zur Kontrollgruppe gezeigt werden. Auch der signifikante Anstieg der 

Zellzahl aus der Kontrollgruppe am vierten Tag blieb in der Infliximab-Gruppe 

aus (Abb. 2b). Planimetrische Analysen des Muskelgewebes zeigten eine 

verringerte Zerstörung von Muskelgewebe nach Behandlung mit Infliximab über 

den gesamten Zeitraum, am signifikantesten am vierten Tag der Untersuchung 

(Abb. 3a)  

Abb. 3a/b: Repräsentative quantitative Analyse des Muskelgewebes im verletzten Muskel (3a) 
und des Muskelfaserdiameters (3b). An allen Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am 
linken M. soleus herbeigeführt und diese anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro 
Zeitpunkt und Gruppe) oder Vergleichslösung (CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) 
behandelt. Aufeinanderfolgende Analysen am ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma 
wurden durchgeführt. Daten wurden als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL  

 

 

Abb. 3a 
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Abb. 3b 

 

Gesunde unverletzte Muskelfasern haben einen Durchmesser zwischen 38 und 

42 µm [(86)Stratos et al. 2012]. Unsere quantitative Analyse des Muskelfaser-

durchmessers in der Penumbra zeigte eine signifikante Reduktion des Muskel-

faserdurchmessers in der Kontrollgruppe an Tag eins und vier (Abb. 3b). 

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die posttraumatische Muskelatrophie an Tag 

eins und vier durch die Behandlung mit Infliximab verhindert werden kann und 

es darüber hinaus zu einer signifikanten Zunahme der Muskelmasse am vier-

zehnten Tag nach Trauma kommt. Diese Zunahme zeigte sich auch am Körper-

gewicht in der Infliximab-Gruppe (Tabelle 1). 

Tabelle 1: Verhältnis von unverletztem und verletztem M. soleus zum Körpergewicht. An allen 
Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken M. soleus herbeigeführt und diese 
anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) oder Vergleichslösung 
(CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinanderfolgende Analysen am 
ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. Daten wurden als 
Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 

 
Tabelle 1 

Tag CTRL IFX CTRL IFX

1 0.90±0.02 0.91±0.10 0.89±0.04 0.88±0.10

4 0.78±0.02 0.78±0.01 0.78±0.02 0.77±0.01

14 0.76±0.03  0.83±0.02 0.71±0.01 0.80±0.01*

Verhältnis von unverletzten (rechten) M. 
soleus zu Körpergewicht (mg/g)

Verhältnis von verletztem (linkem) M. 
soleus zu Körpergewicht (mg/g)
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Der unverletzte Muskel zeigte im Vergleich mit dem mit Infliximab behandelten 

Muskel keinen Unterschied bezüglich der Muskelmasse (Tabelle 1). Die 

Analyse der Zellproliferation mit BrdU-Immunhistochemie erbrachte keinen 

signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen (Abb. 4a).  

 

Abb. 4a: Quantitative Analyse von BrdU-positiven Zellen im verletzten Muskelgewebe. An allen 
Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken M. soleus herbeigeführt und diese 
anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) oder Vergleichslösung 
(CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinanderfolgende Analysen am 
ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. Daten wurden als 
Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 

 

 
Abb. 4a 

 

Um die Aktivität der inflammatorischen Zytokine im verletzten Muskel zu 

detektieren, bestimmten wir die Werte von TNF und IL-6. Im Vergleich zur 

Kontrollgruppe konnte der TNF-Blocker Infliximab die TNF-Spiegel im verletzten 

Muskel an Tag vier nach der Verletzung deutlich reduzieren. Die densito-

metrische Analyse von IL-6 erbrachte keinen Unterschied zur Kontrollgruppe 

(Tabelle 2).  
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Tabelle 2: Quantitative Western Blot Analyse von IL-6 und TNF im Verhältnis zu GAPDH im 
Muskelgewebe. An allen Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken M. soleus 
herbeigeführt und diese anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) 
oder Vergleichslösung (CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinander-
folgende Analysen am ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. 
Daten wurden als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 
 

Tabelle 2 

Darüber hinaus untersuchten wir den TRAF-2-Spiegel, ein Signal-Adapter-

molekül, welches in der Signal-Kaskade des TNF-Rezeptors zur Hochregulation 

von NF-κB führt. Es zeigten sich erhöhte TRAF-2-Spiegel am vierten und vier-

zehnten Tag nach Trauma in der Infliximab-Gruppe im Vergleich zur Kontroll-

gruppe (Tabelle 3). 

