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1 Zusammenfassung

Die Gruppe der Cerebralparesen (CP) sind verursacht durch eine nicht-progressive Schadigung des
sich entwickelnden Gehirns und stellen die haufigste motorische Behinderung des Kindesalters mit
Komorbiditdten wie Epilepsie und Intelligenzminderung dar. Wahrend der Ort der priméren Schéadi-
gung das zentrale Nervensystem ist, liegt die der klinischen Untersuchung zugéngliche Funktionsstd-
rung bei CP in der Muskulatur und &uBert sich in Form von Parese und Spastizitdt. Das heterogene
Krankheitsbild wird gepragt vom Management: medikamentdse und interventionelle Beeinflussung von
Spastizitat (vor allem mit Botulinumtoxin BoNT) sowie Physiotherapie und Behandlung der Komorbidi-
taten. Muskelhistologische Untersuchungen konnten kein einheitliches Bild der pathologischen Veran-
derungen bei CP liefern; zuletzt konnte gezeigt werden, dass eine Fibrose mit gesteigerter Ablagerung
von Kollagen stattfindet. Fibrose ist bereits in vielen anderen Organsystemen gut untersucht und be-
steht aus krankhafter Ablagerung von Kollagen, einhergehend mit verénderter Genexpression der
korrespondieren RNA. Des Weiteren konnten bereits viele Stimulatoren der Kollagensynthese, allen

voran TGF-p identifiziert werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand von Muskelbiopsien von Patienten mit CP Aussagen zu
einer Veradnderung der Genexpression treffen zu kénnen. Kernhypothesen waren zum einen, dass die
Kollagenexpression sich unterscheidet gegenuber Kontrolle, zum anderen, dass auch Regulatoren der
Kollagenbiosynthese in ihrer Genexpression veréndert sind. Des Weiteren wurde postuliert, dass das
Alter der Patienten, der Schweregrad ihrer motorischen Beeintrachtigung sowie eine eventuelle Be-
handlung mit BoNT Einfluss haben auf die Genexpression. Hierzu wurden Muskelbiopsien aus der
ischiokruralen Muskulatur der Patienten entnommen, die RNA isoliert und mittels real-time PCR quan-
tifiziert. Die Daten wurden als relative Genexpression gegen ein ubiquitédres Referenzgen normiert. Die
Ergebnisse zeigten eine signifikante Hochregulierung des Genes fir Kollagen 1 durch das gesamte
Kollektiv der Proben, auch TGF-p als zentraler Regulator der Kollagensynthese war signifikant erhdht
exprimiert. Viele weitere l6sliche Faktoren sowie deren Rezeptoren und in intrazelluldre Signaltrans-
duktionskaskaden involvierte Faktoren zeigten kein verandertes Expressionsmuster. Im Vergleich der
Altersgruppen zeigte sich eine signifikant erhdhte Kollagenexpression der unter 7jahrigen gegeniiber
den Uber 9jahrigen. Zwischen Gruppen mit unterschiedlichem Schweregrad der motorischen Beein-
trachtigung zeigte sich, dass sowohl die leicht (GMFCS l/ll) als auch die schwer Beeintréachtigten
(GMFCS IV/V) Kollagen signifikant héher exprimierten als die Gruppe der moderat Beeintrachtigten
(GMFCS Ill). Zwischen den Gruppen GMFCS I/ll und IV/V bestand kein signifikanter Unterschied.
Signifikante Unterschiede in der Expression von Kollagen und TGF-f zeigte sich Uberraschenderweise
auch zwischen den Gruppen der mit BONT behandelten und den nicht-behandelten Patienten: hierbei
zeigten die BoNT-Behandelten signifikant erhohte Expressionsmuster fir Kollagen und TGF-B.
Die Studie konnte somit dem klinisch erfassbaren Merkmal der zunehmende Muskelsteife bei Patien-

ten mit CP ein molekularbiologisches Korrelat in Form erhéhter Expression der an Fibrose beteiligten



Faktoren liefern. Nicht geklart werden konnte die Frage, wie physiologisch erhdhter Kollagenumsatz

von pathologischer Kollagenablagerung (=Fibrose) molekularbiologisch unterschieden werden kann.



2 Einleitung

2.1 Cerebralparesen

2.1.1 Definition

Die Cerebralparesen (englisch: cerebral palsies, CP) sind verursacht durch eine nicht-progressive
Schéadigung von fir die Kontrolle von Motorik zustdndigen Arealen wéhrend der Entwicklung des feta-
len oder infantilen Gehirns. Sie umfassen eine Gruppe von persistierenden Stérungen in der Bewe-
gungs- und Haltungsentwicklung und sind damit verantwortlich fur Einschrdnkungen der Aktivitat des
Patienten. Zusatzlich zu den motorischen Defiziten finden sich bei Patienten mit CP oftmals Verédnde-
rungen in den Bereichen der Sinneswahrnehmung, der Intelligenz und Auffassungsgabe sowie Verhal-
tensauffalligkeiten und/oder eine symptomatische Epilepsie (Bax et al., 2005). Die Definition basiert
auf klinischem Bild und Anamnese, nicht auf den unterschiedlichen Atiologien. Kriterien sind somit
eine Stdérung des sich entwickelnden Gehirns vor der Geburt oder innerhalb der Neonatalperiode (28
Lebenstage) (Ashwal et al., 2004; SCPE, 2000). Nicht zum Bild der CP gezé&hlt werden progressive
Zustande, die zum Verlust erworbener Fahigkeiten flihren, spinale Erkrankungen sowie muskulare
Hypotonie als isolierter klinischer Befund. Die motorischen Stérungen bei CP sind komplex und bein-
halten zunéchst priméare Defizite (Stérungen des Muskeltonus und der Koordination, Muskelschwéche,
Verlust selektiver motorischer Kontrolle, Beeintrachtigungen von Balance und Koordination). Diese
primaren Stérungen fuhren zu sekundaren muskuloskeletalen Verédnderungen wie Kontrakturen und
knéchernen Fehlstellungen, die oftmals orthopadische Eingriffe zur Folge haben, sowie Verlust an
Muskelmasse (Atrophie). Die Auswirkungen auf das Individuum wie auf die Gesellschaft sind erheb-
lich, die CP ist unter den chronischen Erkrankungen eine der kostenintensivsten (Murphy et al., 2006;
Kruse et al., 2009). Obgleich CP per definitionem nicht-progressiver Natur sind, &ndert sich das klini-
sche Erscheinungsbild betrachtlich mit der Zeit. Die zunachst hypotone paretische Muskulatur wird
spastisch und versteift, es entwickeln sich Kontrakturen bis zu knéchernen Fehlstellungen. Eine The-
rapie im kurativen Sinne gibt es nicht, vielmehr musste man streng genommen vom ,Management* der
Krankheit sprechen und dieses in die einzelnen Interventionen untergliedern. Priméres Ziel aller Inter-
ventionen ist die Verhinderung der Sekundarfolgen der CP, des Weiteren die Starkung der paretischen
Muskeln, die Verbesserung der Mobilitdt mit dem Ziel der Erlangung funktioneller Autarkie in wichtigen
Bereichen des taglichen Lebens (hdusliche Umgebung, Schule, Gemeinde) (Papavasiliou, 2009). Die
Interventionen werden stets in Kombination angewandt, lassen sich jedoch formal untergliedern in den
konservativen Ansatz mit Physiotherapie, Ergotherapie, Orthesen und medikamentdser Behandlung
sowie die invasiven Eingriffe, ndmlich die intramuskulare Botulinumtoxinum-Therapie, orthopadische

Operationen, die Baclofen Pumpen-Behandlung sowie die selektive dorsale Rhizotomie.

2.1.2 Klassifikation

Die Klassifikation der CP erfolgt in erster Linie anhand Art und Schweregrad der motorischen Stérung

(Christine et al., 2007). Die Untergruppen sind spastische, dyskinetische und ataktische CP, wobei die



spastischen CP mit Uber 90% dominieren. Die spastischen CP sind gekennzeichnet durch geschwin-
digkeitsabhangige muskulare Hypertonie, pathologische Reflexe (Hyperreflexie, Pyramidenbahnzei-
chen wie z. B. positive Babinski-Antwort), die zu abnormen Bewegungs- und Haltungsmustern fihren
(typisch sind die innenrotierte und abduzierte Hifte sowie die SpitzfuBstellung und der pronierte, flek-
tierte Unterarm). Kennzeichen der dystonen CP sind der wechselnde Muskeltonus, einhergehend mit
unwillklrlich sich wiederholenden Bewegungen. Die dystonen CP kénnen noch weiter untergliedert
werden, in die dystone Form mit Uberwiegend hypokinetisch-hypertoner Bewegungsstérung und die
choreo-athetoide Form mit hypoton-hyperkinetischer Ausprédgung. Die ataktische Form der CP
schlieBlich ist hauptséachlich gepragt durch Ataxie, Dysmetrie und (Intentions-) Tremor bei muskulérer
Hypotonie. Die spastischen CP als Hauptgruppe der CP werden weiterhin topographisch unterteilt in
bilateral-spastische (BS-CP) sowie unilateral-spastische (US-CP) Formen. Veraltete, jedoch noch
haufig anzutreffende Begriffe aus der Topographie sind Hemiparese, Diplegie und Tetraparese /-
plegie (SCPE, 2000).

Der Schweregrad der funktionellen Beeintrachtigung wird unter Zuhilfenahme standardisierter Scores
ermittelt. Die Grobmotorik wird mittels des GMFCS (Gross Motor Function Classification System) beur-
teilt (Palisano et al., 1997; McDowell et al., 2007; Boyce et al., 1995; Heinen et al., 2009). Die Einstu-
fung mittels GFMCS korreliert auch mit dem Grad der Muskelatrophie bei dlteren Menschen mit CP
(Ohata et al., 2008). Es werden 5 Schweregrade unterschieden, die altersabhéngig ermittelt werden
(siehe Tabelle 1). Die Beurteilung der Feinmotorik kann mittels BFMF (Bimanual Fine Motor Function)
(Beckung & Hagberg, 2002) oder MACS (Manual Ability Classification System) (Eliasson et al., 2006)
erfolgen. Wichtig bei der klinischen und insbesondere publikatorischen Anwendung dieser Scores ist
die Beachtung ihrer Eigenschaft der Ordinalskalierung, die es verbietet, Abstdnde zwischen einzelnen
Gruppen mathematisch zu erfassen oder gar Mittelwerte in einer Kohorte zu berechnen. Ebenfalls
nicht vergessen werden darf die Erkennung und Behandlung oben genannter Komorbiditéten, deren

Haufigkeit mit dem Schweregrad der CP zunehmen (Beckung & Hagberg, 2002).

Tabelle 1: GMFCS

Vor dem 2. Geburtstag:

Stufe | Die Kinder bewegen sich in und aus dem Sitz auf den Boden; freies Sitzen ohne Abstiitzen
auf dem Boden, beide Hande sind dabei frei zum Spielen. Die Kinder krabbeln, ziehen sich
zum Stand hoch und laufen einige Schritte mit Festhalten an Mébeln entlang. Die Kinder
laufen zwischen dem 18. Lebensmonat und dem 2. Lebensjahr frei ohne eine zusétzliche
Gehhilfe.

Stufe Il | Die Kinder sitzen frei auf dem Boden, evil. ist ein Abstlitzen mit den eigenen Handen not-
wendig, um das Gleichgewicht zu halten. Die Kinder robben oder krabbeln. Die Kinder
kdnnen sich in den Stand ziehen und einige Schritte mit Festhalten an Mdébeln entlang

laufen.




Stufe Il | Die Kinder kénnen auf dem Boden sitzen, wenn die Lendenwirbelsdule unterstiitzt wird.

Die Kinder rollen oder robben vorwarts.

Stufe IV | Die Kinder haben Kopfkontrolle, aber beim Sitzen auf dem Boden ist Unterstitzung am
Rumpf erforderlich. Die Kinder kénnen sich von Bauchlage auf den Riicken drehen, gele-

gentlich auch umgekehrt von Ruckenlage in die Bauchlage.

Stufe V | Die willklrliche Kontrolle von Bewegungen ist stark eingeschrankt. Weder im Sitzen noch
in der Bauchlage kénnen Kopf und Rumpf gegen die Schwerkraft aufrecht gehalten wer-

den. Die Kinder benétigen zum Drehen / Rollen Hilfestellung von einem Erwachsenen.

Zwischen dem 2. und 4. Geburtstag:

Stufe | Die Kinder sitzen frei auf dem Boden, beide Héande kdnnen zum Hantieren mit Gegenstan-
den benutzt werden. Bewegungsilbergange in und aus dem Sitz vom Boden zum Stand
sind ohne fremde Hilfe mdglich. Die bevorzugte Fortbewegung ist das freie Gehen ohne
Gehbhilfen.

Stufe Il | Die Kinder sitzen frei auf dem Boden, evtl. bestehen Gleichgewichtsprobleme, wenn beide
Hande benutzt werden, um mit Gegen- stdnden zu hantieren. Bewegungsubergéange in
und aus dem Sitz sind ohne Hilfe eines Erwachsenen mdglich. Die Kinder gelangen von
stabiler Unterlage in den Stand. Reziprokes Krabbeln auf Handen und Knien ist méglich;
die bevorzugte Fortbewegung ist das Entlanggehen an Mdébeln oder das Gehen mit Hilfs-

mitteln.

Stufe Il | Die Kinder sitzen auf dem Boden haufig nur im ,W-Sitz“ frei (Sitz zwischen flektierten und
nach innen rotierten Hiften und Knien). Die Sitzposition kann eventuell nur mit Hilfestel-
lung eines Erwachsenen eingenommen werden. Die bevorzugte Fortbewegung ist das
Robben oder Krabbeln (oftmals nicht reziprok). Die Kinder kénnen sich mdglicherweise
aus stabiler Unterlage zum Stand hochziehen und seitlich eine kurze Strecke gehen. Die
Kinder kénnen mit einer Gehhilfe (Rollator) im Haus gehen und benétigen Hilfestellung

beim Drehen und Richtungswechsel.

Stufe IV | Die Kinder sitzen auf dem Boden, wenn sie in die Sitzposition gebracht werden, hierbei
werden beide Hande zum Abstitzen benétigt, um Gleichgewicht und Aufrichtung zu hal-
ten. Haufig werden speziell angepasste Hilfsmittel zum Sitzen und Stehen benétigt. Eine
selbstandige Fortbewegung Uber kurze Strecken (innerhalb eines Raumes) wird durch

Rollen, Robben oder nicht reziprokes Krabbeln erreicht.

Stufe V | Die koérperliche Behinderung begrenzt die willklrliche Kontrolle von Bewegungen und die
Fahigkeit, Kopf und Rumpf gegen die Schwerkraft aufrecht zuhalten. Jegliche motorische
Funktion ist beeintrachtigt. Funktionelle Einschrankungen im Sitzen und im Stehen, die

auch mit angepassten Hilfsmitteln und unterstitzender Technik nicht vollstdndig kompen-
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siert werden kdnnen. Kinder in der Stufe V kénnen sich nicht selbstéandig fortbewegen und
werden transportiert. In Einzelféllen wird Eigenmobilitat mit einem speziell angepasstem E-

Rollstuhl erreicht.

Zwischen dem 4. und 6. Geburtstag:

Stufe |

Die Kinder kdnnen sich auf einen Stuhl selbstandig hinsetzen, sitzen bleiben und wieder
aufstehen ohne Zuhilfenahme der Hande. Sie kdénnen selbstdndig vom Boden und aus
einem Stuhl aufstehen ohne Zuhilfenahme von Gegenstanden zur Unterstitzung. Die Kin-
der kénnen innerhalb / auBerhalb der Wohnung frei gehen und frei Treppensteigen. Be-

ginnende Fahigkeit zu rennen und zu hipfen.

Stufe Il

Die Kinder kénnen auf einem Stuhl sitzen, die Hande sind dabei frei, um mit Gegenstan-
den zu hantieren. Die Kinder kdnnen vom Boden oder aus einem Stuhl selbstandig aufste-
hen, bendtigen hierfir aber oft eine stabile Unterlage zum Ziehen und Driicken mit den
Armen. Die Kinder kénnen frei gehen (ohne Gehhilfe) innerhalb der Wohnung und fur kur-
ze Strecken auf ebenen Grund auBerhalb der Wohnung. Treppensteigen ist mit Festhalten

am Gelénder méglich, Rennen und Springen sind nicht mdglich.

Stufe Il

Die Kinder sitzen auf einem normalen Stuhl, eventuell ist Unterstitzung im Becken- oder
Rumpfbereich notwendig zur Optimierung der Handfunktion. Zum Aufstehen / Hinsetzen
von einem Stuhl wird oft eine stabile Oberflache benétigt, um sich mit den Armen zu zie-
hen oder zu driicken. Die Kinder kénnen mit einer Gehhilfe auf ebenen Untergrund selb-
standig gehen, Treppensteigen mit Unterstiitzung eines Erwachsenen. Uber langere Ent-

fernungen oder auf unebenem Untergrund werden die Kinder transportiert.

Stufe IV

Die Kinder sitzen auf einem Stuhl, bendtigen aber eine angepasste Sitzvorrichtung zur
Stabilisierung des Rumpfes und zur Optimierung der Handfunktion. Aufstehen und Hinset-
zen von einem Stuhl ist mit Hilfe eines Erwachsenen oder einer stabilen Unterlage, um
sich mit dem Armen zu driicken oder zu ziehen, méglich. Die Kinder gehen allenfalls kurze
Strecken am Rollator unter Aufsicht, haben Schwierigkeiten beim Richtungswechsel oder
beim Halten des Gleichgewichts auf unebenen Untergrund. AuBBerhalb des Hauses werden

die Kinder transportiert, eventuell selbstdndige Fortbewegung durch E-Rollstuhl.

Stufe V

Die korperliche Behinderung begrenzt die willkirliche Kontrolle von Bewegungen und die
Fahigkeit Kopf und Rumpf gegen die Schwer- kraft aufrecht zuhalten. Jegliche motorische
Funktion ist beeintrachtigt. Funktionelle Einschréankungen im Sitzen und im Stehen, die
auch mit angepassten Hilfsmitteln und unterstlitzender Technik nicht vollstdndig kompen-
siert werden kénnen. Kinder der Stufe V haben keine selbstandige Fortbewegung und
werden transportiert. In Einzelféllen wird Eigenmobilitdt mit einem speziell angepassten E-

Rollstuhl erreicht.

Zwischen dem 6. und 12. Geburtstag:
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Stufe |

Die Kinder kénnen zu Hause, in der Schule, auBerhalb und in der Umgebung frei gehen.
Die Kinder kdnnen ohne zusatzliche kérperliche Hilfe Bordsteine herauf- und hinabsteigen,
sowie Treppensteigen ohne Festhalten am Gelénder. Rennen und Hulpfen sind méglich,
aber Geschwindigkeit, Gleichgewicht und Koordination sind eingeschrénkt. Die Kinder
kdnnen an korperlichen Aktivitdten und am Sport teilnehmen, abhangig von persénlichen

Wiunschen und Umweltbedingungen.

