Virchows Arch. path. Anat. 343, 100—107 (1967)

Histologische und histochemische Untersuchungen
iiber den Einflul} von Prednisolonacetat
auf den normalen und denervierten Skeletmuskel der Maus*

F. MirteELBACH und D. POoNGRATZ
IT. Medizinische Klinik der Universitit Minchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. BoDECBTEL)

Eingegangen am 28. Juli 1967
Histological and Histochemical Studies on the Influence of Prednisolone Aacetate
on the Normal and Denervated Murine Skeletal Muscle

Summary. Denervation atrophy in mice is not unfavorably affected by therapy with
prednisolone acetate at a dosage of 0,24 mg/kg body weight daily. There is, however, a
remarkable evidence for a type-II-fibre-atrophy in muscle.

Zusammenfassung. Bei einer Dosis von 0,24 mg/kg/die wird durch Prednisolonacetat bei
der Maus die nach Denervierung auftretende Muskelatrophie nicht ungiinstig beeinfluft. Auf-
fallend ist der Befund einer Typ-II-Faser-Atrophie.

Seitdem sich die Corticosteroide ein breites Feld in der Therapie der ver-
schiedensten Krankheiten erobert haben, erschienen bis heute schon mehrere
Berichte iiber myopathische Affektionen bei linger dauernder Medikation.

Von besonderem Interesse erscheinen in diesem Zusammenhang Befunde von
MrLLeER und KucELBERG (1959), die auch beim Morbus Cushing analoge Muskel-
affektionen nachweisen konnten.

Tierexperimentelle Arbeiten zum aufgezeigten Problemkreis der Cortison-
myopathie erbrachten bislang folgende Ergebnisse: Bei der Applikation von tég-
lich bis zu 10 mg Cortisonacetat pro kg Koérpergewicht tiber einen Zeitraum von
7—25 Tagen fand Ervis (1953, 1956) bei Kaninchen regelmafig myopathische
Verénderungen. Die von Erurs angewandten Dosen iibersteigen aber die in der
Therapie in der Regel verwandten Mengen wesentlich. Deshalb erschien es an-
gebracht, in einem Tierversuch die Verhéltnisse mit erheblich geringeren Dosen
von Glucocorticoiden, wie sie aber den Erfordernissen der Langzeitbehandlung
vieler Krankheiten entsprechen, noch weiter zu iberprifen. Dabei wurde
Prednisolon verwendet, da dieses Corticosteroid heute in der Therapie wohl die
groBte Rolle spielt. Da bei vielen Prozessen, die mit einer Denervierung einher-
gehen (Polyneuropathien), héufig die der neurologischen Stoérung zugrunde
liegende Grundkrankheit eine Steroidtherapie erfordert, sollte weiterhin unter-
sucht werden, wie sich bei experimenteller Denervation die Muskulatur unter
Prednisolon verhalt, besonders im Vergleich zur nicht denervierten Muskulatur.
Das gewonnene Material wurde histologisch und histochemisch. untersucht.

* Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Friedrich Baur-Stiftung, Miinchen, und der
Deutschen Forschungsgemeinschaft durchgefithrt.
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Methodik

Als Versuchstiere wurden ménnliche Albinomé&use verwendet. Bei der Hilfte der Tiere
wurde der Nervus ischiadicus des rechten Hinterbeines reseziert. Zur Vermeidung einer Rein-
nervation wurde ein Stiick des Nervs von mindestens 0,5 cm entfernt. Darauthin wurden die
Méiuse in vier Gruppen aufgeteilt:

Gruppe 1+ 2: denervierte Mause,

Gruppe 3 + 4: nicht denervierte Mause.

Die Tiere der Gruppen 2 und 4 erhielten zweimal wochentlich Prednisolonacetat
(= 1-Dehydro-17-Hydroxy-Corticosteronacetat). Die verwendete Kristallsuspension wurde zu
diesem Zwecke mit steriler physiologischer Kochsalzlésung 1:100 verdiinnt, so daf nun 1 ml,
der urspringlich 10 mg Substanz beinhaltete, 0,1 mg Prednisolonacetat enthielt. Davon wur-
den jeweils 0,25 ml subcutan am Riicken injiziert, wo eine groBiflichige und gleichméBige
Verteilung gewihrleistet war. Die endgiiltige Dosierung betrug also pro Woche und Tier
0,05 mg. Da die Miuse ein Durchschnittsgewicht von 30 g aufwiesen, ergibt sich daraus eine
Dosis von 0,24 mg/kg/die.