 
Tabelle 3: Verhältnis von TRAF-2, p105 und p65 zu GAPDH. An allen Tieren wurde eine 
standardisierte Verletzung am linken M. soleus herbeigeführt und diese anschließend mit 
Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) oder Vergleichslösung (CTRL; n=7 Tiere 
pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinanderfolgende Analysen am ersten, vierten und 
vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. Daten wurden als Mittelwert ± SEM 
dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 
 

 

Tabelle 3 

 

Wie durch vergleichbare densitometrische Untersuchungen gezeigt werden 

konnte, beeinflusst Infliximab den TRAF-2-Proteinspiegel in beiden Gruppen zu 

keinem Zeitpunkten der Untersuchung (Tabelle 3).  

 

Tag CTRL IFX CTRL IFX

1 0.53±0.25 0.46±0.11 0.27±0.11 0.38±0.27

4 0.62±0.16 0.46±0.09 0.50±0.12 0.12±0.05*

14 0.35±0.05 0.46±0.10 0.16±0.05 0.25±0.15

Verhältnis von IL-6 zu GAPDH Verhältnis von TNF zu GAPDH

Tag CTRL IFX CTRL IFX CTRL IFX

1 0.24±0.08 0.41±0.15 0.13±0.05 0.07±0.01 0.13±0.06 0.19±0.12

4 1.02±0.07 0.91±0.38 0.13±0.01 0.12±0.04 0.05±0.01 0.08±0.02

14 1.33±0.46 0.72±0.19 0.10±0.02 0.10±0.02 0.08±0.02 0.06±0.01

Verhältnis von TRAF-2 zu GAPDH Verhältnis von p105 zu GAPDH Verhältnis von p65 zu GAPDH
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Abb. 4b: Quantitative Analyse von NF-κB p65-positiven Zellkernen (red arrows) in der 
Penumbra-Zone. An allen Tieren wurde eine standardisierte Verletzung am linken M. soleus 
herbeigeführt und diese anschließend mit Infliximab (IFX; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) 
oder Vergleichslösung (CTRL; n=7 Tiere pro Zeitpunkt und Gruppe) behandelt. Aufeinander-
folgende Analysen am ersten, vierten und vierzehnten Tag nach Trauma wurden durchgeführt. 
Daten wurden als Mittelwert ± SEM dargestellt. *p<0,05 vs CTRL 

 
Abb. 4b 

 

Immunhistochemische Analysen des NF-κB p65-Spiegels in der Penumbra-

Zone zeigten zu allen Untersuchungszeitpunkten einen signifikanten Unter-

schied zwischen der Infliximab-Gruppe und der Kontrollgruppe. Infliximab führte 

zu einer signifikanten Abnahme der NF-κB p65-positiven Kerne an Tag eins und 

Tag vierzehn, wohingegen an Tag vier eine signifikante Zunahme beobachtet 

werden konnte (Abb. 4b). Im Gegensatz hierzu zeigte die Quantifizierung der 

NF-κB-Untereinheiten p65 und p105 durch einen Western Blot im verletzten 

Muskelgewebe zu keinem Zeitpunkt Veränderungen (Tabelle 3). 

 

 

5 Diskussion 

Die vorliegende Studie zeigt, dass Infliximab die biomechanische Funktion des 

verletzten Muskels durch eine deutliche Erhöhung der Muskelkraft verbessert. 