Stufe Il

Die Kinder gehen frei in den meisten Situationen, haben aber Schwierigkeiten bei langen
Distanzen und auf unebenen Untergrund, bei Gefélle, bei Menschenmengen, beengten
Wegen oder wenn sie einen Gegenstand tragen. Die Kinder kénnen Treppen mit Festhal-
ten am Gelander herauf und hinabsteigen oder mit kérperlicher Hilfe, wenn kein Gelander
vorhanden ist. AuBerhalb und in der Umgebung kénnen sie mit kérperlicher Unterstiitzung
oder mit einer Gehhilfe gehen oder sie benutzen fir lAngere Wege einen Rollstuhl. Rennen
und Hupfen sind bestenfalls eingeschrankt mdglich. Die Einschrédnkungen in der Durchfih-
rung von kdrpermotorischen Aufgaben kénnen Adaptionen nétig machen, die es ermégli-

chen an koérperlichen Aktivitdten und am Sport teilzunehmen

Stufe Il

Die Kinder kdnnen drinnen meistens mit einer Gehhilfe gehen. Wenn die Kinder hingesetzt
werden, kénnen sie einen Sitzgurt fur Beckenaufrichtung und Balance benétigen. Bei
Ubergéngen vom Sitzen zum Stand und vom Boden zum Stand wird kérperliche Hilfe von
einer Person oder einer unterstitzende Oberflaiche bendtigt. Bei l&ngeren Entfernungen
benutzen die Kinder eine Form der rollenden Mobilitat. Kinder kdnnen mdglicherweise
Treppen mit Festhalten am Gelander unter Aufsicht oder mit kdrperlicher Unterstiitzung
hinauf- und hinabgehen. Die Einschrdnkungen des Gehens kénnen Adaptionen notwendig
werden lassen, die es erst ermdglichen an kdrperlichen Aktivitdten und Sport teilzuneh-

men, einschlieBlich eines Aktiv- Rollstuhls oder eines E-Rollstuhls.

Stufe IV

Die Kinder benutzen Fortbewegungsmethoden, die in den meisten Fallen korperliche Un-
terstitzung oder elektrische Mobilitét beinhalten. Die Kinder benétigen angepasste Sitzvor-
richtungen fir Rumpf- und Beckenkontrolle; auch fir die meisten Transfers wird kdrperli-
che Unterstitzung benétigt. Zuhause bewegen sich die Kinder am Boden fort (rollen,
kriechen oder krabbeln), gehen kurze Strecken mit kdrperlicher Unterstitzung oder benut-
zen elektrische Mobilitdt. Wenn die Kinder in den Stand gebracht werden, kénnen sie zu
Hause oder in der Schule einen Rollator benutzen. In der Schule, drauBen und in der Um-
gebung werden die Kinder in einem Aktiv- Rollstuhl geschoben oder sie benutzen einen E-
Rollstuhl. Durch Einschrédnkungen in der Fortbewegung werden Anpassungen bendtigt, die
es erst ermdglichen an kérperlichen Aktivitdten oder am Sport teilzunehmen, einschlieBlich

kérperlicher Unterstitzung und / oder elektrischer Mobilitat.

Stufe V

Die Kinder werden in allen Situationen in einem Rollstuhl transportiert. Die Kinder sind in

ihrer Méglichkeit Kopf und Rumpf entgegen der Schwerkraft aufrecht zu halten, sowie bei
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Arm- und Beinbewegungen eingeschrankt. Unterstiitzende Technologien werden benutzt,
um Kopfaufrichtung, Sitz, Stand und / oder Mobilitdt zu verbessern, aber die bestehenden
Einschrankungen kénnen nicht durch die zusétzlich angewendeten Hilfsmittel kompensiert
werden. Transfers bendtigen die kdrperliche Unterstitzung eines Erwachsenen. Zu Hause
kdnnen die Kinder kurze Entfernungen auf dem Boden zuriicklegen oder werden von ei-
nem Erwachsenen getragen. Die Kinder kénnen sich u. U. selbstandig mit einem E-
Rollstuhl mit umfangreicher Adaptation der Sitzposition und der Steuerung fortbewegen.
Die Einschrédnkungen in der Mobilitdt machen Anpassungen nétig, um an koérperlichen
Aktivitdten und am Sport teilzunehmen, einschlieBlich kérperlicher Unterstiitzung und das

Benutzen elektrischer Mobilitat.

Zwischen

dem 12. und 18. Geburtstag:

Stufe |

Die Jugendlichen gehen zu Hause, in der Schule, drauBen und in der Umgebung frei. Die
Jugendlichen sind in der Lage, Bordsteine ohne kérperliche Hilfe hinauf und hinunter zu
steigen, sowie Treppen ohne Benutzung des Gelanders zu bewaltigen. Rennen und Hup-
fen sind mdglich, aber Schnelligkeit, Gleichgewicht und Koordination sind eingeschrankt.
Die Jugendlichen kénnen an kérperlichen Aktivitdten und am Sport teilnehmen, abhéngig

von personlichen Wiinschen und Umweltbedingungen und Méglichkeiten.

Stufe Il

Die Jugendlichen gehen in den meisten Situationen frei. Umgebungsfaktoren (wie unebe-
nes Gelande, Gefalle, lange Wegstrecken, Zeitdruck, Wetter, Akzeptanz von Gleichaltri-
gen) und persdnliche Vorlieben beeinflussen die Entscheidung, welche Art von Mobilitat
gewahlt wird. In der Schule oder bei der Arbeit kbnnen die Jugendlichen zur Sicherheit an
einer Gehhilfe gehen. DrauBen und in der Umgebung kénnen die Jugendlichen fir lange
Strecken den Rollstuhl benutzen. Die Jugendlichen kénnen Treppen hoch- und herunter
gehen mit Festhalten am Gelander oder mit kdrperlicher Unterstitzung, wenn kein Gelén-
der vorhanden ist. Die Einschrédnkungen in der Durchfihrung kérpermotorischer Aufgaben
kénnen Anpassungen nétig machen, die es erméglichen, an kérperlichen Aktivitaten oder

Sport teilzunehmen.

Stufe Il

Die Jugendlichen kdénnen mit einer Gehbhilfe laufen. Verglichen mit Jugendlichen anderer
Stufen zeigen Jugendliche der Stufe Il mehr Variabilitédt in den verwendeten Fortbewe-
gungsmethoden, abh&ngig von den kérperlichen Moglichkeiten, den Umgebungs- und den
persbénlichen Faktoren. Wenn sie hingesetzt werden, bendétigen die Jugendlichen unter
Umstanden einen Sitzgurt fur Beckenaufrichtung und Gleichgewicht. Beim Transfer vom
Sitz zum Stand und vom Boden zum Stand wird kérperliche Hilfe einer Person oder einer
unterstitzenden Oberflache benétigt. In der Schule benutzen die Jugendlichen einen Ak-
tiv-Rollstuhl oder einen E-Rollstuhl. DrauBen und in der Umgebung werden die Jugendli-
chen in einem Rollstuhl geschoben oder sie benutzen einen E-Rollstuhl. Die Jugendlichen

kdnnen eine Treppe mit Festhalten am Gelander unter Aufsicht oder mit korperlicher Un-
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terstitzung hinauf und heruntergehen Einschrdnkungen des Gehens kénnen Anpassun-
gen notwendig machen, die eine Teilnahme an kérperlichen Aktivitdt oder am Sport er-
maoglichen, einschlieBlich eigenstandiger Benutzung eines Aktiv-Rollstuhls oder eines E-
Rollstuhls.

Stufe IV | Die Jugendlichen benutzen in den meisten Situationen einen Aktiv-Rollstuhl. Sie bendtigen
Sitzadaptionen fur Becken und Rumpfkontrolle. Kérperliche Unterstiitzung von einer oder 2
Personen wird fir Transfers benétigt. Die Jugendlichen kénnen Gewicht Gbernehmen, um
bei Transfers zum Stand mitzuhelfen. Innerhalb des Hauses kdnnen die Jugendlichen
unter Umstanden mit kérperlicher Hilfe eine kurze Strecke laufen, einen Rollstuhl benutzen
oder eine Gehhilfe, die den Rumpf mit unterstitzt, wenn sie in den Stand gebracht werden.
Jugendliche kénnen selbstandig einen E-Rollstuhl benutzen. Wenn ein E-Rollstuhl nicht
sinnvoll oder vorhanden ist, werden die Jugendlichen in einem Aktiv-Rollstuhl transportiert.
Die Einschrankungen in der Mobilitit machen Anpassungen nétig, um an kérperlichen
Aktivitaten oder Sport teilzunehmen, einschlieBlich kérperlicher Unterstitzung und / oder

elektrischer Mobilitat

Stufe V | Jugendliche werden in einem Rollstuhl in allen Situationen transportiert. Die Jugendlichen
sind in ihren Fahigkeiten, Kopf- und Rumpfkontrolle entgegen der Schwerkraft aufrecht zu
halten, sowie Arm- und Beinbewegungen zu kontrollieren, eingeschrankt. Hilfsmittel wer-
den benutzt, um Kopf- und Rumpfkontrolle, das Sitzen, Stehen und die Mobilitéat zu ver-
bessern, aber die Einschrankungen werden nicht vollstdndig durch das Verwenden von
Hilfsmitteln kompensiert. Kdrperliche Unterstiutzung von einer oder zwei Personen oder ein
mechanischer Lift wird bei Transfers benétigt. Die Jugendlichen kénnen unter Umstanden
selbstandige Mobilitdt durch einen E-Rollstuhl mit umfangreichen Adaptationen von Sitz
und Steuerung erlangen. Einschrédnkungen in der Mobilitdt machen Anpassungen noétig,
um an koérperlichen Aktivitdten und Sport teilzunehmen, einschlieBlich kérperlicher Unter-

stltzung und elektrischer Mobilitat.

2.1.3  Atiologie

Cerebralparesen umschreiben eine klinisch heterogene Gruppe von Bewegungsstérungen, die &tiolo-
gisch multiple Ursachen haben. lhnen gemein ist, dass die primare Stérung das zentrale Nervensys-
tem betrifft, wéhrend sich die als CP klassifizierten Krankheitsbilder in erster Linie und mit zunehmen-
dem Alter immer deutlicher in der Peripherie, ndmlich am vom Nervensystem gesteuerten Muskel und
damit am gesamten Bewegungsapparat auswirken und beobachten lassen. Einteilungen kénnen hier-
bei erfolgen anhand der Art der einwirkenden Noxe sowie des Zeitpunktes. Zeitlich gesehen kénnen
auf das sich entwickelnde Gehirn einwirkende Stdrkrafte entweder antenatal (Prematuritet per se,
Zwillingsschwangerschaft mit oder ohne Transfusionsyndrom, Small for gestational Age (SGA), Pla-

zentainsuffizienz, maternale/intrauterine Infektionen (insbesondere TORCH) sowie genetisch bedingte
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Stérungen von neuronaler Proliferation, Migration oder Organisation) oder aber peri-/neonatal einwir-
ken (Infektionen, Plazentaruptur, Amnioninfektionssyndrom (AIS), Kernikterus, Trombophilie/ Koa-
gulopathie als Ursache von hamorrhagischem oder ischemischem zerebralen Insult, Asphyxie). Post-
neonatal (28 Tage bis 2 Jahre) einwirkende StérgréBen (Meningo-Encephalitis, Schadel-Hirn-Trauma,

Schlaganfall, Ertrinkungsunfall) tragen zu weniger als 5% der Félle von CP bei.

Das Léasionsmuster wird vom Zeitpunkt der Lasion bestimmt; zum einen, da unterschiedliche Hirnbe-
reiche zu unterschiedlichen Zeitpunkten vulnerabler sind als andere, zum anderen, weil bestimme
Noxen zu charakteristischen Zeiten einwirken. Wéhrend des 1. und 2. Trimesters der Schwanger-
schaft einwirkende Noxen fiihren zu Fehlbildungen des Gehirns, frih im 3. Trimester eintreffende
Schadigungen gehen mit periventrikuldrer Infarzierung und Leukomalazie einher, ab dem spéten 3.
Trimester ziehen Schadigungen Verénderungen in Kkortikalen und subkortikalen Bereichen sowie in

den Basalganglien nach sich.

2.1.4 Epidemiologie

Mit einer Haufigkeit von 2-3 pro 1000 Lebendgeburten sind die CP die haufigste motorische Stérung
im Kindesalter (SCPE, 2000; Himmelmann et al., 2005). Kinder mit einem Geburtsgewicht unter 1500
g haben ein 70-fach erhdhtes Risiko fur CP verglichen mit denen mit einem Geburtsgewicht tber 2500
g (SCPE, 2002). Die Pravalenzraten sinken ebenfalls signifikant mit steigendem Gestationsalter:
14,6% fir Kinder geboren 22. — 27. SSW; 6,2% in der 28 — 31. SSW; 0,7% in der 32. — 36. SSW und
0,1% in Reifgeborenen. Eine Verbindung zwischen Schwere der CP und Gestationsalter konnte nicht
gefunden werden (Himpens et al., 2008). Eine neue Studie der europaischen Gruppe fir Surveillance
der CP (SCPE) an Patienten mit einem Gewicht von Uber 25009 zeigte eine Pravalenz von 1,16/1000
Lebendgeburten, was einem stabilen Trend entspricht. Die Untergruppen zeigten 45.7% fur die BS-
CP, 39.2% fur die US-CP, 9.3% fiir die dyskinetischen und 5.8% fir die ataktischen CP. Dies ent-
spricht einem klaren Anstieg der US-CP bei gleichzeitiger Abnahme der BS-CP. Die Autoren weisen
darauf hin, dass sich Pravalenz-Studien weniger gut eignen fir atiologische Fragestellungen als Inzi-
denz-Studien; des Weiteren spekulieren sie, dass die Abnahme bei den BS-CP auf bessere Neonatal-
Versorgung zuriickzufiihren sei, haben jedoch zur Zeit kein schliissiges Konzept, das die gleichzeitige
Zunahme der US-CP erklaren wirde (Sellier et al., 2010). Die Vermutung der besseren neonatalen
Versorgung als Ursache flr Veranderungen in der Pravalenz von CP wird auch unterstitzt durch Stu-
dien, die sinkende Pravalenzen in der Kohorte der extrem Frihgeborenen zeigen (Platt et al., 2007).
Die nach wie vor sehr hohe Rate an Komorbiditdten kann an dieser Stelle nur unterstrichen werden
(Venkateswaran & Shevell, 2008). Insgesamt zeigt sich, dass die Lebenserwartung von Menschen mit
CP in den letzten 20 Jahren gestiegen ist, was unter anderem auf die breitere Versorgung der Patien-
ten mit PEG-Sonden (perkutane endoskopische Gastrostomie) zur addquaten Nahrungsversorgung

zurlickzufuihren ist (Strauss et al., 2008; Strauss et al., 2007).
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2.1.5 Therapie
2.1.5.1 Konservativ

2.1.5.1.1 Physiotherapie

Die Physiotherapie stellt nach wie vor den Grundpfeiler in der Behandlung der Patienten mit CP dar.
Oftmals ist der Physiotherapeut der zentrale Ansprechpartner der Familie eines Kindes mit CP, der
Therapieplane erstellt und die oftmals schwierigen Ubergangsphasen (z.B. Grundschu-
le/weiterfuhrende Schule) begleitet und plant. Die Physiotherapie zielt vornehmlich auf die Verbesse-
rung der grobmotorischen Féhigkeiten (Aufstehen, Sitzen, Gehen mit oder ohne Stltzen, Gebrauch
des Rollstuhls) zur Erhéhung der funktionalen Mobilitat ab. Trotz nach wie vor ungenigender Datenla-
ge Uber den Effekt gibt es breiten Konsensus hinsichtlich ihrer Eignung und Wichtigkeit fir Menschen
mit CP (Chiarello et al., 2005) (Bax, 2001).

2.1.5.1.2 Ergotherapie

Die Ergotherapie konzentriert sich auf die feinmotorischen, visuo-spatiellen und sensorischen Schwie-
rigkeiten von Menschen mit CP und versucht damit in erster Linie, Fahigkeiten fir den Alltag zu erwer-
ben (zum Beispiel Anziehen, Toilettengang) sowie Strategien zu entwickeln, Schwéachen zu kompen-
sieren (zum Beispiel im Bereich des Schreibens). Ergotherapie lasst sich noch weniger
standardisieren als Physiotherapie, was sich in der unzureichenden Studienlage niederschlagt. Je-
doch zeigt sie sich anderen Therapieformen durchaus gleichwertig und hat ihren festen Platz in der
Behandlung der CP (Kunz et al., 2006).

2.1.5.1.3 Weitere Therapieformen

Erwahnung finden hier Therapieformen wie die neurodevelopmental therapy (NDT) nach Bobath, die
versucht, abnormale Bewegungs- und Haltungsmuster in normale zu tberfiihren mit dem Ziel maxima-
ler Unabhé&ngigkeit und die durchaus messbare Erfolge verzeichnet (Butler & Darrah, 2001), des wei-
teren die von Pet6 erdachte konduktive Férderung (conductive education), eine Kombination aus edu-
kativen und therapeutischen MaBnahmen, die stark Aufgaben-orientiert arbeitet (Parkes et al., 2002).
Vielfach angewandt werden passive Dehnungsiibungen (Gracies, 2001) sowie Fitness- und Krafttrai-

ning (Blundell et al., 2003; Verschuren et al., 2007). Die Datenlage ist ungenigend.
2.1.5.1.4 Orthesen

Orthesen sind extern applizierte, dem Kdrper angepasste Hilfsmittel, die abnormale Haltungen zu
korrigieren versuchen, sowohl zwischen einzelnen Kdrperteilen als auch gegen die Schwerkraft. Sie
werden angewendet, um sekundére Deformitédten zu korrigieren oder zu verhindern, und helfen, den
Korper in bestimmte Haltungen zu versetzen und diese zu bewahren. In erster Linie werden statische
Orthesen angewendet, erste Studien mit dynamischen Orthesen (Roboter-assistiertes Laufbandtrai-

ning mittels Lokomat®) wurden durchgefihrt (Meyer-Heim et al., 2009). Die Anwendung von Orthesen
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in der Behandlung der CP wird als essentiell angesehen. Die Studienlage ist begrenzt (Autti-Ramo et
al., 2006).

2.1.5.1.5 Orale Pharmakotherapie

Die Behandlung der Spastizitdt hat mehrere Ziele und Grinde: zum einen kann ihre bessere Kontrolle
einen Kraft- und Funktionsgewinn bewirken und sekundare Folgeschaden verringern, zum anderen
kann sie zum Teil heftige Schmerzen verursachen und die adaquate Kérperhygiene erschweren (Pa-
pavasiliou, 2009). Zur besseren Kontrolle der Spastizitdt werden Medikamente angewendet, deren
Wirkweise nur teilweise verstanden ist. Vermutete Effekte sind Verdnderungen der Neurotransmitter-
wirkungen im zentralen Nervensystem durch Suppression der Wirkung von exzitativem Glutamat oder
Steigerung der inhibitiven Wirkungen von gamma-Aminobuttersdure (GABA) und Glycin. Angewendet
werden Baclofen (Milla & Jackson, 1977), Benzodiazepine (Mathew et al., 2005), Tiazidin (Brin et al.,
1999) und Dantrolen (Haslam et al., 1974), das sich von den anderen Medikamenten durch seine pe-
riphere Wirkung (Hemmung der Kalziumfreisetzung in der Muskelzelle) unterscheidet. Die Evidenz des
Effekts ist schwach, die kognitiven und sedativen Nebenwirkungen kénnen den Funktionsgewinn
Uberwiegen (O'Flaherty & Waugh, 2003). Die antispastische Wirkung der Medikamente kann auch im
Zusammenhang ihrer Anwendung in Bereichen anderer Stérungen (Epilepsie, Schlafstérungen) nutz-
voll sein (Tilton, 2009).