Die Versuchsdauer betrug 8 Wochen. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Tiere dekapi-
tiert. Daraufhin wurden folgende Muskeln zur histologischen, beziehungsweise histochemischen
Aufarbeitung entnommen:

M. gastrocnemius des rechten Hinterbeines,

M. gastrocnemius des linken Hinterbeines,

M. rectus femoris ventralis des rechten Hinterbeines,

M. rectus femoris ventralis des linken Hinterbeines.

Bei der Entnahme wurde besonders darauf geachtet, daf3 das Gewebe nicht durch Druck
oder Zug mechanisch beschiddigt wurde.

Im Rahmen der weiteren Aistologischen Aufarbeitung wurden die Muskeln nach Formalin-
Fixierung nach der Methode von v. HirscE und BoELLaarD (1958), modifiziert von ERBSLOH
und DiETEL (1959), in Methacrylat eingebettet und zu 5y dicken Schnitten verarbeitet.
Als Routinefirbung diente die van Gieson-Féarbung. Von jedem Muskel wurden an einem
genau orthograd getroffenen Querschnitt in mehreren Préparaten mit Hilfe des Ocular-
mikrometers jeweils 100 Muskelfaserdurchmesser ausgezihlt.

Ein Teil des Gewebegutes wurde zur histochemischen Aufarbeitung sofort nach der Ent-
nahme in flissiger Luft eingefroren und anschlieBend in der Tiefkiihltruhe bei —20°C auf-
bewahrt. An den im Kryostaten angefertigten Schnitten von 10—20 w Dicke wurden folgende
enzymhistochemischen Untersuchungen durchgefithrt:

1. Succinatdehydrogenase-Nachweis nach NacurLAss u. Mitarb. (1958) mit Tetra-Nitro-BT
als Indicator bei einer Inkubationszeit von 60 min bei 37°C.

2. Cytochromozxydase-Nachweis nach BUrsTONE (1959) mit Paraaminodiphenylamin als
Substrat bei einer Inkubationszeit von 120 min bei Zimmertemperatur.

3. Qlycerinaldehydphosphatdehydrogenase- Nachweis nach PETITE mit Tetra-Nitro-BT als
Indicator und einer Inkubationszeit von 10 min bei Zimmertemperatur.

4. Phosphorylase-Nachweis nach TAREUCHI (1956) mit 60 min Inkubationszeit bei 37°C.

Ergebnisse

Bei der histologischen Untersuchung zeigte der denervierte Muskel 8 Wochen
nach Durchtrennung des Nervs das typische Bild der neurogenen Atrophie mit
deutlich erkennbarer Verschmélerung der Faserdurchmesser und Abrundung der
Einzelfasern. Unter der oben beschriebenen Prednisolonapplikation finden sich
weder am normalen, noch am denervierten Muskel deutliche Zeichen einer
Cortisonmyopathie. Fasernekrosen fehlen vollig. Im Sinne einer schwachen myo-
pathischen Reaktion ist eine grolere Zahl aktivierter und mittelstindiger Kerne
aufzufassen. Die Auszdhlung der Faserdurchmesser mit Hilfe des Ocularmikro-
meters ergab das in der Tabelle dargestellte numerische Ergebnis. Danach zeigt
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der normale und der mit Prednisolon behandelte Muskel bei intakter Innervation
myometrisch praktisch die gleiche statistische Faserverteilung. Bei der in vor-
liegender Arbeit gewdhlten Dosierung, die bewuBt weit unter der von Eruis
verwandten liegt, finden sich also keine myometrisch fafibaren Verdnderungen.
Bei der infolge Denervation bedingten Atrophie verschiebt sich das Spektrum
der Faserverteilung stark zugunsten der diinneren Fasern. Unter Prednisolon
ergibt sich am denervierten Muskel annéhernd das gleiche Bild, das heit, auch
hier sind unter dem Einflufl des Prednisolon keine myometrischen Verdnderungen
ablesbar.