Weiterhin haben wir nachgewiesen, dass die funktionelle Wiederherstellung des 

Muskels mit einem gesteigerten Wachstum des Muskelgewebes an Tag 
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vierzehn einhergeht. Außerdem fiel ein Rückgang der Apoptose und der lokalen 

Leukozyten-Infiltration während des gesamten Versuchszeitraumes auf. Als 

mögliche Erklärung für diese Ergebnisse sehen wir eine verminderte Bioaktivität 

des TNF durch die Infliximab-Anwendung und die daraus resultierende Reduk-

tion der überschießenden Nekrose der Muskelfasern nach Trauma 

[(34)Grounds et al. 2005] [(38)Hodgetts et al. 2006] an.  

 

5.1 Dosis und Pharmakokinetik von Infliximab 

Im Rahmen dieser Studie verabreichten wir den Tieren eine einzige i.p.-

Injektion Infliximab mit einer Dosis von 10 mg/kg KG, welche gemäß der 

aktuellen Literatur ausreicht, um einen biologischen Effekt zu erzielen. Nach 

einer einmaligen Injektion von Infliximab konnte eine Halbwertszeit von sieben 

bis zwölf Tagen und eine mittlere Verweilzeit im Körper von zwölf bis siebzehn 

Tagen nachgewiesen werden [(52)Klotz et al. 2007]. Bezüglich der von uns 

verwendeten Konzentration von Infliximab gibt es zahlreiche Studien, die einen 

positiven Effekt auf Menschen, Ratten und Mäuse zeigen. Die übliche thera-

peutische Dosis für den Menschen bei Morbus Crohn oder Rheumatoider 

Arthritis beträgt 3-5 mg/kg KG intravenös verabreicht [(52)Klotz et al. 2007]. Es 

konnte in Studien mit einer einmaligen, wöchentlichen Infliximab-Dosis von 10-

20 mg/kg KG ein positiver Effekt bei Diabetes [(1)Araujo et al. 2007], bei 

Entzündungen von Muskeltransplantaten [(34)Grounds et al. 2005] sowie 

Osteoporose [(20)Dagdeviren et al. 2011] nachgewiesen werden. Obwohl die 

Verwendung von NaCl-Lösung als Kontrolllösung bei Infliximab-Studien üblich 

ist, wäre eine Isotyp-Kontrolle die angemessenere Wahl gewesen. Isotyp-

Kontroll-Antikörper werden verwendet, um die unspezifische Bindung von 

primären Antikörpern zu schätzen. Die unspezifische Bindung von primären 

Antikörpern ist bedingt durch unspezifische Fc (kristallisierbares Fragment)-

Rezeptorbindungen, unspezifische Antikörper-Interaktionen mit zellulären 

Proteinen, Autofluoreszenz der Zellen oder andere Protein-Protein-Wechsel-

wirkungen. Im Fall von Infliximab wäre der entsprechende monoklonale 

Kontroll-Antikörper ein Immunglobulin G1 (IgG1). Regatieri et al. verglichen die 

Wirkung von intravenös verabreichter NaCl-Lösung, mono-klonalen IgG1-
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Antikörpern und Infliximab in einem experimentellen Rattenmodel hinsichtlich 

choroidaler Neovaskularisation. Hier fand sich zwischen der NaCl-Gruppe und 

der IgG1-Gruppe kein Unterschied [(79)Regatieri et al. 2009]. Allerdings gibt es 

Berichte, die zeigen, dass eine alleinige intravenöse Immunglobulin-Behand-

lung die Muskelfunktion bei Muskelerkrankungen verbessern kann [(21)Dalakas 

et al. 2014]. Leider sind die Gesamtdaten hinsichtlich der Stärke der Wirksam-

keit nicht ausreichend [(26)Gajdos et al. 2012]. In Vorarbeiten wurde die 

Wirksamkeit von Immunglobulinen bei Muskeldystrophie Duchenne im 

Mausmodell belegt. Die Mechanismen, die der Wirksamkeit des IgG im Muskel 

zugrunde liegen, sind bisher jedoch nur unzureichend entschlüsselt 

[(107)Zschüntsch et al. 2016]. 

 

5.2 TNF und Infliximab 

Verschiedene in-vitro-Experimente mit Muskelzellen haben belegt, dass TNF 

diverse Auswirkungen auf die Myogenese hat. Es wurde berichtet, dass, ab-

hängig vom Zustand der Muskelzellen, TNF den Zelltod, Muskelzellwachstum 

oder sogar Muskeluntergang fördert [(58)Layne et al. 1999] [(89)Szalay et al. 