2152 Opetrativ/interventionell

2.1.5.2.1 Botulinumtoxin

Botulinumtoxin (BoNT) ist ein Neurotoxin, produziert von Clostridium difficile. Es existieren 7 verschie-
den Serotypen des Toxins (A-G), die als Zink-Proteasen die Fusion Acetylcholin gefiillter Vesikel mit
der prasynaptischen Membran an der neuromuskuldren Endplatte verhindern und somit Uber die
Hemmung der Ausschittung von Acetylcholin eine selektive chemische Denervation (Neurolyse, neu-
romuskulare Blockade) initiieren (Tilton, 2009). Das primére Interventionsziel intramuskular injizierten
Botulinumtoxins ist die Verringerung der Spastizitat, deren klinischer Effekt ca. 8-12 Wochen anhalt.
Die Therapie ist mittlerweile zur Behandlung bei Kindern mit BS-CP jeden Schweregrades etabliert
(Ade-Hall & Moore, 2000). BoNT bei Kindern ist stets Teil eines Behandlungsplans, angepasst an
Atiologie, Schwere, Typ und eventuelle Komorbiditaten des Patienten und angewandt in Kombination
mit konservativen wie operativen Behandlungsoptionen, was die Chancen erhéht, im Vorfeld gesetzte
funktionelle oder praventive Ziele auch zu erreichen bei sicherer Anwendung ohne signifikante Ne-
benwirkungen (Molenaers et al., 2009; Hagglund et al., 2005b; Hagglund et al., 2005a; Love et al.,
2001; Molenaers et al., 2006; Naumann & Jankovic, 2004). Injiziert werden sollte in Analgesie unter
Ultraschallkontrolle, die Behandlung reicht von einzelnen Muskeln bis zur multi-level Behandlung
(Berweck et al., 2004; Heinen et al., 2006b; Schroeder et al., 2006; Westhoff et al., 2003). Um den

Behandlungserfolg zu sichern und allgemein giiltige klinische Standards zu schaffen, wurden européi-
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sche wie nationale Expertengruppen gebildet (Heinen et al., 2007; Heinen et al., 2006a; Heinen et al.,
2009).

2.1.5.2.2 Selektive dorsale Rhizotomie

Als selektive dorsale Rhizotomie (SDR) wird die operative, selektiv afferente Denervierung von ca. 25-
50% der sensorischen Nervenwurzeln der unteren Extremitét bezeichnet. Wahrend der Operation wird
mittels EMG versucht, die Uberaktiven Nervenstrange zu identifizieren. SDR wird vor allem fur Patien-
ten mit BS-CP und relativ gut erhaltener Funktion der unteren Extremitdt angewendet und konnte in
Studien sowohl eine Reduktion der Spastizitét als auch eine Langzeit-Verbesserung der motorischen
Funktion zeigen (Smyth & Peacock, 2000; Engsberg et al., 2006; Chicoine et al., 1997; Nordmark et
al., 2008). Mittlerweile wird jedoch h&ufiger auf die SDR zugunsten der intrathekalen Baclofen Pum-

pen-Therapie verzichtet (Tilton, 2009).

2.1.5.2.3 Intrathekales Baclofen

Indikation fur die Behandlung mit intrathekalem Baclofen (ITB) ist typischerweise die schwere BS-CP
(GMFCS IV/V, selten 1ll) der unteren Extremitét. ITB wird mittels eines Katheters von einer implantier-
ten Pumpe in den intrathekalen Raum appliziert. Aufgrund dieser direkten Applikation werden weniger
als 1% der oral benétigten Dosierung an Baclofen bendétigt, bei gunstigerem Nebenwirkungsprofil
(doch potenziell ernsthafte Nebenwirkungen, was die Betreuung in einem spezialisierten Zentrum
rechtfertigt). ITB hat sich in Studien als geeignet erwiesen, Spastizitat zu reduzieren und zu funktionel-
len Verbesserungen zu fiihren (Albright ef al., 1991; Campbell et al., 2002; Gilmartin et al., 2000; Ho-
ving et al., 2009; Hoving et al., 2007).

2.1.5.2.4 Orthopéadie

Patienten mit CP haben eine nicht-progressive Schadigung von Hirnarealen erlitten, die fir die motori-
sche Kontrolle wichtig sind. Die Auswirkungen werden im Zuge von Wachstum und pathologischer
Stimulation und Haltung als Ausdruck von Spastizitat und Parese mit dem Alter zunehmen. Als Folge
dieser adaptiven Umwandlungsprozesse des muskulo-skeletalen Systems durchlaufen die Mehrzahl
der Patienten mit CP verschiedene Stadien der Deformitat der betroffenen Kérperteile: Zunachst die
korrigierbare, dynamische Deformitat, die keine operativen Eingriffe erforderlich macht, schlieBlich
jedoch oftmals fixierte Deformitdten von Muskulatur und Sehnenapparat mit oder ohne kndchernen
Veranderungen. Ziel des integrierten Ansatzes fir Patienten mit CP ist es, die oftmals notwendigen
Operationen auf das Zeitalter nach dem 6. Lebensjahr herauszuzdgern, zum einen zur Vermeidung
frher Rezidiv-Operationen, zum anderen hat sich gezeigt, dass die Langzeit-Ergebnisse positiver
ausfallen, wenn die erste Operation nach der motorischen Reifung des Gangbildes erfolgt (Tilton,
2009). Indikation kénnen Schmerzen sowie Funktionseinschrédnkung und Subluxation/Dislokation ei-
nes Gelenks sein. Typischerweise umfassen die orthopadischen Operationen Sehnverldngerungen,
Muskelverlagerungen und Osteotomien. Die Eingriffe werden nach Mdglichkeit als Multilevel-
Prozeduren in einem Schritt durchgefihrt, um Operationsrisiken zu minimieren bei gleichzeitiger Ver-

hinderung von mehreren Immobilisationsperioden (Novacheck & Gage, 2007; Lynn et al., 2009).
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2.2 Der Muskel bei CP

2.2.1 Spastizitat

Spastizitat ist definiert als eine Bewegungsstérung, charakterisiert durch Geschwindigkeits-abhéngige
Erhéhung des Muskeltonus (tonischer Dehnungsreflex) mit gesteigerten Muskeleigenreflexen als Aus-
druck der Hyperexzitabilitdit des Dehnungsreflexes als eine Komponente des oberen Motoneuron-
Syndromes (upper motor neuron syndrome UMNS) (Lance 1980). Das charakteristische klinische
Merkmal von Spastizitat ist die Empfindung des Untersuchers, dass passive Dehnung eines Muskel
oder einer Muskelgruppe exzessiven Widerstand generiert, der sich durch schnellere Ausfihrung der
Bewegung noch steigert. Eingeteilt werden kann diese Tonuserhéhung klinisch mittels der modifizier-
ten Ashworth-Skala (MAS), siehe Tabelle 2 (Bohannon & Smith, 1987):

Tabelle 2: Modifizierte Ashworth-Skala

0 Kein erh6éhter Tonus

1 Leichte Tonuserhéhung, die an einem ,catch and release” erkennbar wird oder an einem
minimalen Widerstand am Ende des BewegungsausmaBes, wenn das betroffene Gliedmaf

in Flexion oder Extension bewegt wird.

2 Leichte Tonuserhéhung, die an einem ,catch” erkennbar wird, der gefolgt wird von einem

minimalen Widerstand durch den restlichen (weniger als die Hélfte des) Bewegungsweg.

3 Starker ausgepréagte Tonuserhéhung durch die meisten Anteile des Bewegungsweges, die

betroffenen GliedmaBen sind aber leicht beweglich.

4 Erhebliche Erhdhung des Muskeltonus, passive Bewegung ist schwierig.

5 Rigide Kontraktur

Auch diese Skala ist wie die GMFCS ordinalskaliert, die Unterschiede zwischen den einzelnen Stufen

sind also nicht gleich groB.

Der Ursprung des gesteigerten tonischen Dehnungsreflexes wird in Anderungen segmentaler spinaler
Schaltkreise gesehen, die propriozeptive, exterozeptive und deszendierende suprasegmentale Infor-
mationen verandert prozessieren (Sherrington 1925). Die charakteristischen Merkmale des UMNS
bestehen aus den positiven Symptomen von gesteigertem Dehnungsreflex (Spastizitat) und enthemm-
ten Flexorenreflexen der unteren Extremitat sowie den negativen Symptomen mit Verlust selektiver
motorischer Fahigkeiten (Geschicklichkeit) und Schwéachung (Parese) (Lance 1984). Wéahrend die
positiven Symptome der klinischen Untersuchung und Therapiekonzepten sowie deren Verlaufskon-
trolle zugénglich sind, sind es oftmals gerade die schwieriger zu erfassenden negativen Symptome,
die sich als relevanter far die Funktionabilitat des Patienten erweisen.

Pathophysiologisch kann der gesteigerte tonische Dehnungsreflex erklart werden durch Hyperexzitabi-
19




litdt der spinalen alpha-Motoneuronen (alpha-MN), erhéhten Input der durch Muskeldehnung generier-
ten exzitatorischen Afferenzen, oder eine Kombination beider Faktoren. Die Phdnomene des gestei-
gerten Dehnungsreflexes (erhdhter basaler Muskeltonus, gesteigerte Muskeleigenreflexe mit leichter
Reflexausldsbarkeit sowie verbreiterten Reflexzonen sowie unerschdpflicher Klonus) lassen sich im

Kontext der Muskelspindelphysiologie verstehen:

Figur |

-- I inhibitorisches Neuron

la-Afferenz

Alpha-Motoneuronen

a Inhibition
-~ Stimulation

Figur |:Schema des Dehnungsreflexes |

Primare la-Afferenzen umgeben intrafusale Fasern der Muskelspindeln, die durch Dehnung erregt
werden. Die la-Afferenzen haben monosynaptische exzitatorische Verbindungen mit dem alpha-MN
ihres Ursprungsmuskels und alpha-MN von synergistischen Muskeln. AuBerdem sind die la-Fasern
monosynaptisch mit Interneuronen verschaltet, die ihrerseits direkt auf alpha-MN von antagonistischen
Muskeln projizieren. Wird der Muskel also passiv gedehnt, erfolgt die Aktivierung von homonymen
sowie synergistischen alpha-MN bei gleichzeitiger Hemmung der antagonistischen alpha-MN, was als
reziproke Inhibition bezeichnet hat und bei Patienten mit UMNS beeintrachtigt ist. Dafir verantwortlich
gemacht werden neuronale Reorganisationen, die sowohl beim Menschen als auch im Tier (Felis
catus) nachgewiesen wurden (Grillner, 2006; Schomburg, 1990). Neue neuronale Verschaltungen wie
das ,Aussprossen” neuer Dendriten (sprouting), funktionale Verstérkung bestehender sowie der Weg-
fall der Hemmung von bisher unbenutzen Verbindungen kénnen die Veranderungen in der Reflexant-
wort erklaren, ebenso wie Hypersensitivierung durch Denervation (Gracies, 2005a) (Gracies, 2005b).
Ebenso gibt es Evidenz fir Verédnderungen in der Reduktion der prasynaptischen Inhibition der la-
Fasern. Mit dem gesteigerten Dehnungsreflex assoziiert sind das Fehlen oder die Reduktion von funk-

tional essentiellen polysynaptischen (long-latency) Reflexen: EMG-Untersuchungen an Patienten mit
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unilateraler spastischer Parese, deren FuBe auf einem Laufband plétzlich beschleunigt wurden, zeigen
eine starke kompensatorische Aktivierung des M. gastrocnemius mit einer Latenz von ca. 80 ms im
nicht-betroffenen Bein, wahrend die Beschleunigung des spastisch-paretischen Beines zu einer in
Amplitude und Zeit deutlich geringeren Aktivierung flhrten, die dafir jedoch bereits nach ca. 45 ms
auftrat (Berger et al., 1984). Zusatzlich zu all diesen, der passiven klinischen Untersuchung zugangli-
chen Merkmalen der Verédnderung in der Reflexantwort wurden auch Experimente hinsichtlich der
Verénderung wahrend aktiver Bewegungen von Patienten mit zentral ausgeléster Spastizitadt gemacht.
So zeigten EMG-Untersuchungen an Patienten mit unilateraler spastischer Parese, die die Aktivitat
der Wadenmuskulatur wahrend des Gehens untersuchten, dass diese Aktivitat deutlich gemindert ist
in Bezug auf die Amplitude, sowohl das Maximum als auch das Integral Uber die Zeit gemessen. Des
Weiteren war die Aktivitdt weniger moduliert, korrespondierend zum Grad der Parese (Berger et al.,
1984; Dietz et al., 1991). Diese Ergebnisse lassen sich dahingehend interpretieren, dass sowohl Inhi-
bierung als auch Bahnung spinaler Reflexe der supraspinalen Kontrolle unterliegt, die bei Menschen

mit CP gestort ist.

Besonderheiten zeigen sich nun in den Bewegungsmustern bei Kindern mit CP, die stark der
Schreitreaktion Neugeborener dhneln (Dietz & Berger, 1995). Diese Schreitreaktionen kénnen auch in
anenzephalen Kindern beobachtet werden (Dietz, 1999), was wiederum mit Hinblick auf die Tatsache,
dass diese Reaktion bei gesunden Kindern im Zuge der supraspinalen Reifung im Laufe weniger Wo-
chen verschwinden, den Schluss nahe legt, dass die den Schreitreaktionen zugrunde liegenden Be-
wegungsmuster spinal generiert werden. Die hierflir verantwortlichen Neuronenkreise werden unter
dem Begriff des CPG (central pattern generator) subsumiert (Dietz, 2003). Bei gesunden Kindern
etabliert sich im Alter von ca. 4 Jahren ein reziproker Modus der Beinmuskel-Aktivierung bei der Lo-
komotion, einhergehend mit einer Reduktion der monophasischen Reflexpotentiale und gleichzeitiger
Starkung der polysynaptischen Reflexe, die phasischer und kraftvoller werden. In Kindern mit CP zeigt
sich dagegen eine Ko-Aktivierung von allen antagonistischen Beinmuskeln wéahrend der Standphase
einer Gehbewegung, assoziiert mit einer reduzierten und tonischen Aktivierung der Extensoren wéh-
rend der Standphase, vermutlich monosynaptischer Natur, da sie mit kurzer Latenz nach der Dehnung
der Wadenmuskulatur auftreten (Dietz & Berger, 1995). Kinder mit CP zeigen also ein unreifes Gang-
muster, das nicht auftritt, wenn eine Hirnschadigung nach dem 4. Lebensjahr geschieht. Dies bedeu-
tet, dass sowohl die Schwéache der Agonisten (Parese) als auch die auBerordentliche Aktivierung (Ko-
Aktivierung) von Antagonisten gemeinsam dazu beitragen, die Uber ein Gelenk wirkende Netto-Kraft
zu verringern und damit aktive Bewegungen zu verringern. Hierbei nicht vernachlassigt werden sollte
doch der Aspekt, dass es sich bei der Spastizitdt um eine evolutiondr unreifere, altere und periphere
Art der Kontrolle einer Extremitat handelt, die ihren Ursprung ja im Ausfall der im Menschen so emi-
nent ausgepragten zentralen Kontrolle hat. Im Gegensatz zur schlaffen peripheren Parese tragt die
Spastizitat also sogar dazu bei, ein Gelenk zu stabilisieren und kann somit in gewissen Umfang als fur

das Individuum hilfreich angesehen werden.

21



2.2.2 Chronische Umbauvorgange

In der Betreuung der Bewegungsstérung von Patienten mit UMNS sieht man sich mit einem Amalgam
an Problemen konfrontiert, das sich aus den komplexen Interaktionen von positiven und negativen
Symptomen der Spastizitat (siehe 2.2.1) sowie aus Anderungen des Muskels und weiterer Gewebe
zusammensetzt, die chronischer Fehlbelastung ausgesetzt sind: Spastizitat, beeintrachtigte Mecha-
nismen der Bewegungsgenerierung, erhndhte Muskelrigiditdt und Kontrakturen tragen alle zu einer
Imbalanz der Krafte bei, die ein Gelenk stabilisieren und bewegen (Mayer, 1997).
Aufgrund der zentralen Atiologie wurde bisher iiberwiegend am zentralen Nervensystem geforscht, um
Spastizitat zu verstehen; die Anderungen der Skelettmuskulatur wurden klassisch am Modell der
chronischen Uberstimulation erklart, das sich doch mittlerweile als nicht auf den spastischen Muskel
anwendbar gezeigt hat (Foran et al., 2005; Lieber et al., 2004). Die Literatur unterstreicht dahingegen
stark die These, dass die Umbauvorgénge in spastischer Muskulatur keinem der gangigen Modelle
entsprechen: chronische elektrische Simulation kann quergestreifte Muskulatur in einen langsameren
Phéanotyp verwandeln (inklusive erhdhter Kapillardichte, geringer Fasergrée, erhdhte Dichte an Typ I-
Fasern (so genannte ,slow-twitch“-Fasern), erhdhte Ausdauer und verringerter Starke) (Eisenberg &
Salmons, 1981; Pette et al., 1973; Salmons & Sreter, 1976; Salmons & Vrbova, 1969). Das entgegen-
gesetzte Modell der chronisch verringerten Anwendung wurde an Modellen der Gewichtslosigkeit, der
Tenotomie und der Immobilisation in gekirzter Position untersucht (Booth & Kelso, 1973; Buller &
Lewis, 1965; Roy et al., 1987) und zeigte eine Gré6Benzunahme der Muskelfasern sowie eine Ver-
schiebung hin zum schnelleren Phanotyp der Typ IllI-Fasern (,fast-twitch®). Studien an spastischen
Muskeln wurden zumeist mittels Biopsien durchgefihrt und zeigen ein sehr heterogenes Bild: Im Ge-
gensatz zum normalen Skelettmuskel mit dicht gepackten, symmetrisch angeordneten Fasern zeigen
sich Abnormalitaten wie erhdhter Variabilitat der FasergréBe, vermehrte Anzahl an abgerundeten Fa-
sern, ,MottenfraBfasern“ und vermehrte Extrazellularmatrix (Booth et al., 2001; Castle et al., 1979;
Dietz et al., 1986; Ito et al., 1996; Romanini et al., 1989; Rose et al., 1994). Einige Studien zeigen eine
erhdéhte Anzahl an Typ |-Fasern (Dietz et al., 1986; Ito et al., 1996; Marbini et al., 2002), einige jedoch
eine Zunahme an Typ lI-Fasern (Sjostrom et al., 1980), andere fanden keine Anderungen im Distribu-
tionsmuster (Booth et al., 2001; Castle et al., 1979; Romanini et al., 1989; Rose et al., 1994). Von
methodologischen Problemen der Probengewinnung und —verarbeitung einmal abgesehen, verdeutli-
chen diese Resultate, dass der spastische Muskel nicht einfach nur chronischer Uber- oder Minderbe-

lastung ausgesetzt ist.