1997]. In-vivo-Studien zeigten außerdem die Schwierigkeit, die Wirkung des 

TNF auf Wachstum und Lebensfähigkeit der Muskelzellen vorherzusagen, da 

einerseits von positiven, andererseits aber auch von negativen regulatorischen 

Effekten des TNF auf das Muskelgewebe berichtet wurde. Degenerative Effekte 

des TNF auf das Muskelgewebe durch Stimulation der Muskelatrophie, hervor-

gerufen durch Depression der Proteinsynthese und Erhöhung des Proteinab-

baus via Ubiquitin-Proteasom-Weg und nachfolgend Hochregulation von NF-κB, 

wurden beschrieben [(97)Tisdale et al. 2008]. Frühere Ergebnisse von Li et al. 

zeigten, dass eine erhöhte Konzentration des TNF Satellitenzellen aktiviert, 

welche während des Zellzyklus die Mitose der Skelettmuskulatur beschleunigen 

[(61)Li et al. 2003]. Ein vorübergehender Anstieg der TNF-Freisetzung während 

der Muskelregeneration stimuliert die Myogenese, wohingegen eine kontinu-

ierliche Steigerung der TNF-Freisetzung im Rahmen z.B. entzündlicher Erkran-

kungen einen negativen Effekt auf die Myogenese hat [(19)Chen et al. 2007]. 

Wegen der komplexen Wirkungen des TNF auf Muskelgewebe ist es schwierig, 
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eine Vorhersage über die Wirkung von Infliximab nach Muskelverletzungen zu 

machen. Unsere Ergebnisse zeigen, dass Infliximab Einfluss auf Apoptose, 

Entzündungen, NF-κB-Aktivität und das Muskelgewebe hat. In Bezug auf die 

biologische Wirkung von Infliximab ist bekannt, dass es an die lösliche und 

membrangebundene Form des TNF bindet. Sobald die Aktivität des TNF 

blockiert ist, finden zahlreiche zelluläre Ereignisse statt. Diese Ereignisse führen 

zu einer lokalen und systemischen proinflammatorischen Zytokin-Down-

regulation, Verringerung der lokalen Leukozyteninfiltration, verminderten lokalen 

Lymphozytenzahl, zur Apoptose von TNF-produzierenden Zellen sowie zur 

Reduktion von Akutphasenproteinen und zu einer Erhöhung der NF-κB-

Inhibitor-Anzahl [(52)Klotz et al. 2007].  

TNF-Rezeptor-assoziierte Faktoren (TRAF), sind eine Familie von cytoplasma-

tischen Signaladapterproteinen. Als Reaktion auf eine Vielzahl von Reizen 

interagieren die TRAF-Moleküle mit unterschiedlichen Mitgliedern der Tumor-

nekrosefaktor-Rezeptor-Superfamilie und anderen Transmembran-Rezeptoren 

[(41)Inoue et al. 2000]. Die Bindung von TRAF-Adapterproteinen an die cyto-

plasmatischen Domänen von Rezeptormolekülen ist das Ergebnis einer Viel-

zahl von Signalwegen, welche eine intrazelluläre Signalkaskade wie die 

Mitogen-aktivierende Proteinkinase (MAPK) aktiviert. Dadurch werden nicht nur 

Entzündungsreaktionen moduliert, sondern auch die Apoptose initiiert 

[(41)Inoue et al. 2000]. Im Hinblick auf die Apoptose von Geweben gibt es 

Arbeiten, die die These der pro-apoptotische Wirkung von Infliximab bestätigen 

[(106)Wong et al. 2008]. Radley et al. haben in einem dystrophischen 

Mausmodell jedoch gezeigt, dass die Blockade des TNF die Muskelfaser-

schädigung und die Muskelzellenekrose reduziert [(75)Radley et al. 2008]. 