Der erhdhte Widerstand gegen passive Dehnung, der spastische Muskulatur definiert, wurde in 2.2.1
als Folge der Reorganisation, die ein Kdrper nach zerebraler Schadigung durchlauft, erklart. Um auf-
zuklaren, zu welchen Anteilen dieser erhéhte Widerstand auf passive Eigenschaften des Muskels oder
aber auf neuronal vermittelte Erhdhung der Reflexantwort (also: Spastizitat) zurtckzufuhren ist, wur-
den Experimente an Patienten mit unilateraler Parese im Vergleich zu gesunden Probanden durchge-
fuhrt. Hier zeigte sich, dass der passive mechanische Widerstand bei weitem den gréBten Anteil des
Uber ein Gelenk gemessen Widerstands ausmachte, die erhdhte Reflexantwort trug nur wenig bei

(Sinkjaer & Magnussen, 1994). Es lasst sich schlussfolgern, dass das Verstandnis der rheologischen
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Eigenschaften des peripheren Bewegungsapparates und dabei in erster Linie deren Veranderung mit
der Zeit den Schllssel fir das Verstéandnis der motorischen Beeintrdchtigung von Menschen mit CP
darstellt. Diese Beobachtungen sind von eminenter Wichtigkeit, belegen sie doch das dem klinischen
Beobachter wohl bekannte Ph&dnomen, dass der von einer spastischen Extremitat generierte Wider-
stand gegen passive Bewegung im Laufe der Zeit mehr und mehr von seiner schnellen, neuronal ver-
ursachten Komponente verliert und vielmehr statisch reagiert, was auf dauerhafte Verdnderungen in
der Muskulatur sowie der umgebenden extrazelluldren Matrix schlieBen Iasst. Nur wenige gingen bis-
her der histopathologischen Untersuchung der verdnderten Muskulatur nach; die Studien mundeten
zudem in den oben erwdhnten Unstimmigkeiten hinsichtlich Fasertypverschiebungen und des Bemu-
hens unterschiedlicher Modelle zur Erkldrung der Pathophysiologie der Spastizitédt. Eine Gruppe je-
doch untersuchte spezifisch die Rolle, die das muskulare Bindegewebe bei CP spielt, indem sie mittels
Immunfluoreszenz den Kollagengehalt von Muskelbiopsien von Patienten mit CP untersuchte (Booth
et al., 2001). Hierbei konnte eine signifikante Korrelation zwischen MAS und Kollagen-Gehalt gezeigt
werden. Zudem zeigten biohistochemische Untersuchungen eine vermehrte Anreicherung von Kol-
lagen im Muskelendomysium von Patienten mit CP mit ebenfalls positiver Korrelation zum Schwere-
grad. Folgerichtig schlossen die Autoren, dass Kollagen in den Anstieg der Muskelsteifheit, die bei

Patienten mit CP zu beobachten ist, involviert zu sein scheint.

Diese Beobachtungen lenken das Augenmerk des an der Pathophysiologie der CP Interessierten vom
primaren Ort der Schadigung, dem ZNS, Uber den zwischenzeitlichen Fixpunkt der Forschung, den
Muskel, zum neuen Target: der extrazelluldren Matrix. lhr struktureller Hauptbestandteil ist das Kolla-

gens und dessen krankhafte Anh&ufung ist in anderen Organsystemen wohl bekannt: Fibrose.
2.2.3 Molekularbiologie der Fibrose und Atrophie

Der Extrazellularraum des menschlichen Kérpers wird von organisiertem Gewebe ausgefillt, das als
extrazellulare Matrix (ECM) bezeichnet wird. Die ECM besteht aus fibrésen Proteinen wie Kollagen,
Elastin und Fibrillin, Adh&sionsmolekiilen aus den Klassen der Immunglobuline, Integrine, Cadherine
und Selektine, Proteoglykanen wie Decorin und Fibromodulin und Matrixmetalloproteinasen (MMP)
(Raghow, 1994). Die ECM des Bewegungsapparates befindet sich in Sehnen sowie peri- und in-
tramuskular und fungiert als funktionelle Verbindung zwischen Muskel und Knochen. Wurde die ECM
traditionell eher als statisch und inert angesehen, setzt sich langsam die Einsicht durch, dass es sich
um Strukturen handelt, die sich sowohl funktionell als auch strukturell an vorherrschende, sich &n-
dernde Anforderungen adaptieren (Banes et al., 1999; D'Souza & Patel, 1999; Langberg et al., 1999;
Trotter, 1993).Verfeinerte in vivo-Techniken erlauben mittlerweile Einblick in die ECM des Skelettmus-
kels und das so entworfene Bild ist das eines lebenden und lebhaften Gewebes mit dynamischen Pro-
teinumsatz und groBer Anpassungsfahigkeit sowohl an systemische Veranderungen wie auch lokal an
Uber-, Unter- oder Fehlbelastungen. Dennoch ist die ECM des Muskels erstaunlich selten Gegenstand
aktueller Forschung und kann als terra inkognita des Bewegungsapparates bezeichnet werden (Kjaer,
2004).
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Die Aufgaben der ECM der Muskulatur, die zwischen 1-10% der Masse eines Muskels ausmacht
(Fluck et al., 1999; Jarvinen et al., 2002; Lawson & Purslow, 2001) sind vielfaltig: zum einen bietet es
mechanische Unterstutzung fir Nerven und GefaB3e, zum anderen sorgt es fir die passive Elastizitat
des Muskels. Der im vorliegenden Zusammenhang wichtigste Faktor ist jedoch die Mechanotransduk-
tion, also die Ubertragung der vom Muskel generierten Kréafte auf die am Knochen inserierenden und
ihn somit zur Bewegung zwingenden Sehne. Dies geschieht keineswegs nur longitudinal entlang des
Sehnenverlaufes, sondern auch durch laterale Transmission zwischen benachbarten Fasern und Fas-
zikeln innerhalb eines Muskels (Garfin et al., 1981; Knight et al., 1993; Maas et al., 2001), stets in

Adaption an die herrschenden Anforderungen, sowohl kurz- als auch mittel- und langfristig.

Die Rolle der fibrésen Proteine der ECM ist in erster Linie die der Kraftiibertragung sowie des Aufbaus
eines Netzwerks, das die eingebetteten Muskelzellen stitzt. Adh&sionsmolekule und hier in erster
Linie die Integrine verbinden die ECM mit dem Cytoskelett und transduzieren somit externe Kréfte ins
Innere der Zelle. Sie sind typischerweise Transmembranrezeptoren mit drei Doménen: einer intrazellu-
laren, die mit dem Cytoskelett interagiert, einer transmembrandsen und einer extrazellularen, die mit
Adhésionmolekulen gleichen oder anderen Typs verbunden ist (homo- bzw. heterophile Bindung).
Man vermutet, dass Integrine als Sensoren der Zugbelastungen der Zelloberflache fungieren, sie wer-
den zusammen mit dem Cytoskelett auch als mechanosensible Organelle bezeichnet. Zusammen mit
Proteoglykanen sind sie in der Lage, Wachstumsfaktoren zu binden und ihren spezifischen Rezepto-
ren zu prasentieren. Die Matrixmetalloproteasen schlieBlich bauen die gegen unspezifische Proteasen
resistenten Kollagenstrukturen ab im Sinne einer dynamischen Homdostase, vergleichbar den Osteo-

klasten des Knochens.

Die Kollagene stellen den Hauptbestandteil der fibrésen Proteine der ECM des Muskels dar, Elastin
und Fibrillin spielen dagegen z. B. in retikuldren Strukturen lymphatischer Organe oder der Lunge eine
Rolle. Kollagen macht zwischen 25-35% der Gesamtproteinmenge des Koérpers aus; es sind mindes-
tens 20 verschiedene Kollagene bekannt (Myllyharju & Kivirikko, 2001), wobei Kollagen | bei weitem
Uberwiegt (in Knochen, Haut, Muskel, Ligamenten und Sehnen). Im intramuskulédren Bindegewebe
sind im Wesentlichen die Kollagene |, Ill und IV (und zu einem geringen Anteil auch V) vorhanden,
wobei Kollagen IV als netzwerkbildendes Kollagen auf die Basalmembran in unmittelbarer Ndhe zum
Sarkolemm und Zellmembran beschréankt ist, wahrend Kollagen | und 1l als fibrillare Kollagene die
retikuldren Schichten des Epi-, Peri- und Endomyiums dominieren. Kollagen Il dagegen findet sich in
hyalinem Knorpel, dem Nucleus pulposus der Zwischenwirbelscheiben und im Glaskdrper des Auges.
Die vorherrschende Rolle des Kollagen | wird unterstrichen durch Studien, die zeigen, dass Kollagen |

im Muskel bis zu 97% des Kollagengehaltes ausmacht (Bailey et al., 1979; Han et al., 1999a).

Kollagen | besteht aus zwei alpha-1 Ketten und einer alpha-2 Kette, die von zwei verschiedenen Ge-
nen (COL1A1 bzw. COL1A2) kodiert werden, die auf den Chromosomen 17g21.31-22.05 (COL1A1)
und 7g21.3—22.1 (COL1A2) liegen (Chu et al., 1984). Die Ketten werden demzufolge in einer 2:1 Ratio
produziert. Regulatorische Regionen innerhalb der Promotoren beider Gene enthalten stimulierende

sowie supprimierende Elemente. Diverse Transkriptionsfaktoren interagieren mit diesen Elementen
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und kontrollieren sowohl die basale als auch die Zell-Typ spezifische, Cytokin-modulierte Genexpres-
sion (Goldberg et al., 1992; Ihn et al., 1996; Simkevich et al., 1992). So wurden Cytokin-responsive
Elemente fir 16sliche Faktoren wie TGF-f oder TNF-a identifiziert; eine ganze Reihe I6slicher Wachs-
tumsfaktoren kann Fibroblasten zu erhdhter Kollagensynthese stimulieren (IL-1, IL-6, IL-8, IGF-1,
FGF, NO, Prostaglandine, VEGF und PDGF) (Albrecht & Tidball, 1997; Almekinders & Temple, 1998;
Bidder et al., 2000; Hannon et al., 1996; Rossert et al., 2000). Kollagen wird von Muskel-stdmmigen
Myofibroblasten in membrangebundenen Ribosomen des endoplasmatischen Retikulums (ER) produ-
ziert. Die Synthese der Kollagenfibrillen geschieht in mehreren Schritten: zunéchst wird der entspre-
chende Abschnitt der nukledren DNA in m-RNA transkribiert, die anschlieBend durch Spleien von
ihren Intronen, also den nicht-kodierenden Sequenzen befreit und aus dem Zellkern ins Zytosol ge-
schleust wird. Das bei der folgenden Translation entstandene Praeprokollagen wird ins Lumen des ER
hinein synthetisiert und dort dann weiter prozessiert: Signalpeptide werden abgetrennt, dazu werden
bestimmte Aminoséauren (Lysin und Prolin) in Vitamin-C abhangigen Reaktionen hydroxyliert, sowie
Hydroxylysinreste glykolysiert. Die Polypeptide falten sich als linksgerichtete alpha-Ketten und die
Bildung der quartaren Struktur des Kollagens, der Trippel-Helix, wird aus jeweils zwei COL1A1 sowie
einer COL1A2-Kette initiiert, die entstandene Struktur wird als Prokollagen bezeichnet. Diese Schritte
sind unter anderem abhangig von der Prolyl-4-Hydroxylase (P-4-H), deren Aktivitdt mit der Rate der
Kollagenbiosynthese steigt und féllt (Almekinders & Temple, 1998; Han et al., 1999b). AnschlieBend
wird es in Vesikel des Golgi-Apparates verpackt und durch Exozytose in die ECM sezerniert, danach
extrazelluldr durch Abspaltung von N- und C-terminalen Propeptiden in Kollagen Uberfihrt und dieses
schlieBlich in stabile Fibrillen querverlinkt (Bornstein & Sage, 1989; Fraser et al., 1979; Hulmes, 2002;
Okuyama et al., 1981; Traub et al., 1969). Dem Proteoglykan Decorin scheint eine besondere Funkti-
on in der Biosynthese des Kollagens zuzukommen: Versuche mit knock-out M&usen konnten zeigen,
dass Decorin in die Formation der Kollagenfibrillen involviert ist und deren Durchmesser zumindest
teilweise zu kontrollieren in der Lage ist, sie zudem umgibt und somit laterale Fusion verhindert (Canty
& Kadler, 2002; Danielsen et al., 1998).

Die Degradation von Kollagen erfolgt extrazellular durch die zur Gruppe der Kollagenasen gehdérigen
Matrixmetalloproteasen (MMP oder auch Matrixine), die ebenfalls von Fibroblasten produziert und
sezerniert werden. Die Rolle der Matrixine in raschen Auf- und Abbauprozessen wéhrend Entziindung
oder Verletzung ist beschrieben, wéhrend es Uber ihre Rolle in Adaptation an erhéhte mechanische
Belastung noch wenige Daten gibt (Cleutjens et al., 1995). Die Kollagenasen MMP-1 und -8 sind fur
den Abbau der Kollagene | und lll zustandig, wadhrend MMP-2 und -9 nicht-fibrillare Strukturen wie
Kollagen |V degradieren. Die Rolle der Matrixine im Kontext pathologischer Muskelstimulation etwas
erleuchten kénnen Versuche, die zeigen, dass Immobilisation zu erhdhter Expression der MMP auf
sowohl pré- wie auch posttranslationeller Ebene flhren, somit erhdhten Kollagenumsatz signalisie-
rend, wahrend diese Prozesse zumindest teilweise durch Stretching reversibel sind. Die Regulation
der MMP ist noch nicht gut erforscht, jedoch scheinen die mechanosensiblen Integrine eine wichtige

Rolle zu spielen (Nagase & Woessner, 1999).
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Figur 2 |
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Figur 2: Kollagensynthese. Adaptiert von: Kjaer M, Physiol Rev, 2004 84:649

Wahrend verminderte oder gestdrte Kollagenbildung zu Krankheitsbildern wie denen der Osteogene-
sis imperfecta, des Ehler-Danlos-Syndroms, des Skorbuts und vielen anderen fihren, ist exzessive
Produktion von Kollagen | ein zentrales Merkmal von fibrotischen Erkrankungen von Lunge, Leber,
Niere, Haut, Herz und Multisystemerkrankungen wie Sklerodermie und Hypertension (Trojanowska et
al., 1998; Varga & Jimenez, 1995). Diverse Studien konnten zeigen, dass die erhdhte Ablagerung von
Kollagen | in fibrotischen Erkrankungen auf erhéhte Transkription der korrespondierenden Gene zu-
rickzufihren ist (Verrecchia & Mauviel, 2004). Ein Wirkmechanismus scheint die durch mechanischen
Stress verursachte Synthese und/oder Sezernierung von Wachstumsfaktoren zu sein, die auto- oder
parakrine die Genexpression der ECM regulieren. Dieser Mechanismus scheint flr Langzeit-
Adaptationen der ECM an verénderte mechanische Beanspruchungen verantwortlich zu sein (Chiquet
et al., 2003). TGF-p ist ein zentraler Regulator des Aufbaus und der Umgestaltung der ECM. Zum
einen stimuliert er den Aufbau der ECM, zum anderen reduziert er deren Abbau: die Synthese von
extrazellularen Proteinasen wird gehemmt, wahrend die Produktion ihrer Inhibitoren sowie struktureller
ECM-Bestandteile gesteigert wird. Die Wirkweise von TGF-$ auf involvierte Gene liegt auf Transkripti-
ons-Ebene (Verrecchia & Mauviel, 2002), doch kann es auch die Stabilitat der korrespondierenden m-
RNA erhéhen (Penttinen et al., 1988). TGF-f bindet an den TGF-p-Rezeptor Il, der daraufhin den
TGF-B-Rezeptor | durch Phophorylierung aktiviert. Die beiden Rezeptoren formen einen Tetramer, der
anschlieBend Signalproteine (Smad 2 und 3) aktiviert, die als Heterodimere zusammen mit Smad 4 in
den Zellkern wandern und dort die Zielgene entweder durch direkte Interaktion aktivieren oder modu-
lieren oder aber mit dem Transkriptions-Komplex interagieren (Hu et al., 1998; Roberts, 1999; Zhang
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& Derynck, 1999). Uber die Proteine der Smad-Gruppe scheint auch die Verbindung zwischen TGF-p
und verénderter Expression von Kollagen erklart: die Proteine c-Jun und c-Fos bilden gemeinsam den
Transkriptionsfaktor AP-1, der von Smad-Proteinen aktiviert wird und fiir den ein responsives Element

im Promotor von Kollagen 1 existiert mit spezifischen Bindungsmotiven fir AP-1:
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Figur 3: TGF-B signalling. Adaptiert von: Attisano L, Science, 2002, 5573:1646

Erhéhte mechanische Beanspruchung der Muskulatur fihrt sowohl beim Menschen wie auch im Tier-
versuch zu einer Netto-Mehrproduktion von Prokollagen und vermehrter Prozessierung zu unléslichem
Kollagen, aber auch zur Anhaufung von anderen Bestandteilen der ECM (Kjaer, 2004). Die Literatur ist
doch &uBerst lickenhaft, was die pathologische Stimulation, die Spastizitat mit sich bringt, und deren
Auswirkung auf die ECM betrifft. Fibrose zeigte sich in diversen Versuchen und unterschiedlichen
Organsystemen als von TGF-p abhangig (Butt & Bishop, 1997; Parsons et al., 1999). Es gibt starke
Evidenz fur die lokale Freisetzung von TGF-$ aus Fibroblasten in unterschiedlichen Geweben (Kno-
chen, Muskel, Sehne, vermutlich auch Herzmuskel und GefaB3e), die mechanisch vermehrt bean-
sprucht werden (Kjaer, 2004). Zudem ist mechanischer Stress nicht nur in der Lage, die Sezernierung
von TGF-f zu stimulieren, sondern auch die Transkription auf Genebene zu erhéhen. Die Funktion von
TGF-p scheint dabei mit der eines zweischneidigen Schwertes vergleichbar: kurzfristige Erhéhung in
z. B. erhdéhter mechanischer Beanspruchung ist physiologisch, wahrend langfristige Erhdhung zur
Fibrosierung des Gewebes fiihrt (Leask et al., 2002). Die Bedeutung von TGF-p wird auch unterstri-
chen durch Experimente mit TGF-f3-Antiserum, das TGF-f neutralisiert und in der Lage war, in fibroti-

schen Erkrankungen von Niere, Lunge, Haut, Gehirn, Gelenken sowie Arterien die exzessive extrazel-
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lulare Deposition von Kollagen zu verhindern. Die erhdéhte Expression von TGF-f3 und Kollagen | konn-
te hierbei korrespondierend auf m-RNA wie auf Protein-Ebene gezeigt werden (Agocha et al., 1997;
Anders et al, 2002; Chung et al, 2001; Klein et al, 1996; Sheehan & Allen, 1999).

Die bei Patienten mit CP beobachtete Atrophie der betroffenen Muskulatur (Ohata et al., 2008) ist
bisher noch nicht molekularbiologisch untersucht worden, jedoch zuletzt mittels MRT-Untersuchungen
bestétigt worden (Oberhofer et al., 2010). Myostatin (auch genannt growth differentiation factor 8,
GDF8) wird von Skelettmuskelzellen sezerniert und inhibiert auto- und parakrin deren Wachstum
(Carnac et al., 2006; Gonzalez-Cadavid & Bhasin, 2004). In Modellen von Atrophie der Skelettmusku-
latur (Glukocorticoid-induziert bzw. durch porto-cavale Anastomosen) konnte Myostatin als ein emp-
findlicher Parameter des Verlustes an Skelettmuskel identifiziert werden, sowohl auf m-RNA-Ebene
wie auch auf Protein-Niveau. Myostatin interagiert dhnlich TGF-f# Uber Oberflachenrezeptoren mit
nachgeschalteten Signalkaskaden, die die Proteine der Smad-Gruppe involvieren (Dasarathy et al.,
2004; Ma et al., 2003).

2.3 Fragestellungen der vorliegenden Arbeit

Die Gruppe der Cerebralparesen ist schon lange beschrieben. Bereits in den siebziger Jahren des 20.
Jahrhunderts begann man, den Muskel - fernab des Gehirns als dem Ort der primaren Schéadigung -
als Organ einer pathologischen Veranderung bei Cerebralparesen zu verstehen und zu untersuchen.
Histopathologische Untersuchungen, zumeist durchgefiihrt an der spastischen Muskulatur erwachse-
ner Schlaganfallpatienten, konnten eine Vielzahl an Verédnderungen zeigen, jedoch keine spezifischen.
Weder das Modell der Uber- noch das der Unterbeanspruchung schien zufrieden stellend mit dem
histopathologischen Befund Ubereinzustimmen. Eine einzige Arbeit wurde gefunden, die immunhisto-
chemisch die Muskulatur von Kindern mit CP untersuchte (Booth et al., 2001): diese konnte eine pa-
thologische Anhaufung von Kollagen nachweisen, jedoch lieBen sich methodologisch weder die An-
h&ufung auf molekularem Niveau bestatigen noch Ursachenforschung im Sinne gestdrter Regulation
der Expression von Kollagen betreiben. Keine einzige Arbeit wurde gefunden, die sich mit der Anh&u-

fung von Kollagen im Muskel bei CP auf molekularer Ebene beschéftigt.
Hypothesen der vorliegenden Arbeit waren:

1.) Die Akkumulation von Kollagen in der Muskulatur von Patienten mit CP geht einher mit einer Uber-

expression der Kollagene auf mRNA-Ebene.

2.) Regulatoren der Kollagenbiosynthese und -prozessierung sind ebenfalls in ihrer Expression verén-
dert.

3.) Die Expression der Kollagenbiosynthese und —prozessierung sowie deren Regulatoren ist alters-

abhéngig verschieden.

4.) Die Expression der Kollagenbiosynthese und —prozessierung sowie deren Regulatoren unterschei-

det sich je nach AusmaB der kérperlichen Beeintréachtigung (evaluiert anhand des GMFCS).
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5.) Die Behandlung des Muskels mit Botulinumtoxin hat Einfluss auf die Kollagenexpression.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Ludwig-Maximiliams-Universitdt Minchen (gemaf
der Deklaration von Helsinki (Rickham, 1964) uber die ethischen Grundséatze fir die medizinische
Forschung am Menschen, zuletzt revidierte Version der World Medical Association in Seoul 2008)
genehmigt. Die Patienten der vorliegenden Studie unterzogen sich zwischen 2004 und 2011 einer
geplanten orthopadischen Operation (Sehnenverlangerung, -verlagerung und/oder Umstellungsosteo-
tomie) als Teil der Behandlung sekundérer Folgen ihrer Grunderkrankung. Samtliche Patienten hatten
das klinische Bild einer Cerebralparese. Die Operationen wurden am Zentrum fir Kinder- und Neu-
roorthopédie der orthopédischen Klinik Minchen-Harlaching durchgefuhrt, mit dessen Leiter, Dr. med.
Peter Bernius, wahrend der Zeit der Probenentnahmen eine Kooperation bestand. Die Eltern und,
soweit mdglich, die Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis (siehe Studienblatt 1). Ab dem
Zeitpunkt der Probenentnahme wurden die einzelnen Proben kodiert und anonymisiert weiterverarbei-

tet, siehe Tabelle 3.

Studienblatt 1:
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Varga KUMDC

Klinikum der Universitat Minchen

Kinderklinik und Poliklinik im Dr. von Haunerschen
Kinderspital
Direktor: Prof. Dr. med. Dietrich Reinhardt

Zentrum Plidiatrische Neurologic und Entwicklungsacurologic
Leiter: Prof. Dr. med. Florian Heinen

W o Usnversit Minhen © Konderi o sood Peiitod o Dy voe Homesober, Codersptnd
Lirdwarzwralic &+ DM033T Mizcham

" Ansprechpartner: Ingo Borggrife, Assistenzarzt
Name:
Zentrum Pidiatrische Neurologic und

Entwicklungsneurologic
Geburtsdatum: Telefon: 089/5160-7851 Telefax: 089/3160-7745
E-Mail: Ingo.Borggracfe@helios.med.uni-muenchen.de

Aufklarungsbogen und Einverstindniserklirung fir Eltern und Patienten zur Studie mit dem
Titel ,Mechanismen chronischer Umbauvorginge im Muskel bei Kindern mit spastischer
Zerebralparese*

Studie

Die vorliegende Studie mit dem o.g. Titel soll dem besseren Verstindnis der Entstehung von
Spéatkomplikationen bei Kindern mit Zerebralparese dienen. Diese sogenannten Spitkomplikationen
umfassen im Wesentlichen krankhafte Umbauprozesse im Muskel, die erstens zum Muskelabbau und
zweitens zur ausgeprigten Verhdrtung und Verkiirzung der Muskulatur fihren. Verhdrtung und
Verkiirzung fiithren im Verlauf schlieilich zu krankhaften kndchemen Gelenkveranderungen und
Wirbelsdulenschiefstinden. Letztere begiinstigen stiandige und bisweilen lebensgefahrliche Infekte der
unteren Atemwege. Der Muskelabbau fiihrt insbesondere bei Kindern mit schwerer Spastizitit zu einer
allgemeinen Schwiche mit Leistungsabbau.

Ihr Kind unterzieht sich einer geplanten Operation zur Verbesserung von Gelenkfehlstellungen. Dabei
soll etwas Muskelgewebe (ca. linsengrof) gewonnen werden. Die Gewebeentnahme erfolgt wihrend
der geplanten Operation. Da dabei allein durch die Operationstechnik etwas Muskelgewebe anfillt,
muss kein Extragewebe entnommen werden. Das Operationsrisiko wird damit nicht beeinflusst.

Wir werden aus den Gewebstiicken Kopien des Erbmaterials (DNA) isolieren und dadurch indirekt
den Gehalt bestimmter Stoffe im Muskel messen. Das eigentliche Erbmaterial (DNA) bleibt unbertihrt,
d.h. es werden keine direkten Untersuchungen oder Verdnderungen am Erbmaterial (DNA)
durchgefiihrt werden. Dariiber hinaus werden wir Funktionen und Gehalt verschiedener Eiweilistoffe
biochemisch und mit dem Mikroskop untersuchen. Ferner sollen Bindegewebszellen des Muskels
sowie Muskelzellen isoliert werden und hinsichtlich ihrer Rolle bei der Entstehung der krankhaften
Muskelverinderungen untersucht werden.

Im optimalen Fall werden wir Verdnderungen finden, die uns die krankhaften Umbauprozesse erkldren
konnten. Mit diesem Verstindnis wire ein erster Schritt gebahnt, langfristig neue medikamentdse
Therapien zu entwickeln, die diese Umbauprozesse beeinflussen kdnnten.

Datenschutz und Anonymisierung

Die Muskelgewebeproben werden in auswirtigen Kliniken gesammelt und in einem Forschungslabor
im Dr. von Haunerschen Kinderspital verarbeitet. Die Proben werden fortlaufend nummeriert und
lediglich mit folgenden Informationen dorthin versandt: Alter in Jahren, Geschlecht und Schweregrad
der Spastizitit. Es werden dort also keine persénlichen Daten des Patienten (Name, Geburtsdatum)
bekannt. Dadurch ist eine Zuordnung von Probe zu den personlichen Patientendaten nicht mehr

mdglich (unwiderrufliche Anonymisierung). —

MACTIEAR MO LAk e D PEmCBOn AVNG Sade AN age ¢ 8¢ - (2 - 37a8
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Alle an der Studie beteiligten Personen sowie autorisierte Priifer von in- und auslindischen
Gesundheitsbehdrden haben im Rahmen der gesetzlichen Vorschriften Zugang zu den vertraulichen
Daten, in denen der Patient namentlich genannt wird. Diese Personen unterliegen der Schweigepflicht
und sind zur Beachtung des Datenschutzes verpflichtet.

Die Weitergabe der Daten im In- und Ausland erfolgt ausschlieBlich zu wissenschaftlichen Zwecken.
Der Patient wird dabei ausnahmslos namentlich nicht genannt. Letzteres gilt auch fir
Verdffentlichung der Studienergebnisse.

Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Die sorgeberechtigten Eltern und/ oder Kinder haben
jederzeit das Recht, ohne Angaben von Griinden die Einwilligung zuriickzuzichen.

Einverstindniserklirung
Hiermit erkldren wir uns damit einverstanden, dass im Rahmen der geplanten Operation Gewebe wie
oben beschrieben entnommen wird.

Name des Elternteils Ort, Datum Unterschrift
Name des Patienten Ort, Datum Unterschrift
Name der aufklérenden Arztes Ort, Datum Unterschrift

MACTIAN MO LUaeri e kD YEMCEOnAYNg Seade AT age 4. 20 - (2 - 3798
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Die Patienten wurden klinisch untersucht und dem Studienblatt entsprechend (siehe Studienblatt 2)
eingestuft. Dabei wurden Alter, Geschlecht, Niveau der motorischen Beeintradchtigung anhand des
GMFCS sowie Diagnose und deren Atiologie festgehalten. Des Weiteren wurden fiir die einzelnen
Proben der Entnahmeort aus dem Muskel, der Schweregrad der Spastizitat des jeweiligen Muskels
anhand der MAS sowie der Bewegungsumfang der vom Muskel bewegten Gelenke aufgenommen.
Muskeln, die innerhalb des letzten Jahres vor der Operation mindestens dreimal mit Botulinumtoxin A
behandelt wurden, wurden als ,BTX-positiv* vermerkt. Nicht mit Botulinumtoxin behandelte Muskeln
wurden dementsprechend als ,BTX-negativ® geflhrt. Muskeln, die bereits mit Botulinumtoxin behan-
delt waren, jedoch nicht hinreichend oft, vor langerer Zeit oder mit Botulinumtoxin B, wurden nicht in
die Studie inkludiert. Ebenfalls exkludiert wurden Patienten, bei denen zwar nicht der unmittelbare
Zielmuskel, aber ein benachbarter Muskel mit Botulinumtoxin behandelt worden war. Diese MaBnah-
me wurde ergriffen, da zu wenig Uber das Diffusionsverhalten von Botulinumtoxin Gber Faszien der

menschlichen Muskulatur bekannt ist (Gracies, 2004).

Studienblatt 2:
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Sample #:

Ingo Borggraefe, M.D.

Dr. von Haunersches Kinderspital

University of Munich

Lindwurmstr. 4

D-80337 Munich
Date:

Differential gene expression in muscle of patients with cerebral palsy
Patient data
Age: years Sex: I male female
Level of gross motor function (see enclosed description): GMFCS level 011 on om amw ov
Priniciple Diagnosis: Spastic Tetraplegia

Spastic Diplegia

Spastic Hemiplegia
Etiology:
Specimen specification N Origin
Muscle:
Muscle treated with Botulinum Toxin {BoNT/A)? I yes ] no
Location of biopsy (please note in the figure):

‘_

Date of collection:
Level of spasticity (mod. Ashworth Scale): 0 | 10 +1 0 20 3 4
Joint: ROM (active): ROM (passive):

Please feel free to comtact us any time by telephone xx49-89-5160-7851 or by email (Ingoe.Borggracfe@med.uni-
muenchen.de) if you have any question.
F. Heinen, M.D., 1. Borggrafe, M.D. J.Bohmer, cand. med.
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—
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Tabelle 3: Probenliste

ID # Muskel Alter |Sex |Diagnose |Atiologie GMFCS |MAS | BoNT
ha-s1 M. biceps femoris 10 |m BS-CP FG 28.SSW i 3 ja
ha-s2 M. gastrocnemius li 9 m BS-CP FG i 3 ja
ha-s3 M. gracilis li 16 |m BS-CP posttraumatisch v 3 nein
ha-s4 M. gracilis li 16 |m BS-CP posttraumatisch v 3 nein
ha-s5 M. vastus med. 13 |m BS-CP posttraumatisch i 3 nein
ha-s6 M. vastus lat. 10 |m BS-CP FG i 3 nein
ha-s7 M. semimembranosus |13 |m BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s8 M. semitendinosus 13 |m BS-CP FG 31. SSW i 3 nein
ha-s9 M. biceps femoris re 9 w BS-CP FG 29.SSW v 3 ja
ha-s10 |M. semimembranosus |9 w BS-CP FG 29.SSW v 3 ja
re
ha-s11 | M. biceps femoris li 9 w BS-CP FG 29.SSW v 3 ja
ha-s12 | M. biceps femoris li 9 w BS-CP FG 29.SSW v 3 ja
ha-s13 | M. gastrocenemius li 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s14 | M. gracilis re 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s15 | M. semitendinosus re 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s16 |M. semimembranosus |6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
re

ha-s17 | M. gracilis li 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s18 | M. semimembranosus li |6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s19 | M. gastrocnemius re 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
ha-s20 | M. semitendinosus li 6 w BS-CP FG 31.SSW i 3 nein
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ha-s21 | M. biceps femoris li 6 BS-CP FG 31.SSW i nein
ha-s22 | M. vastus lat. re 6 BS-CP FG 31.SSW i nein
ha-s23 | M. vastus lat. li 6 BS-CP FG 31.SSW i nein
ha-s24 | M. rectus fem. re 6 BS-CP FG 31.SSW i nein
ha-s25 | M. rectus fem. li 6 BS-CP FG 31.SSW i nein
ha-s26 | M. gastrocnemius li 6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s27 | M. semitendinosus re 6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s28 | M. gracilis li 6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s29 | M. semimembranosus li |6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s30 |M. semimembranosus |6 BS-CP posttraumatisch v nein
re
ha-s31 | M. rectus fem. re 6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s32 | M. rectus fem. li 6 BS-CP posttraumatisch v nein
ha-s35 | M. gastrocnemius li 12 BS-CP FG i nein
ha-s36 |M. semimembranosus|12 BS-CP FG i nein
re
ha-s37 | M. gastrocnemius re 12 BS-CP FG i nein
ha-s38 | M. gastrocnemius re 4 BS-CP posttraumatisch i ja
ha-s39 |M. semimembranosus |4 BS-CP posttraumatisch i ja
re
ha-s40 | M. gastrocnemius re 7 BS-CP FG 32. SSW i nein
ha-s41 | M. semimembranosus i |7 BS-CP FG 32. SSW i nein
ha-s42 |M. semimembranosus |7 BS-CP FG 29.SSW i ja
re
ha-s43 | M. semimembranosus i |7 BS-CP FG 29.SSW i ja
ha-s44 | M. gastrocnemius li 7 BS-CP FG 29.SSW i ja
ha-s45 | M. gastrocnemius li 17 BS-CP FG 1 nein
ha-s46 | M. biceps fem. li 9 BS-CP FG 31. SSW 1 nein
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ha-s47 | M. semitendinosus li 9 BS-CP FG 31. SSW I nein
ha-s48 | M. gastrocnemius li 9 BS-CP FG 31. SSW 1 nein
ha-s49 | M. semimembranosus li |9 BS-CP FG 31. SSW I nein
ha-S50 |M.gastrocnemius li 12 BS-CP FG 32. SSW I ja
ha-S51 | M. semimembranosus li |12 BS-CP FG 32. SSW I nein
ha-S52 | M. semitendinosus li 15 BS-CP FG 31.SSW \Y nein
ha-S53 | M. semimembranosus li |15 BS-CP FG 31. SSW \Y nein
ha-S54 | M. biceps femoris li 12 BS-CP FG 26. SSW \'% nein
ha-S55 | M. semimembranosus li |12 BS-CP FG 26. SSW \Y nein
ha-S56 |M. semimembranosus|12 BS-CP FG 26. SSW \Y nein
re
ha-S57 | M. biceps femoris re 12 BS-CP FG 26. SSW \Y nein
ha-S58 |M. semimembranosus |4 BS-CP FG.23SSW \Y nein
re
ha-S59 | M. gracilis re 4 BS-CP FG.23SSW \Y nein
ha-S60 | M. biceps fem. re 4 BS-CP FG.23SSW \Y nein
ha-S61 | M. biceps fem. li 15 BS-CP FG v ja
ha-S62 | M. psoas li 2 BS-CP FG -1l nein
ha-S63 | M. gracilis re 7 BS-CP FG 1] ja
ha-S64 | M. biceps fem.re 7 BS-CP FG 33.SSW 1] ja
ha-S65 | M. semimembranosus |7 BS-CP FG 33.SSW i ja
ha-S66 |M. semimembranosus |7 BS-CP FG 1 ja
re
ha-S67 |M. gastrocn. re 7 BS-CP FG I ja
ha-S68 |M. semimembranosus.|10 BS-CP FG I nein
Li
ha-S69 |M. semimembranosus|10 BS-CP FG I nein

re
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ha-S70 |M. gastrocnemius. li 10 BS-CP FG 1 nein

ha-S71 | M. gastrocn. re 10 BS-CP FG I nein

ha-S72 |M. semimembranosus |5 BS-CP FG 26. SSW v ja
re

ha-S73 | M. gastrocemius re 5 BS-CP FG 26. SSW v ja

ha-S74 |M. semimembranosus |6 BS-CP FG i ja
re

ha-S75 |M gastrocnemius re 6 BS-CP FG i ja

ha-S76 | M. semimembr. proxre |5 BS-CP Asphyxie \Y nein

ha-S77 | M. semimembr. distre |5 BS-CP Asphyxie \Y nein

ha-S78 | M. gastrocn. re 10 BS-CP postpartaler HKS |1V nein

ha-S79 | M. semimebr. re 7 BS-CP FG 27. SSW v ja

ha-S80 |M. gastrocn. re 7 BS-CP FG 27. SSW v ja

ha-S81 | M. semimembr. li 5 BS-CP FG 27. SSW v nein

ha-S82 | M. semimembr. re 5 BS-CP FG 27. SSW v nein

ha-S83 | M biceps femoris re 9 BS-CP FG 30. SSW \Y ja

ha-S84 | M. biceps fem. re 13 BS-CP intrauteriner  02- |1V ja

Mangel

ha-S85 |M. semimembranosus|13 BS-CP intrauteriner  O02- |1V ja
re Mangel

ha-S86 |M. soleus re 13 BS-CP intrauteriner  O2- |1V ja

Mangel

ha-S87 |M. semimembranosus |5 BS-CP FG 30. SSW I nein
re

ha-S88 | M. biceps fem re 5 BS-CP FG 30. SSW 1 nein

ha-S89 | M. semimembranosus li |5 BS-CP FG 30. SSW I nein

ha-S90 | M. biceps fem li 5 BS-CP FG 30. SSW 1 nein

ha-S91 | M gastrocnemius re 5 BS-CP FG 30. SSW 1 nein

38




ha-S92 | M. gastrocnemius li 5 BS-CP FG 30. SSW 1 nein
ha-s94 |M. semimembranosus |6 BS-CP FG 27. SSW I ja
re
ha-s95 | M. gastrocnemius li 6 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s96 | M. semimembranosus i |7 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s97 | M. biceps femoris li 7 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s98 | M. biceps femoris re 7 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s99 |M. semimembranosus |7 BS-CP FG 27. SSW I ja
re
ha-s100 | M. gastrocnemius re 7 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s101 | M. gastrocnemius li 7 BS-CP FG 27. SSW I ja
ha-s102 | M. semimembranosus li |9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s103 | M. semitendinosus li 9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s104 | M. biceps femoris li 9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s105 |M. semimembranosus |9 BS-CP FG 34. SSW v nein
re
ha-s106 | M. semitendinosus re 9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s107 | M. gastrocnemius li 9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s108 | M. gastrocnemius re 9 BS-CP FG 34. SSW v nein
ha-s109 |M. semimembranosus |10 BS-CP Asphyxie v nein
re
ha-s110 | M. semitendinosus re 10 BS-CP Asphyxie v nein
ha-s111 | M. bicps fem. li 10 BS-CP Asphyxie v nein
ha-s112 | M. biceps fem. re 10 BS-CP Asphyxie v nein
ha-s113 | M. Semitendinosus li 16 BS-CP FG 26. SSW i nein
ha-s114 | M. semitendinosus re 16 BS-CP FG 26. SSW i nein
ha-s115 | M. semimembranosus li |16 BS-CP FG 26. SSW i nein
ha-s116 |M. semimembranosus |16 BS-CP FG 26. SSW i nein
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re

ha-s117 | M. biceps fem. re 16 m BS-CP FG 26. SSW i 4 nein

ha-s118 | M. biceps fem. li 16 m BS-CP FG 26. SSW i 4 nein

ha-s119 | M. gastrocnemius li 4 w BS-CP FG 34. SSW v 3 ja

ha-s120 | M. gastrocnemius re 4 w BS-CP FG 34. SSW v 3 ja

ha-s121 | M. semitendinosus li 9 m BS-CP connatale CMV-| IV 4 ja
Infektion

ha-s122 | M. semimembranosus li |9 m BS-CP connatale CMV-| IV 4 ja
Infektion

ha-s123 | M. semintendinosus re |9 m BS-CP connatale CMV-| IV 4 ja
Infektion

ha-s124 |M. semimembranosus|9 m BS-CP connatale CMV-| IV 4 ja

re Infektion

ha-s125 | M. gastrocnemius re 9 m BS-CP connatale  CMV-|IV 3 ja
Infektion

ha-s126 | M. gastrocnemius li 9 m BS-CP connatale  CMV-|IV 3 ja
Infektion

3.2 Methoden

3.2.1 Muskelbiopsie

Wahrend der Operation wurden vom Operateur offene Biopsien an den vorgegebenen Muskeln vor-
genommen. Das linsengroBe Stlck Muskulatur wurde aus dem Muskelbauch steril entnommen, in ein

steriles Eppendorf-GefaB tberfuhrt und sofort in flissigem Stickstoff schockgefroren.