Andere Forschungsgruppen beobachteten ähnliche Ergebnisse nach exzen-

trischer Bewegung und Infliximab-Applikation bei dystrophischen und normalen 

Mäusen [(72)Piers et al. 2011]. Zusätzlich berichtete Kurt et al. über die anti-

apoptotische Wirkung auf Neuronen nach Behandlung mit Infliximab in einem 

Kaninchen-Hydrocephalus-Modell [(57)Kurt et al. 2010]. Leider sind die 

molekularen Vorgänge, welche für die anti-apoptotische Wirkung zuständig 

sind, noch nicht ausreichend erforscht und könnten durchaus Gegenstand 

zukünftiger Untersuchungen sein.  
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Die pleiotrope Natur des NF-κB-Transkriptionsfaktors zeigt seine Wichtigkeit für 

die Physiologie und Pathophysiologie des Muskels deutlich. Die Aktivität von 

NF-κB scheint auf direktem Weg die Muskeldifferenzierung sowie mitotische 

Ereignisse zu regulieren. Es wird angenommen, dass NF-κB auch andere 

Moleküle steuert, welche für die Energie des Muskels und seinen Stoffwechsel 

bis hin zur Atrophie verantwortlich sind [(66)Mourkioti et al. 2008] [(108)Zizzo et 

al. 2021]. Die Hemmung von NF-κB-Signalen ist eine bekannte Wirkung von 

Infliximab [(30)Guo et al. 2013]. Man geht davon aus, dass die Behandlung mit 

Infliximab die Konzentration der NF-κB-Inhibitoren erhöht. Dies wiederum 

verringert die NF-κB-Signale, was wiederum zu einer Verringerung der TNF-

Produktion führt [(30)Guo et al. 2013]. Ähnliche Effekte konnten wir in unserer 

Studie beobachten. An Tag eins und vierzehn fanden sich eine verminderte NF-

κB-Produktion in den Muskelfasern sowie an Tag vier ein verringerter TNF-

Spiegel im verletzten Muskelgewebe. Die erhöhte Konzentration des NF-κB an 

Tag vier könnte als Folge der anabolen Ereignisse, welche in der verletzten 

Muskelfaser während des zellulären Wiederaufbaus beschrieben wurden, 

gedeutet werden [(32)Guttridge et al. 1999]. Es gibt sehr wenige Berichte über 

die Muskelkraft nach der Behandlung mit Infliximab. Kakoulidou und Mitarbeiter 

beschrieben, dass bei einem Patienten mit Myasthenia gravis die wiederholte 

Behandlung mit Infliximab eine Verbesserung der Ermüdung des Muskels 

erbrachte [(48)Kakoulidou et al. 2007]. Eine weitere klinische Studie zeigte, 

dass eine kontinuierliche Behandlung mit Infliximab zu einer erhöhten 

linksventrikulären Funktion des Herzmuskels bei Patienten mit Rheumatoider 

Arthritis führte [(55)Kotyla et al. 2012]. Piers et al. konnten nachweisen, dass 

die TNF-Blockade das Muskelkraft-Defizit in einem dystrophischen Maus-

Modell reduziert [(72)Piers et al. 2011]. Die gleiche Arbeitsgruppe hat 

geschlussfolgert, dass die schützende Wirkung der TNF-Blockade auf die 

kontraktile Dysfunktion auf die kurzfristige Blockade des TNF zurückgeführt 

werden muss und nicht durch eine Anpassung der Muskelumgebung bedingt ist 

[(72)Piers et al., 2011]. Die Behandlung mit Infliximab bei Muskelverletzungen 

hat die vielfältigen Wege gezeigt, welche durch die TNF-Hemmung reguliert 

werden. Anlässlich der Corona-Pandemie sollte auch die CLARITY IBD-Studie 

nicht unerwähnt bleiben, bei der bei fast 7.000 Patienten unter Infliximab-

Therapie die Immunantwort auf eine Sars-Covid-Infektion weitestgehend 
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ausblieb und keine oder lediglich eine geringe Serokonversion stattfand 

[(51)Kennedy et al. 2021]. Daraus könnte gefolgert werden, dass der 

gefürchtete Zytokinsturm unter TNF-Blockade ausbleibt und die Schwere der 

Erkrankung abgemildert wird. Diese Thesen sind jedoch noch Teil weiterer 

Forschungen.  