3.2.2 Gewinnung der m-RNA

Zur Bearbeitung der Biopsien wurde das RNeasy® Fibrous Tissue Kit (Catalog no. 74704) der Firma
Quiagen, Hilden verwendet. Die Schritte zur Gewinnung der RNA wurden an einem reinen RNA-
Arbeitsplatz und in mit DEPC (Diethyl-Pyrocarbonat) behandelten GefaBen (Gauthier & Ven Murthy,
1987) durchgefuhrt. Maximal 4 Biopsien wurden gleichzeitig verarbeitet. Die Proben wurden in 300yl
mit 1% B-Mercaptoethanol (B-ME) versetztem Lyse-Puffer mit Guanidin-Isothiocanat (RLT, Fa. Qui-
agen, Hilden) uUberfuhrt. Nach Disruption der Zellmembranen und Homogenisierung der Zellsuspensi-
on in einem Rotor-Stator-Dispergiergerat (Ultra Turrax T18% Fa. IKA Analysentechnik, Staufen) wur-

den 590ul RNase-freies Wasser und 10ul Proteinase K hinzugeflgt und 10 Minuten bei 55°C inkubiert.
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Durch 3-mindtige Zentrifugation bei 10.000g wurde der Debris entfernt, die verbleibenden ca. 900ul
wurden mit 450u1 reinen Ethanols verdinnt. 700ul dieser Lésung wurden in eine RNeasy Mini Spin
Column des Kits pipettiert und 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt.
Dieser Schritt wurde mit der restlichen Lésung wiederholt. AnschlieBend wurde 350ul Waschpuffer
(RW1) zugegeben. Die Losung wurde nun mit 80yl einer Mischung aus 70ul Puffer (RDD) und 10ul
DNase versetzt und 15 Minuten inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt mit 350 yl RW1-Puffer
und anschlieBender Zentrifugation fir 15 Sekunden bei 8000g wurden 500ul eines zweiten Wasch-
Puffers (20% RPE, versetzt mit Ethanol) appliziert und 15 Sekunden bei 8000g zentrifugiert. Zuletzt
wurden 40ul RNAase-freies Wasser direkt auf die Membran der Mini Spin Column gegeben und die
RNA 1 Minute bei 80009 eluiert.

3.2.3 Messung der RNA-Konzentration

Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte photometrisch. Hierzu wurden 6ul des RNA-Stocks
mit 24 pl Wasser vermischt und dreimal die Extinktion bei verschiedenen Wellenlangen gemessen.
Der Gehalt an RNA wurde bei Agg, der Reinheitsgrad Uber den Quotienten Axgoeg0 bestimmt (Goodrich
et al., 2007). Quoten zwischen 1,9 und 2,1 wurden als gut erachtet. Die Ergebnisse wurden gemittelt,

die Proben bei -80°C verwahrt. Fur die Tabelle der gemessenen Extinktionen siehe Anlage 3.

3.2.4 Primerdesign

Um DNA zu vervielféltigen, sind auBer einer Matrize, ihren Grundbausteinen (den Nukleotiden Guanin,
Cytosin, Tymin und Adenin) noch Enzyme notwendig, ohne die die Vervielfaltigung um viele GréBen-
ordnungen langsamer ablaufen wirden: DNA-Polymerasen. Um nicht die gesamte DNA, sondern nur
bestimmte, im jeweiligen Experiment interessante Abschnitte zu vervielféltigen, macht man sich eine
Eigenart der dabei verwendeten Polymerase zunutze: Die Polymerase kann nicht direkt auf ,nackter”
DNA arbeiten, sie bendtigt eine Starthilfe. Diese besteht in der Natur wie im Labor aus Primern, also
wenige Basenpaare langen DNA- (Labor) oder RNA- (Natur) Molekulen, die zu bestimmten Teilen der
Vorlagen-DNA komplementér sind, sich also anlagern. An diesen Primern kann die Polymerase an-
setzen und die weitere Synthese des neuen Strangs vorantreiben. Wenn man nun die Basensequenz
eines bestimmten Genes kennt, kann man Primer entwickeln, die in diesem Gen binden. Mithilfe leis-
tungsfahiger Suchmaschinen kann mittlerweile auch untersucht werden, ob der entwickelte Primer
spezifisch ist, das heif3t nur im Gen des Interesses bindet. Die dann neu synthetisierte DNA wird somit

aus Kopien desjenigen Abschnittes der DNA bestehen, die man vorher ausgesucht hatte.

Das Primerdesign wurde individuell fiir jedes einzelne zu untersuchende Gen durchgefiihrt: Zunachst
wurde unter Zuhilfenahme der Funktion ,gene” der Internetprasentation des NCBI (National Center for
Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine, Rockville Pike, MD, USA ) (Wheeler et
al., 2005) das zu untersuchende Gen identifiziert sowie auf seine Eigenschaften untersucht (Sicher-
stellung humanen Ursprungs, Vorkommen von Spleivarianten, Lange). Mittels der Funktion ,nucleoti-
de* wurden die fir das jeweilige Gen kodierenden Basensequenzen gefunden und extrahiert. Uber

das Online-Tool ,Primer3“ (Rozen & Skaletsky, 2000) der Firma Applied Biosystems, Foster City, CA,
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USA wurden die Primer schlieBlich erstellt. Hierbei wurde Wert auf folgende Parameter gelegt: 1.) es
wurden zwei Primer pro Gen gewahlt, entsprechend der doppellaufigen Natur des DNA-Stranges: ein
3’-5"-Primer (forward primer) sowie ein 5°-3"-Primer (reverse primer). 2.) die Primer wurden Exon-
Ubergreifend gewéhlt (nahezu jedes Gen bestand aus mehren Exonen), um die félschliche Identifizie-
rung von SpleiBvarianten auszuschlieBen sowie keine Amplifizierung genomischer DNA im Falle der
Verunreinigung der Proben zu erhalten. 3.) Die Ziellange der Primer wurde zwischen 18-22 Basenpaa-
ren gewahlt, um ausreichende Spezifitét bei gleichzeitig guten Bindungseigenschaften zu gewéahrleis-
ten. 4.) Die Schmelztemperatur der Primer wurde zwischen 52°C und 58°C gewahlt. 5.) Es wurde ein
ausreichend hoher Gehalt an Guanin/Cytosin (GC) Basen erreicht (>40%). 6.) Es wurde Wert auf eine
GC-clamp gelegt, um die Bindungseigenschaften zu verbessern. 7.) Stérende sekundére und tertidre
Strukturen (hairpins, self-dimers, cross-dimers) wurden minimiert. 8.) Die Lange des bei der Amplifizie-
rung entstehenden Produktes wurde zwischen 100 und 400 Basenpaaren gewahlt. 9.) Die Produkte
wurden mittels der Funktion ,blast® des NCBI Uberprift um sicherzustellen, dass die Primer nicht auch

ein anderes Gen binden.

AnschlieBend wurden die Primer bei der Firma metabion international AG in Martinsried bestellt und
bei -20°C verwahrt.

3.2.5 cDNA-Synthese

Die bei der Verarbeitung der Muskelproben gewonnene RNA ist durch das ubiquitare Vorhandensein
von RNAsen relativ unstabil und selbst bei -80°C nur begrenzt haltbar. lhre Verfligbarkeit fur direkte
Messungen ist daher gering. Wesentlich eleganter ist die Umwandlung der RNA in stabilere Molekile
bei gleichzeitig beibehaltener Information. DNA ist das Molekul der Wahl und praktischerweise existiert
in der Natur bereits ein Enzym, das bei diesem Vorgang von entscheidender Bedeutung ist: Soge-
nannte Retro-Viren (zu denen auch das HI-Virus z&hlt) besitzen das Enzym reverse Transkriptase.
.,Normale“ Transkriptasen besitzt und benétigt jede Lebensform mit eigenem Stoffwechsel, Pro- wie
Eukaryoten: sie schreiben die Information der DNA um in RNA, die anschlieBend als Vorlage fir die
Proteinbiosynthese dienen. Die Vorlage ,hormaler® Transkriptasen ist also immer DNA, die Vorlage
der reversen Transkriptase ist jedoch RNA, die in DNA umgewandelt wird. Wird die reverse Transkrip-
tase im Labor fir die Umwandlung von RNA in DNA verwendet, nennt man das Ergebnis cDNA
(-,complemtentary DNA®, komplementare DNA). Bei der Synthese von cDNA diente die RNA aus den
Muskelproben als Matrize. Auch die reverse Transkriptase benétigt Primer als Startpunkt, um synthe-
tisieren zu kénnen. Aus diesem Grund enthélt der Reaktionsmix von cDNA-Synthese-Kits eine Viel-
zahl an Primern, um unselektiv alle RNA umzuschreiben. Es wurden jeweils 200ng RNA verwendet,
die entsprechend der Herstellerangaben des iScript™cDNA Synthesis Kits der Firma Bio-Rad in Min-
chen mit H,O verdinnt wurden (Hindle et al., 2009). AnschlieBend wurden der Reaktionsmix sowie die
reverse Transkriptase hinzugefliigt und 5 Minuten bei 25°C, 30 Minuten bei 42°C und schlieBlich 5
Minuten bei 85°C inkubiert. Die entstandene cDNA wurde bei -20°C gelagert.
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3.2.6 konventionelle PCR

Um die synthetisierten Primer zu testen, wurde jedes Primerpaar in konventioneller PCR angewendet.
Des Weiteren wurde auch jede gewonnene cDNA mit dem Standardprimer Glyceralaldehyd-3-
phosphatdehydrogenase (GAPDH) getestet. Hierzu wurde der iQ™ Supermix (McCoy et al.) der Firma
Bio-Rad in Mlnchen verwendet. Auf 10ul des iQ™ Supermix kam 1ul forward primer, 1ul reverse pri-
mer, 7ul HoO sowie 1ul genomische DNA. Die Lésung wurde anschlieBend zuerst 2 Minuten auf 95°C
erwarmt und dann 30 Zyklen lang prozessiert: 30 Sekunden bei 95°C, 1 Minute bei 58°C, 1 Minute bei

72°C. AnschlieBend noch 7 Minuten bei 72°C, Verwahrung vor weiterer Verwendung bei 4°C.

Das PCR-Produkt wurde anschlieBend mittels Gel-Elektrophorese getestet: hierzu wurden 2% Agaro-
se-Gele verwendet (2g Agarose auf 100ml TBE-Puffer). 10yl des PCR-Produktes wurden mit 5ul For-
mamid-Puffer gemischt und 40 Minuten bei 120V Spannung im Gel laufen gelassen. Um eine Kontrol-
le hinsichtlich des zu erwartenden Produkts zu ermdglichen, wurde gleichzeitig der DNA Molecular
Weight Marker V der Firma Roche, Indianapolis, IN, USA eingesetzt (Lee et al., 2004). Das Gel wurde
anschlieBend unter einer UV-Lampe fotografiert und die entstandenen Banden in Bezug auf die zu
erwartenden Lauflangen und Doppelbanden untersucht. Zum einen mussten bei Abweichungen Fehler
in der Laborarbeit ausgeschlossen werden, zum anderen folgende Fehler: 1.) Nicht funktionabler Pri-
mer, sichtbar durch die fehlende Bande in der Elektrophorese. 2.) Das Vorhandensein von SpleiBvari-
anten des Zielgens, also verschiedene Versionen des gleichen Gens, sichtbar durch mehrere Banden.

3.) Der Primer bindet auch in einem anderen Abschnitt der DNA, sichtbar durch mehrere Banden.

3.2.7 real-time quantitative PCR

Unter dem Begriff der quantitativen real-time PCR (Anders et al., 2001) (Xu & Miller, 2004) versteht
man den Prozess, das Fortschreiten einer PCR nicht wie Ublich (konventionelle PCR) anhand des
Endproduktes zu messen, d.h. zu qualifizieren und zu quantifizieren, sondern wahrend der Prozess
noch andauert: in real time. Das Prinzip basiert darauf, dass im Reaktionsmix fir die quantitative real-
time PCR ein fluoreszierender Marker beigefligt ist, der mit der bei der PCR entstehenden doppel-
strangigen DNA interkaliert. Hierbei nimmt die emittierte Fluoreszenz linear und streng in Abhangigkeit
von der entstandenen Menge an doppelstrangiger DNA zu. Diese Fluoreszenz wird von dem die quan-
titative real-time PCR durchfihrenden Geréat gemessen. Je nach eingesetzter Menge an DNA wird
somit ein manuell festgesetzter Schwellenwert an emittierter Fluoreszenz friher oder spéater Uber-
schritten (crossing point). Da diese Methode unspezifisch die Fluoreszenz in einer Probe misst (also
nicht konkret das Endprodukt nachweist, wie es nach der konventionellen PCR im Agarose-Gel ge-
schieht), kann im Gegensatz zur konventionellen PCR nur jeweils ein Gen pro Probe untersucht wer-
den, jedoch kénnen eine Vielzahl an Proben gleichzeitig untersucht werden. Uber den Vergleich der
Anzahl an Zyklen, die die PCR durchlaufen musste, bis fiir eine jeweilige Probe der Schwellenwert

erreicht wurde, kbnnen somit Ruckschllsse Uber die eingesetzte Menge an DNA gemacht werden.

In der vorliegenden Studie wurde die Quantifizierung der in cDNA umgeschriebenen mRNA mittels

quantitativer real-time PCR mit dem iQ™ SYBR® Green Supermix der Firma Bio-Rad, Martinsried auf

43



dem Bio-Rad iCycler iQ™ Real-Time Detection System durchgefiihrt. Maximal konnten 96 Proben
gleichzeitig verarbeitet werden. 1ul cDNA wurde gemé&B Protokoll mit 7ul H,O, 1ul forward primer, 1yl
reverse primer sowie 10 pyl iQ™SYBR® Green Supermix vermengt und gemaB des folgenden Amplifi-
kationsprotokolles prozessiert: nach 2 Minuten auf 95°C folgten 35 Zyklen mit 95°C fir 30 Sekunden,
58°C fur 30 Sekunden, 72°C fur 30 Sekunden. AnschlieBend wurde jeweils eine Schmelzkurvenanaly-
se der Amplifikationsprodukte durchgefiihrt. Um Messungenauigkeiten zu verringern, wurden jeweils
Tripletts der cDNA-Proben gemessen. Als Kontrolle fur die Reinheit des Reaktionsmixes sowie des
Gerétes lief in jedem Ansatz einmal der IQ™SYBR® Green Supermix mit Primern, aber ohne cDNA

(ersetzt durch H,O) sowie reines H,O mit.
3.2.8 Auswertung

Es existieren zwei grundsatzliche Methoden, die Ergebnisse einer real-time quantitativen PCR auszu-
werten: zum einen kdnnen die erhalten Werte der Expression eines Zielgenes in Vergleich zu extern
erstellten Kallibrierungskurven gesetzt werden (absolute Qantifizierung), wie es zum Beispiel in der
Quantifizierung der Viruslast im Blut in der Diagnostik von HIV erfolgt. Zum anderen kénnen die Ex-
pressionen des Zielgenes mittels Vergleich zu einem gleichzeitig gemessenen Referenzgen (,hous-
ekeeping gene®) ermittelt werden (relative Quantifizierung). Letztere Methode fand in der Auswertung

der aktuellen Studie Verwendung.

Um die mittels real-time quantitativer PCR erhaltenen Ergebnisse in der vorliegenden Studie auszu-
werten, wurde auf das REST (Relative Expression Software Tool© (Pfaffl et al., 2002) zurtickgegriffen,
das mithilfe des Pair Wise Fixed Reallocation Randomisation Tests© (Pfaffl, 2001) erlaubt, die Ex-
pression der eingesetzten Gene nach Normierung gegen ein ubiquitdres Referenzgen (hier verwendet:
Glyceralaldehyd-3-phosphatdehydrogenase, GAPDH) miteinander zu vergleichen (Foss et al., 1998;
Marten et al., 1994; Thellin et al., 1999). Hierbei werden Aussagen getroffen, wie vielfach ein bestimm-
tes Gen in einer Probe im Vergleich zum gleichen Gen einer anderen Probe herauf- beziehungsweise
herunterreguliert ist bei gleichzeitiger Angabe des Signifianzniveaus (p-Wert oder Fehler erster Art).
Ebenfalls ableiten l&sst sich, um wie viel ein bestimmtes Gen einer Probe im Vergleich zu anderen

Genen derselben Probe herauf- oder herunterreguliert ist.

Die Formel von Pfaffl et al. lautet:

ACPlargel (controf - sample )

( Etarget )
R=

ACPrel (controf — sample )

( Eref)
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Hierbei wird die Regulierung des Zielgens (R) berechnet als Quotient der Expressionsraten (E) von
Zielgen (Ewrger) zu Referenzgen (E.). ACP bezieht sich hierbei auf die Differenz (A) der crossing points
(CP, siehe 3.2.7 real-time qualitative PCR) fir die gemessenen Werte von Kontrollproben sowie Stu-
dienproben des Zielgens einerseits, und auf die Differenz der crossing points fiir die gemessenen

Werte von Kontrollproben und Studienproben des Referenzgens andererseits.
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4 Ergebnisse

4.1 Uberpriifung der Primer

Aufgrund der theoretischen Vorkenntnisse, die tUber Kollagene und deren Regulatoren im physiologi-
schen Auf- und Abbau sowie in anderen Systemen der Fibrose, inshesondere TGF-3, dessen Rezep-
toren und den in dessen kaskadartigem intrazelluldren Signaltransduktionssystem aufeinander folgen-
den Faktoren, des weiteren Faktoren, die aus den Gruppen der Myopathien, neuromuskularen
Erkrankungen und systemischen wie lokalen Inflammationsprozessen bekannt sind, wurde folgende
Auswahl an Genen getroffen, fir die dann in einem ersten Schritt Primer nach der im Methodenteil
beschriebenen Methode entwickelt wurden: a-Actin, Acetylcholinrezeptor (hnAChRa1), die Kollagene 1,
3, 4 und 6, im Falle des Kollagens 1 (siehe Einleitung) beide Ketten (COL1A1, COL1A2, COL3A1,
COL4A1, COL6A1), Decorin, Fibroblast-Growth-Factor 1 und 2 sowie deren Rezeptor (FGF1, FGF2,
FGFR1), TGF-B, dessen Rezeptor (TGFBR1), Faktoren seiner intrazelluldren Signaltransduktion (c-
Jun, c-Fos, SMAD2 und SMAD4), Glycerinaldehyd-3-phophatdehydrogenase als ubiquitares ,house-
keeping“ Gen (GAPDH), Insulin-like Growth Factor Receptor (IGF1R), Interleukin 6 (IL6), Myosin hea-
vy-chain Varianten (MHCslow, MHC2X), die Matrix-Metalloprotease 8 (MMP8), Myostatin, die Prolyl-4-
Hydroxylase (P4Ha2), das Synapto-assoziierte Protein 25 (SNAP25) und das Strukturprotein Titin.

Aufgrund der Lage der Primer im jeweiligen Gen war die Lange des in der PCR zu replizierenden Ab-
schnittes der bei der Umwandlung der aus den Muskelproben gewonnenen, die aktuelle Stoffwechsel-
lage widerspiegelnden mRNA, in cDNA bekannt und wird in folgender Liste in Basenpaaren (bp) an-

gegeben:

Tabelle 4: Primerliste

Produkt Sequenz ProduktgréBe (bp)

a-Actin 5" TGCCCATTTATGAGGGCTAC 3 196

3’ GCCATCTCGTTCTCGAAGTC 5’

nAChRa1 5 TCCTGCTCTTTAGCCTTTGC 3 234

3’ GGTTGTAATCCACCCATTGC &

Col1A1 5" ACGTCCTGGTGAAGTTGGTC & 172

3’ ACCAGGGAAGCCTCTCTCTC &’

Col1A2 5° CTCCTGGTAATCCTGGAGCA 3’ 161

3’ ACCAGCTCACCAACAAGTC 5
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Col3A1 5 TCCTCCTGGAAAGAATGGTG 3’ 245
3’ GTTCCCCAGGTTTTCCATTT 5

Col4A1 5" TGGTGACAAAGGACAAGCAG & 325
3’ GTTCACCTCTGATCCCCTGA 5’

Col6A1 5" ACGAATGCGAGATTTTGGAC 3’ 360
3 GGTGTGGTGTCCCTCTGAGT 5’

Decorin 5' TGGCAACAAAATCAGCAGAG 3 274
3 TTITGGTGTTGTGTCCAGGTG 5

FGF1 5 CTGCCTCCAGGGAATTACAA 3’ 128
3 CATTTGGTGTTGTGCTGGTC 5’

FGF2 5" AGAGCGACCCTCACATCAAG 3 234
3’ TCGTTTCAGTGCCACATACC 5°

FGFR1 5" GAAGTTCAAATGCCCTTCCA 3 260
3’ TCGATGTGCTTTAGCCACTG &’

c-Fos 5" AACTTCATTCCCACGGTCAC 3’ 259
3’ CCCTTCGGATTCTCCTTTTC &

GAPDH 5 GAGTCAACGGATTTGGTCGT 3’ 185
3’ GACAAGCTTCCCGTTCTCAG 5

IGF1R 5 TGAGGATCAGCGAGAATGTG 3’ 308
3’ CAGAGGCATACAGCACTCCA 5’

IL6 5" CCACACAGACAGCCACTCAC 3 220
3’ TTTTCACCAGGCAAGTCTCC 5°

c-Jun 5° AGGAGGAGCCTCAGACAGTG 3 253
3’ TGTTTAAGCTGTGCCACCTG &’

MHC2X 5" AAGAGCAGGGAGGTTCACAC 3’ 132

3 TTATCTCCAAAAGTCATAAGTACA 5
MHCslow 5" CGGCTACAGGACCTGGTGGACA 3’ 265
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3’ ATTACAGGTTGGCAAGAGTGAG 5°

MMP8 5° TCAAGCAACCCTATCCAACC & 435

3" ACCTGGCTCCATGAATTGTC &

Myostatin 5" GTGGATGGAAAACCCAAATG 3 342

3’ TGGTCCTGGGAAGGTTACAG 5’

P4Ha2 5" TCCAAAAGCTCCTGGCTAGA 3’ 365

3’ GCAGCATGTCTTGTTCGGTA 5’

SMAD2 5" AGATCAGTGGGATACAACAGG 3’ 264

3’ GGCACTAATACTGGAGGCAA &’

SMAD4 5 TGTTTTGGGTGCATTACATTTC 3’ 229

3’ ATCAACAGTAACAATAGGGCAG 5°

Snap25 5 CTGCTCGTGTAGTGGACGAA 3’ 259

3" AGCATCTTTGTTGCACGTTG 5’

TGFB1 5" CAGCAACAATTCCTGGCGATA & 135

3" AAGGCGAAAGCCCTCAATTT &

TGFBR 5 GATGGGCTCTGCTTTGTCTC 3’ 254

3’ CACACTGGTCCAGCAATGAC 5’

Titin 5" ATTGAAGCCCACTTTGATGC 3 270

3’ GGAGATTCTTGCTGCTGGAG 5’

Die Funktionalitdt der Primer wurde mittels Gel-Elektrophorese anhand des Vorhandenseins spezifi-
scher Banden, die mittels normierter Markerbanden jeweils im gleichen Versuch direkt verglichen wer-

den konnten, getestet.

Die einzelnen Primer mussten in gewissen Fallen aufgrund abweichender Ergebnisse der Elektropho-
rese neu kreiert und entsprechend neu getestet werden. In folgender Liste werden die einzelnen Pri-
mer Elektrophorese-Gelen zugeordnet, in denen sie mit definierter Bande und an erwarteter Stelle

aufgetaucht waren. Die Fotographien der Gele finden sich im Anhang (Anlage 1-8).

Tabelle 5: Experimente
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Primer Gel Nummer ProduktgréBe (bp)
a-Actin 1 1 196
nAChRa1 2 2 234
Col1A1 1 3 172
Col1A2 3 3und 4 161
Col3A1 1 5 245
Col4A1 1 6 325
Col6A1 1 8 360
Decorin 1 17 274
FGF1 1 9 128
FGF2 5 1 234
FGFR1 1 10 260
c-Fos 1 19 259
GAPDH 1 2 185
IGF1R 1 11 308
IL6 1 12 220
c-Jun 1 18 253
MHC2X 5 3 132
MHCslow 5 4 265
MMP8 6 2 435
Myostatin 1 15 342
P4Ha2 5 6 365
SMAD2 1 20 264
SMAD4 1 21 229
Snap25 4 1 259
TGFB1 1 13 135
TGFBR 1 14 254
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Titin

270

4.2 Quantitative Expression

4.2.1

4.2.1.1

Ergebnisse gegeniber Kontrolle

Signifikante Ergebnisse gegentiber Kontrolle

a) COL1A1 signifikant hochreguliert (21,7-fach, p= 0,0035), n=5

b) COL3A1 signifikant hochreguliert (11,8-fach, p= 0,001), n=5

¢) TGF-B signifikant hochreguliert (7,8-fach, p= 0,005), n=5

d) Myostatin signifikant hochreguliert (7-fach, p= 0,0225), n=5

e) Decorin signifikant hochreguliert (33,4-fach, p= 0,001), n=5

f) Titin signifikant hochreguliert (14,6-fach, p= 0,0155), n=2

o
o

COL1IAl, p= COL3A1, TGF-B, p= Myostatin, Decorin, p=

0,0035)  p=0,001 0,005  p=0,0225 0,001

Abbildung 1: Signifikante Ergebnisse versus Kontrolle

4.2.1.2

Nicht-signifikante Ergebnisse gegentiber Kontrolle

TTN, p=
0,0155

COL2A1, COL4A1, COL5A1, COL6A1, FGF1, II-6, C-JUN, C-FOS, SMAD2, SMAD4, nAChR, FGFR,

IGFR, Snap25 zeigten keine signifikant erhéhte Expression gegeniber Kontrolle.
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4.2.2 Ergebnisse im Gruppenvergleich
4.2.2.1 Ergebnisse im Altersvergleich

COL1A1 in der Gruppe 6 Jahre und jinger, Botulinum-Toxin-negativ gegentiber der Gruppe 9 Jahre

und alter, Botulinum-Toxin-negativ signifikant hochreguliert (6-fach, p= 0,0045) n=7
4.222 Ergebnisse im Vergleich der motorischen Beeintrdchtigung (GMFCS)

a) COL1A1 in der Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS &Il gegeniber der
Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS |l signifikant hochreguliert (3,2-fach p=
0,001) n=12

b) COL1A1 in der Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS IV&V gegenlber der
Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS Il signifikant hochreguliert (2,3-fach, p=
0,05) n=12

c) COL1A1 in der Gruppe 9 Jahre und é&lter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS 1&Il gegeniber der
Gruppe 9 Jahre und éalter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS IV&V nicht-signifikant hochreguliert (1,3-
fach, p= 0,4575) n=12

4.2.2.3 Ergebnisse im Vergleich der BoNT-Behandelten gegeniiber den BoNT-Nativen

a) COL1A1 in der Gruppe 9 Jahre und Alter, Botulinum-Toxin-positiv gegenlber der Gruppe 9 Jahre

und alter, Botulinum-Toxin-negativ signifikant hochreguliert (12,8-fach, p= 0,001) n=5

b) COL1A1 in der Gruppe 9 Jahre und &lter, Botulinum-Toxin-positiv, GMFCS IV&V gegenlber der
Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS IV&V signifikant hochreguliert (10,4-fach,
p=0,001) n=8

c) TGF-p in der Gruppe 9 Jahre und élter, Botulinum-Toxin-positiv, GMFCS V&V gegenlber der
Gruppe 9 Jahre und élter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS IV&V signifikant hochreguliert (6,8-fach,
p=0,001) n=8

d) TTN in der Gruppe 9 Jahre und alter, Botulinum-Toxin-negativ, GMFCS IV&V gegenuber der Grup-
pe Gruppe 9 Jahre und Alter, Botulinum-Toxin-positiv, GMFCS IV&V signifikant hochreguliert (3,5-
fach, p= 0,001) n=5
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5 Diskussion

5.1 Probengewinnung

Verschiedene Aspekte bezlglich der Probengewinnung mussten in der Planung der Studie bedacht
werden: Ein Grundproblem ist, dass die Einstufung der Patienten mittels GMFCS eben nur ein grobes
MaB der Beeintréachtigung ist, in die viele Variablen einflieBen, zentraler wie peripherer Natur: die
Muskulatur kann fibrotisch und atroph sein, somit schlicht nicht mehr funktionabel. Des Weiteren kann
die Parese oder aber die Spastizitat (und diese auch noch beeinflussbar durch Botulinumtoxin) vor-
herrschen. Und es kann auch davon ausgegangen werden, dass Patienten mit schwerer CP auch
durch ihre Komorbiditéten (in erster Linie die Intelligenzminderung, aber auch z. B. eine Epilepsie)
auBer Stande gesetzt werden, ihre Muskeln planméBig zu steuern aufgrund fehlendem zentralen In-
puts bei eventuell sogar noch operabler Muskulatur. Somit kénnen sehr verschiedene Zustédnde in
einem Korper herrschen, der schlieBlich in seinem groben Bewegungsumfang in einer einzigen Ziffer
zusammengefasst wird. Licht in diese unterschiedlichen Zustdnde zu werfen war unter anderem Ziel
der vorliegenden Studie. Ein Patientenkollektiv musste jedoch von vorneherein aus der Studie ausge-
schlossen werden: Patienten mit unilateraler CP unterscheiden sich oftmals deutlich von den mit bila-
teraler CP, auch hierzu gibt es in Analogie zu den oben genannten mehrere Hypothesen: die Patien-
ten haben vermutlich eine weitgehend gesunde Gehirnhélfte und kénnen somit aufgrund der Plastizitat
insbesondere des jungen Gehirns Teile des Ausfalls der anderen, betroffenen Gehirnhéalfte kompen-
sieren. Gleichzeitig kbnnen sie von schwerer Spastizitdt und/oder Parese betroffen sein, wie sich in
der klinischen Untersuchung offenbart, und dennoch mit dem gesunden Bein fur den Funktionsausfall
des anderen kompensieren, so dass Patienten mit unilateraler CP meist nur GMFCS-Stadien | bis I
zugeteilt werden. Da die vorliegende Studie jedoch die Untersuchung der Genexpression der Muskula-
tur von Patienten mit CP mit Hilfe molekularbiologischer Methoden beabsichtigte und dabei auch eine
Korrelation zur motorischen Beeintrachtigung, ausgedriickt mittels GMFCS, geplant war, diese jedoch
fir Patienten mit unilateraler CP aufgrund genannter theoretischer Erwdgungen bezweifelt werden

musste, wurde dieses Patientenkollektiv von der Studie exkludiert.

Des Weiteren unterziehen sich Patienten mit CP charakteristischerweise bestimmten Operationen in
bestimmten Lebensabschnitten, insbesondere wird mittlerweile sehr darauf Wert gelegt, dass nicht zu
friih operiert wird. Gleichzeitig muss der Prozess der motorischen Reifung, die bis zum 6. Lebensjahr
exponentiell voranschreitet, ausgenutzt werden, dass heif3t, das Individuum muss innerhalb der opti-
malen Lernzeit auch kdrperlich in die Situation versetzt werden, sich dem intellektuellen Niveau ent-
sprechend zu bewegen. Auf nationaler wie internationaler Ebene herrscht inzwischen ein gewisser
Konsensus, zu welcher Zeit welche MaBnahme erfolgen soll (Heinen et al, 2009).
Rein anatomisch bedingt sind die unteren Extremitaten immer betroffen bei Patienten mit CP, im Falle
der BS-CP auch immer mindestens genauso schwer wie die obere Extremitat. Somit lag es nahe, fir
die Studie vornehmlich die Muskulatur der unteren Extremitat zu inkludieren. Zudem konnte die Zu-
sammenarbeit mit einem kinderorthopadischen Zentrum erreicht werden, die fast ausschlieBlich die

untere Extremitat bei Kindern mit CP versorgt.
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Nachdem die Spastizitat die gegen die Schwerkraft arbeitenden Muskeln an der unteren Extremitat
schwerer betrifft und diese somit haufiger Ziel von Operationen sind, wurden diese als primére Ziel-
muskeln angesehen. Im Einzelnen galt dies flr die distale untere Extremitat fir den M. Triceps surae,
also den M. Gastrocnemius und den M. Soleus, von denen Proben entnommen wurden, die doch fir
die vorliegende Studie nicht eingesetzt wurden. Fir die proximale Muskulatur der unteren Extremitat
war vor allem die ischokrurale Muskelgruppe von Interesse, also der M. Semimembranosus, der M.
Semitendinosus und der M. Biceps femoris, des Weiteren die medial gelegenen Adduktoren inklusive
M. Gracilis und schlieBlich als Hiftbeuger der M. lliopsoas im distalen, auf den Oberschenkel reichen-
den Teil. Die jeweils ventral gelegenen, mit der Schwerkraft arbeitenden Muskeln der unteren Extremi-
tat (M. Quadriceps femoris sowie die Tibialmuskulatur) sind nur in schwereren Féllen (GMFCS IV-V)
Ziel von Operationen. In der Planung der vorliegenden Studie war es zunéchst Ziel gewesen, Informa-
tionen Uber die Genexpression in unterschiedlichen Muskeln gesunder Kinder und Adoleszenter zu
gewinnen und anschlieBend Muskelbiopsien aus primar gesunder Muskulatur, die aufgrund eines
akuten Traumas einer Operation zugeflhrt wird, zu gewinnen. Leider konnten weder Literaturrecher-
che noch Kontakte mit angeschlossenen anatomisch-pathologischen Instituten auch nur ann&hernd
eine Antwort darauf geben, wie die Genexpression von z.B. Kollagenen in gesunder Muskulatur von
Kindern aussieht und noch weniger, ob sie sich zwischen funktionell unterschiedlichen Muskelgruppen
unterscheidet. Unzweifelhaft ist, dass in Muskeln, die sich in der Anwendung (und histologisch) unter-
scheiden, auch eine veradnderte Genexpression angenommen werden kann, bloB ist diese fur Kinder

und Jugendliche bisher nicht untersucht worden.

Ein weiteres Problem in der Studienplanung war die Beschaffung adaquater Kontrollbiopsien. Bishe-
rige Studien, die sich mit der Histopathologie von Patienten mit CP befassten, haben entweder gar
keine Kontrollen vorweisen kénnen (lto et al., 1996; Marbini et al., 2002) oder aber Kontrollen aus von
den Proben stark abweichenden Altersgruppen (Booth et al., 2001). Letztgenannte Gruppe hatte zwar
Kontrollbiopsien aus der gleichen Muskelgruppe wie das Patientenkollektiv (M. Vastus lateralis), diese
gehoren jedoch der oftmals bei CP weniger schwer geschadigten ventralen Oberschenkelgruppe an.
Das priméare Ziel der vorliegenden Studie, die gleiche Muskulatur von primar Muskelgesunden wie
auch von Patienten mit CP zu erhalten, musste jedoch schon im Vorfeld als unrealistisch betrachtet
werden, da sowohl im Kooperationszentrum der Studie (Zentrum fiir Kinder- und Neuroorthopadie der
orthopédischen Klinik Minchen-Harlaching, Leiter Dr. med. Bernius) als auch in der kinderchirurgi-
schen Universitatsklinik der LMU Minchen nur sehr selten Operationen durchgefihrt wurden, bei de-
nen die just bei Patienten mit CP betroffenen Muskeln der unteren Extremitat eréffnet werden. Die
operative Entnahme von Kontrollbiopsien an fir die vorliegende Studie geeigneteren Muskeln héatte
somit zusétzliche Eingriffe erfordert und sich daher ethisch nicht rechtfertigen lassen. Die ebenfalls
diskutierte Mdglichkeit, Biopsien aus der Muskulatur von Leichen akut verstorbener Kinder zu ent-
nehmen, kam ebenfalls nicht in Frage, da die fir die Studie interessante RNA nach dem Zelltod sehr
rasch zersetzt wird. Aus diesem Grund wurde schlielich kommerziell erwerbliche RNA von mensch-
licher Skelettmuskulatur der Firma Zyagen (San Diego, CA, USA) als Kontrolle eingesetzt (Hager et
al., 2008).
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5.2 Interpretation

Die vorliegende Studie konnte zeigen, dass die Genexpression in der Muskulatur von Kindern mit CP
auf mRNA-Ebene verandert ist. Es gibt Uberzeugende Evidenz dafir, dass veranderte Expression auf
mRNA-Ebene in anderen Krankheiten, die mit erhéhter Kollagenablagerung (Fibrose) einhergehen,
gut mit erhdhter Menge an fertigem Protein korreliert (Agocha et al., 1997; Anders et al., 2002; Chung
et al.,, 2001; Klein et al., 1996; Sheehan & Allen, 1999). Zudem darf nicht vergessen werden, dass die
Muskulatur von Kindern mit CP bereits in der kérperlichen Untersuchung von passiver Extension nicht
nur die fir Spastizitéat typische, Geschwindigkeits-abhdngige Tonuserhéhung zeigt, sondern — typi-
scherweise nach mehreren Jahren, die die pathologischen Signale des ZNS Zeit hatten, auf die Mus-
kulatur einzuwirken — sich eine Geschwindikeits-unabhangige Tonuserhéhung zeigt, wie sie als ty-
pisch fur die Fibrose gelten kann. Des Weiteren konnten Booth et al. eine Erhéhung des Netto-
Kollagen-Gehaltes in der Muskulatur von Kindern mit CP nachweisen, so dass die vorliegende Studie
die Reise von auBen nach innen, das heiBt von der der korperlichen Untersuchung zugénglichen Be-
wegungsstérung zu den makro- und mikropathologischen Verdnderungen fortsetzt und auf mRNA-
Ebene nachweist, dass die Fibrose in der Muskulatur von Kindern mit CP, die mit steigendem Alter die
dynamische und besser medikamentds und interventionell (vor allem mit Botulinumtoxin) beeinfluss-
bare Spastizitdt wenn nicht ablést, so doch Ubertrifft in Signifikanz, auf Ablagerung von Kollagenen

zurlickzufihren ist, welche mit erhéhter Expression der korrelierenden mRNA beginnt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen in sédmtlichen durchgefiuhrten Testlaufen eine Erhé-
hung der Kollagen-1-Expression gegenlber Kontrolle, hochsignifikant und in ausgewéhlten Gruppen
teilweise hundertfach erhéht. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse missen mehrere Faktoren be-
ricksichtigt werden, die Einfluss auf die Expression haben kénnen und das Ergebnis im Vergleich von
Patienten versus Kontrolle potentiell verfalschen kénnten: zum einen liegt die Vermutung nahe, dass
die Muskulatur des Kindes generell einen hdheren Stoffwechsel hat und somit auch mehr Kollagen
exprimiert wird. AuBerdem muss erhdhte Expression per se nicht mit erhdhter Ablagerung im Gewebe
verbunden sein, sondern kann auch Ausdruck erhéhten Umsatzes (turnover) sein, wie er auch bei
Sportlern zu sehen ist (Kjaer, 2004). Ein spezielles Problem liegt schlieBlich bei fibrotischen Erkran-
kungen und der Messung von Genaktivitaten tber die mRNA vor: es kénnten schlichtweg keine Zellen
mehr vorhanden sein, die aktiven Stoffwechsel betreiben und somit lieBen sich wenig Schlisse ziehen
aus Biopsien; dieses Problem versucht man z. B. in der diagnostischen Biopsieplanung von Muskeler-
krankungen durch praoperative Ultraschalluntersuchungen mit dem Ziel, nicht-fibrotisches Gewebe zu

finden, zu beheben.