Unsere Studie konnte einige der komplexen zellulären und cytokinetischen 

Pfade entwirren, die die Bedeutung des TNF bei der Regeneration der Skelett-

muskulatur zeigen. Hieraus wird deutlich, wie wichtig Biologicals in Zukunft für 

die Medizin werden oder auch schon sind. Die Möglichkeiten und Chancen 

sollten Grund für weitere Forschungen und Studien sein. 

 

 

6 Zusammenfassung 

Das Ziel unserer Studie war es, zu untersuchen, ob die Blockade von TNF-

Rezeptoren durch den TNF-Inhibitor Infliximab die Muskelregeneration nach 

Verletzungen verbessern und beschleunigen kann. Aus diesem Grund indu-

zierten wir insgesamt sieben stumpfe Verletzungen am vorher frei präparierten 

linken M. soleus von insgesamt 42 Ratten. Nach dem Trauma erhielten diese 

42 Tiere eine einzelne Dosis von entweder 10 mg Infliximab/kg KG oder 

äquivalente Volumina an Kochsalzlösung intraperitoneal. Nachfolgende 

Beobachtungen wurden am ersten, vierten sowie am vierzehnten Tag nach der 

Verletzung durchgeführt. Am Ende des Experiments quantifizierten wir die 

Muskelkraft, die Muskelmasse des M. soleus im Verhältnis zum Körpergewicht, 

die Muskelzellproliferation (BrdU-Immunhistochemie), die Fläche der Muskel-

zellen sowie den Durchmesser der Muskelfasern (HE-Histologie). Das Verhält-

nis von Muskelmasse zu Körpergewicht zeigte sich erhöht. Bei der Muskelkraft-

Analyse zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Muskelkraft am vierzehnten 

Tage nach der Verletzung durch TNF-Hemmung. Die Bestimmung des Muskel-

faserdurchmessers erbrachte einen signifikanten Unterschied zwischen beiden 

Gruppen an Tag eins und vier nach der Verletzung, hervorgerufen durch eine 

deutliche Hypertrophie des Muskels in der Infliximab-Gruppe.                       
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Nach planimetrischen Analysen des Muskelgewebes ergab sich eine signi-

fikante Erhöhung der sichtbaren Muskelzellen am vierzehnten Tag in der 

Infliximab-Gruppe. Allerdings unterschied sich die Muskelzellproliferation 

zwischen beiden Gruppen nicht signifikant. Insgesamt stützen unsere Daten 

unsere primäre Hypothese, dass die Hemmung des TNF eine Vielzahl von 

regenerativen Prozessen im verletzten Muskel induziert. 

 

6.1 Summary 

The aim of our study was to investigate whether blockade of TNF using the TNF 

inhibitor infliximab could improve and accelerate muscle regeneration after 

injury. Therefore we induced a blunt injury of the left soleus muscle on 42 rats. 

After trauma, 42 animals received a single dose of either 10 mg/kg bw infliximab 

or equivalent volumes of saline as vehicle solution i.p.. Subsequent 

observations were performed at day 1, 4 and 14 after injury. At the end of the 

experiment we quantified the muscle force, the wet muscle weight to body 

weight,the muscle cell proliferation (BrdU immunohistochemistry) and the area 

of musclecells aswell as the myofiber diameter (HE histology). The ratio of 

muscle weight to body weight was increased and the muscle force analysis 

showed a significant increase of twitch muscle force14 days after injury by TNF 

inhibition. Quantification of myofiber diameter showed a significant difference 

between both groups at day 1 and 4 after injury, indicated by muscle 

hypertrophy in the infliximab group. Planimetric analysis of muscle tissue 

revealed at day 14a significant increase of visible muscle cells in the infliximab 

group compared to the controls. However, muscle cell proliferation did not differ 

between both groups. Overall these data support our primary hypothesis that 

inhibition of TNF induces regenerative processes in the injured muscle. 
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