In der vorliegenden Studie wurde RNA quantifiziert, ein generell schwieriges Unterfangen im Vergleich
zu Messungen von Protein und DNA, die stabiler sind. Standardmethode zur Quantifizierung von RNA
war bisher Northern Blotting: hierbei wurde direkt RNA gemessen mittels Gel-Elektrophorese, Uber die
Lauflange wurde die Ziel-RNA ermittelt und schlieBlich densitometrisch quantifiziert. Dies ist eine Me-

thode mit sehr hohem statistischem Fehler, Abweichungen in der GréBenordnung von 100% sind nicht
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uniblich (Fernyhough, 2001). In der vorliegenden Studie hingegen wurde auf Quantifizierung mittels
real-time quantitative PCR zurlickgegriffen: hierbei wird zum einen vor der Untersuchung die RNA in
stabilere cDNA umgeschrieben, die anschlieBend gemessen wird. Auch DNA wurde vor der Erfindung
der PCR mittels Blotting gemessen, und zwar mittels Southern Blot, ebenfalls Uber Gel-Elektrophorese
und anschlieBender photometrischer Densitometrie, mit gleichem statistischem Fehler wie beim
Northern Blot. Selbst die PCR als die die Molekularbiologie revolutionierende Methode ist unschlagbar
im Vergleich mit den alten Methoden, was den zeitlichen Aufwand betrifft, fir absolute Quantifizierun-
gen aber auch nicht optimal geeignet, da ein Endprodukt gemessen wird, die Reaktionsgeschwindig-
keit aber nicht wéhrend der gesamten Zeit exponentiell ist und somit in einem messbaren Verhéltnis
zur Menge an DNA, die am Anfang eingesetzt wurde. Stattdessen interferieren die gebildeten Produk-
te mit der Reaktion, die dadurch ab einem ungewissen Moment gebremst wird. Man musste also nach
jedem Zyklus nachschauen, wie viel neue DNA sich gebildet hat, um nicht den Zeitpunkt zu verpas-
sen, ab dem die Reaktionsgeschwindkeit stagniert. Dies ist mit der klassischen PCR nicht méglich,
wohl aber mit der real-time PCR, die genau dies durchflihrt: nach jedem Zyklus wird das von der neu
gebildeten DNA emittierte Signal gemessen. Dieser Zuwachs an Messgenauigkeit macht die real-time

PCR unschlagbar in der Quantifizierung von Nukleinsauren.

Ein womdoglich noch gréBerer Vorteil der real-time PCR gegenlber klassischen Methoden liegt nicht
auf dem Gebiet der Messgenauigkeit, sondern auf dem des Vergleichs des gewonnen Ergebnisse
hinsichtlich der Expression eines Gens mit einem Referenzgen. Bei der Quantifizierung von DNA ist
dies nicht nétig, z. B. bei der Bestimmung der Viruslast im Blut eines Patienten: hierbei geht es um
absolute Werte. Die Expression eines Gens in einer Biopsie hingegen hangt — wie oben angesprochen
— ja zum einen vom Vorhandensein lebender Zellen im Biopsat ab (Thema Fibrose) und zum anderen
von der Stoffwechsellage im Gewebe ab (Thema Vergleich Patienten-Biopsie mit kommerziell erwerb-
licher RNA Erwachsener). Hierbei schlagt die real-time PCR quasi zwei Fliegen mit einer Klappe, in-
dem sie die ermittelten Werte flr die Expression eines Gens nicht absolut angibt, sondern in Relation
setzt zu einem Referenzgen, das als ubiquitéres und von duBeren Stimuli unabhéangiges Gen konstant
exprimiert wird. Vereinfacht ausgedrickt so wird hiermit sichergestellt, dass die gemessen Werte fir
die fur die vorliegende Studie interessanten Gene nicht in inaktivem Gewebe gemessen und somit

verfélscht werden.

Das Problem der Differenzierung zwischen erhdhter Kollagenexpression mit nachfolgender pathologi-
scher Ablagerung und physiologischer Expression als Ausdruck des Stoffwechsels (turnover) konnte
in der vorliegenden Studie nicht befriedigend gelést werden. Es liegt die Vermutung nahe, dass bei
physiologischer Remodellierung des Gewebes auch die das Kollagen abbauenden Matrixmetallopro-
teasen erhdht exprimiert sind. Dies experimentell nachzuweisen ist zukinftiger Forschung vorbehal-

ten.

Aus den Versuchen, die Patientenproben mit der Kontrolle verglichen haben, konnten letztlich erwart-
bare Schllisse gezogen werden: die Genexpression in der Muskulatur von Patienten mit CP ist veran-

dert. In erster Linie wurde ja das Kollagen 1, gemaB seiner vorherrschenden Rolle im Muskel getestet
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und zeigte sich wie erwartet erhdht exprimiert, ebenso wie sein aus anderen fibrotischen Erkrankun-
gen bekannter Stimulator TGF-p. Wahrend TGF-f als Transkriptionsfaktor in die Regulierung des Kol-
lagens auf mRNA-Ebene eingreift, ist Decorin in dessen extrazellulare Prozessierung involviert. Folge-
richtig I&sst sich dessen erhdhte Expression als weiteres Indiz daflir werten, dass nicht nur die in der
vorliegenden Studie gemessene Menge an mRNA von Kollagen erhéht ist, sondern auch die des ferti-
gen Proteins. Dies war bereits von Booth et al. auf Proteinebene gezeigt worden (Booth et al., 2001).
Erhéhte Myostatin-Expression ist mit Muskelatrophie vergesellschaftet und somit ist die in unseren
Versuchen bestétigte erhdhte Expression keine Uberraschung und spiegelt auf molekularer Ebene
den makroskopisch beobachtbaren Muskelverlust von Patienten mit CP. Die in intrazellulare Signal-
transduktionskaskaden involvierten Molekile (c-Jun, c-Fos, SMAD2, SMADA4) zeigten wie auch andere
Wachstumsfaktoren (FGF1), deren Rezeptoren (FGFR1, IGFR1) und das in der Reizweiterleitung (und
deren Blockierung durch Botulinumtoxin) inkorporierte SNAP25 sowie Cytokine (IL-6, IL-2) keine ver-
anderte Expression auf mRNA-Ebene, was allerdings eine verdnderte Aktivitat dieser Faktoren nicht
ausschlieBt, da diese oftmals von post-translationellen Veranderungen wie Phosphorylierungen ab-
h&ngen und somit den in der vorliegenden Studie verwendeten Untersuchungsmethoden nicht zugén-

gig waren.

Die aus den Studien im Vergleich zur Kontrolle gewonnen Erkenntnisse stehen mit Sicherheit im
Schatten jener Ergebnisse, die durch Gruppenvergleich gewonnen werden konnten. Ein groBer Vorteil
dieser Untersuchungen liegt schon begriindet in der Tatsache, dass diese Ergebnisse ohne Vergleich
zur Kontrolle stehen — was samtliche negativen Aspekte, die im Vergleich mit Kontrollmaterial im All-
gemeinen und in dieser Studie im Besonderen immer vorhanden sind, ausschlieBt. Moglich wurde
dieser Gruppenvergleich durch den Ausschluss von ungeeigneten Patienten (z.B. falsche Atiologie
einer klinisch diagnostizierten Cerebralparese, oder aber unilaterale CP, siehe Einleitung), genaue
klinische Einteilung der inkludierten Patienten mittels GMFCS, Alter und Botulinumtoxin-Behandlung
sowie vor allem die Homogenitat des Probenmaterials: fir die gewonnen Ergebnisse der Gruppenver-
gleiche wurden ausschlieBlich Proben aus der ischiokruralen Muskulatur verarbeitet. Somit wurde eine
unseres Wissens einzigartige Probenbank geschaffen, die es ermdglichte, Untergruppen zu bilden
und zu untersuchen, die sich einzig in Bezug auf eines der drei moglichen Kriterien Alter, Schweregrad
der motorischen Beeintrachtigung sowie Behandlung mit Botulinumtoxin unterscheiden. Die Gruppen-
einteilungen sahen dabei wie folgt aus: die eine Altersgruppe beinhaltete Patienten im Alter von 9
Jahren oder élter, die andere Gruppe die im Alter von 7 Jahren oder jlinger. Zudem wurden die leicht
motorisch Beeintrachtigten von den moderat sowie von den schwer motorisch Beeintrachtigten und

die mit Botulinumtoxin behandelten Patienten von den nicht behandelten unterschieden.

Folgerichtig wiesen die aus den Gruppenvergleichen gewonnenen Ergebnisse nicht langer die um
manchmal mehrere tausend Prozent verschiedenen Unterschiede auf, sondern waren vielfach nicht
signifikant voneinander unterschieden, was sicher der Homogenitat des Materials geschuldet war.
Umso interessanter sind schlieBlich die, teilweise ebenfalls sehr deutlichen und signifikanten Ergeb-
nisse, die gewonnen wurden, und die duBerst Uberraschend sind in Bezug auf die Behandlung mit

Botulinumtoxin.
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Zunéachst einmal zeigte sich, dass Kollagen 1 bei nicht mit Botulinumtoxin behandelten Patienten in
der jungeren Altersgruppe hdher exprimiert ist als in der alteren. Dieses Ergebnis, das zunachst ge-
mischt flr alle Schweregrade motorischer Beeintrachtigung getestet wurde, wurde schlieBlich bestatigt
in der Untergruppe der schwer motorisch Beeintrachtigten. Diese Resultate mdégen zunéchst erstau-
nen, erwartet man doch mit zunehmenden Alter und zunehmender Fibrose auch mehr Kollagengehalt.
Der erhéhte Kollagengehalt ist ja auch mit Sicherheit enthalten und durch die Methode der real-time
PCR mit Referenzgen wurde ausgeschlossen, dass die erhobenen Werte aus Gewebe mit reduzier-
tem turn-over stammt beziehungsweise wurden die Werte je nach basalem Stoffwechsel korrigiert.
Somit bleibt zu spekulieren, dass es sich in der erhdhten Kollagenexpression bei den jingeren Kin-
dern um ein Zeichen fur erhéhte Aktivitdt handelt, die nicht zwangslaufig in der erhdhten, pathologi-
schen Ablagerung von Kollagen enden muss, sondern auch Ausdruck eines erhéhten Umsatzes sein

kann.

Beim Vergleich der unterschiedlichen Schweregrade motorischer Beeintrachtigung zeigte sich zu-
néachst einmal kein signifikanter Unterschied zwischen den schwer und leicht motorisch Beeintrachtig-
ten in der Kollagenexpression. Interessanterweise waren aber sowohl bei den leicht als auch bei den
schwer motorisch Beeintréachtigten Kollagen 1 signifikant hoher exprimiert als bei den moderat moto-
risch Beeintrachtigten. Dieses Ergebnis lasst sich auch im Sinne der vorigen Ergebnisse im Altersver-
gleich interpretieren: Es erscheint méglich, dass die weniger schwer Beeintrachtigten als Ausdruck
ihres besseren Bewegungsumfanges (wie eben auch die jlingeren gegeniiber den Alteren) einen hé-
heren Grundumsatz an Kollagen 1 haben, wéhrend die schwerer Beeintrachtigten im gleichen Alter
eine erhbhte Expression als Zeichen pathologischer Ablagerung haben. Diese Ergebnisse miissen
noch bestéatigt werden, waren jedoch signifikant und reproduzierbar Umso wichtiger erscheint es, ein
Molekul zu finden und untersuchen zu kénnen, das pathologische Kollagenablagerung von physiologi-
scher im Sinne von erhéhtem Durchsatz unterscheidet. Ein méglicher Kandidat ist Titin, wie im Fol-

genden erlautert wird.

Im Vergleich zu den é&lteren, die &hnlich erhdhte Expressionsmuster von Kollagen sowohl bei den
leicht als bei den schwer motorisch Beeintrachtigten gegenuber den moderat motorisch Beeintréchtig-
ten aufwiesen, konnte bei den jlingeren, nicht mit Botulinumtoxin Behandelten eine signifikante Erhé-
hung des Kollagens in der Gruppe der moderat motorisch Beeintrachtigten gegentiber den leicht moto-
risch Beeintrachtigten gefunden werden, die weiteren Ergebnisse unterschieden sich nicht signifikant.
In diesem Test wurde auch Titin untersucht und es zeigte ein &hnliches Expressionsmuster wie Kol-
lagen: auch Titin war signifikant erhéht exprimiert in der Gruppe der jungeren, nicht Botulinumtoxin-
Behandelten mit moderater motorischer Beeintréachtigung gegeniber denen mit leichter motorischer

Beeintrachtigung.

Die am Meisten Uberraschenden und gleichzeitig konsistentesten Ergebnisse wurden gewonnen in
den Vergleichen zwischen Patienten, die mit Botulinumtoxin behandelt worden waren und denen, die
keine solche Behandlung erfahren hatten: Zunachst zeigte sich die Expression von Kollagen signifi-

kant erhéht in der alteren, mit Botulinumtoxin behandelten Gruppe gegenilber den nicht behandelten
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(ohne Ricksicht auf den Schweregrad der motorischen Beeintrachtigung zu nehmen). In einem erneu-
ten Versuch wurden ausschlieBlich die Proben &lterer, schwer motorisch Beeintréchtigter verglichen,
und abermals waren die mit Botulinumtoxin behandelten signifikant erhéht in der Kollagenexpression
gegeniber den nicht behandelten. Dieses Ergebnis konnte, ebenfalls signifikant, auch fir TGF-p be-
statigt werden. In einem letzten Versuch im Vergleich der dlteren Gruppe mit schwerer motorischer
Beeintrachtigung wurde erneut eine signifikant erhdhte Expression von Kollagen gemessen bei den
mit Botulinumtoxin behandelten gegenuliber den nicht behandelten Patienten. Und in diesem Versuch
wurde schlieBlich auch Titin getestet, welches ein deutlich abweichendes Expressionsmuster zeigte:
Titin war signifikant erhdht exprimiert in der Gruppe der nicht mit Botulinumtoxin behandelten gegen-

Uber den behandelten Patienten.

Zusammenfassend l&sst sich also sagen, dass es Expressionsmuster von Kollagen 1, TGF-f und
Titin im Gruppenvergleich gibt, die teilweise den Hypothesen widersprechen und anhand der Klini-
schen Erfahrung in der Behandlung von Patienten mit CP unbedingt bestétigt werden missen. Am
Wichtigsten erscheint hierbei die Suche nach einem Marker, der eine erhéhte Kollagenexpression zu
unterscheiden hilft in eine pathologische und eine physiologische. TGF-f scheint hierbei nicht geeignet
zu sein, es hat sich in sdmtlichen Versuchen als weitgehend mit Kollagen 1 korrelierend gezeigt. Titin
dagegen folgt zumindest in der alteren Gruppe mit schwerer motorischer Beeintrachtigung nicht dem

Expressionsmuster des Kollagens, wéhrend es dies in der jingeren Gruppe tut.

Gerade im Zuge aktueller Studien, die zeigen konnten, dass sich Botulinumtoxin deutlich langer im
humanen Muskel nachweisen lasst als von Tierversuchen erwartet sowie von Studien, die den Lang-
zeiteffekt von Botulinumtoxin untersuchen und infrage stellen, stellt sich die Frage, ob die Biologie des
Botulinumtoxins gut genug verstanden ist (Ryll et al., 2011; Schroeder et al., 2009; Tedroff et al., 2009;
Tedroff et al., 2010). Nicht vergessen werden sollte im Vergleich der Studienpopulationen vor und
nach Einfihrung von Botulinumtoxin den friihen 1990er Jahren, dass es gleichzeitig groBe Fortschritte
auch in den klassischen therapeutischen Feldern (wie Physiotherapie) und durch die sich immer wei-
ter verbreitende Anwendung der PEG-Sonde gibt, die ein besseres funktionelles Outcome miterklaren

kénnen.

Wie bereits unter 2.2.1, Spastizitat, angesprochen, Iasst sich spekulieren, ob die Spastizitat und damit
auch die gegenlber Normen pathologische Haltung und Bewegung von Menschen mit CP immer nur
zum Nachteil sein missen, oder ob nicht vielmehr als Folge des Verlustes zentraler Kontrolle auf die
evolutionar altere, von monosynaptischen Rickenmarksreflexen bestimmte Kontrolle, die die Spasitizi-
tat (ganz im Gegenteil zur schlaffen L&hmung) ausubt, zurtickgegriffen wird. Und die Frage hierbei ist,
ob dies nur zum Nachteil des Patienten ist, oder ob nicht vielmehr die Indikation zur Schwéachung der
Spastizitat (die in extremer Auspragung mit Hiftluxationen und Schmerzen sicher einen Nachteil fur
den Patienten darstellt) selbst in Zeiten, in denen uns mit Botulinumtoxin ein wirksames Instrument zur
Seite steht, kritisch gestellt werden muss. Und es muss die Frage gestellt werden, was eigentlich nor-

male Haltung und Bewegung in der ja vom Normalen per definitionem, per Diagnose verschiedenen
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Population der Menschen mit CP ist — eine Frage, die bereits in anderen Zusammenhéangen gestellt

wurde (,What are ,normal movements’ in atypical populations?“) (Latash & Anson, 1996).
AbschlieBend l&sst sich in Bezug auf die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit zusammenfassen:

1.) Es konnte bestéatigt werden, dass die Akkumulation von Kollagenen in der Muskulatur von
Patienten mit CP einher geht mit einer erhdhten Expression der Kollagene auf mRNA-

Ebene.

2.) Mit TGF-p und Decorin und vermutlich auch IL-6 waren zumindest einige der Regulatoren

der Kollagenbiosynthese in ihrer Expression signifikant erhéht.
3.) Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Kollagen 1 altersabhédngig geschieht.

4.) Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von Kollagen 1 sich je nach Schweregrad

der motorischen Beeintrachtigung, gemessen mittels GMFCS, unterscheidet.

5.) Die Behandlung des Muskels mit Botulinumtoxin hat signifikanten Einfluss auf die Expressi-

on von Kollagen 1.
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6 Anhang
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