Tabelle. Zahlenmifige Verteilung der Muskelfaserdurchmesser (bezogen auf jeweils 100 Fasern,)

© Denervier- Denervierter Normaler Normaler
ter Muskel Muskel + Muskel Muskel -

Prednisolon- Prednisolon-
acetat acetat

12 2 — — —

16 — 3 — —

20 7 15 — —

24 35 28 3 3

28 29 20 5 4

32 17 16 15 12

36 8 6 16 19

40 2 8 40 38

44 — 3 12 11

48 — 1 7 9

52 — — 2 2

56 — — — 1

60 — — — 1

Deutlicher veranschaulichen lassen sich die Ergebnisse in der graphischen Dar-
stellung. Dabei wurden auf der Ordinate die Faserzahl und auf der Abszisse der
Faserdurchmesser aufgetragen (Abb. 1).

Unter der in vorliegender Arbeit gewahlten Applikation von Prednisolon er-
leidet also weder der normale, noch der denervierte Muskel eine nennenswerte
Verdnderung der Faserdurchmesser. Daraus ergibt sich, daff in der angewandten
Dosierung der katabole Effekt des Prednisolon nicht wesentlich ins Gewicht fallt.

Als Ausgangspunkt fiir die Beschreibung der enzymbhistochemischen Verdnde-
rungen unter Corticosteroidtherapie mufl das Verbalten des normalen M. gastro-
cnemius der Maus dargestellt werden. Es handelt sich um einen sog. gemischten
Muskel, der charakterisiert ist durch die Anwesenheit zweier histochemisch genau
differenzierbarer Fasertypen. Die meist dinneren Fasern vom 7'yp I sind durch
einen besonderen Reichtum an oxydativen Enzymen (zum Beispiel Succinat-
dehydrogenase) gekennzeichnet, wihrend die cytoplasmatische Phosphorylase und
die myofibrillire ATPase nur eine schwache Reaktion zeigen. Die meist dickeren
Fasern vom Typ II zeigen das reziproke Verhalten, nadmlich eine schwache
Reaktion der oxydativen und eine starke der glycolytischen Enzyme (DuBowrrz
und PrarsEk, 1960).
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Der denervierte Muskel zeichnet sich durch eine weitgehende Uniformitét des
Enzymmusters sowohl der intramitochondrialen, als auch der cytoplasmatischen
Enzyme aus. Das histochemische Bild ist durch die Angleichung der Fasern vom
Typ I und IT gekennzeichnet (Basusz, 1965). Dabei ist die Reaktionsintensitét
insbesondere der oxydativen Enzyme deutlich reduziert, (BeckETT und BoURNE,
1960; MrrreLBACH, 1966), die Phosphorylase dagegen erscheint in ihrem augen-
falligen Reaktionsbild gegeniiber dem normalen Muskel eher verstirkt.
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Abb. 1. Graphische Darstellung der Verteilung der Muskelfaserdurchmesser des normalen und
denervierten Skeletmuskels der Maus unter Prednisolonacetat

Die scheinbare Diskrepanz zwischen diesem Befund und der Tatsache, dal
die Phosphorylase am atrophischen Muskel bei biochemischer Untersuchung an
Muskelextrakten vermindert ist (VALLYATHAN, CHERIAN, GEORGE, 1964), beruht
darauf, daB die starke histochemische Reaktion durch das Kleinerwerden der
Fagern vorgetduscht wird. Es nimmt ndmlich wéihrend der sich entwickelnden
Denervationsatrophie der Wassergehalt des Muskels stdrker ab, als der Protein-
gehalt, so daf die Einzelfaser ,,enzymreicher erscheint, die Enzyme des Gesamt-
muskels aber insgesamt erniedrigt sind.

Unter der Applikation von Prednisolonacetat fillt am normalen Muskel bei
der Succinatdehydrogenase- Reaktion (Abb. 2) eine erhohte Aktivitdt bei sicher ge-
steigertem Kontrast der beiden Fasertypen auf. Am denervierten Muskel zeigt
die SDH eine stark verminderte Reaktion mit uniformem Bild. Demgegentiber
findet sich am denervierten Muskel unter Prednisolonacetat ein deutliches Wieder-
ansteigen der Faserdifferenzierung. Analoge Befunde zeigen die Cytochrom-
oxydase und die Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase.

Die Phosphorylase- Reaktion (Abb. 3) ergibt am normalen Muskel unter
Prednisolon eine deutliche histochemische Reaktionsverstirkung einzelner Fasern
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Abb. 2a—d. Succinatdehydrogenase-Nachweis, Vergr. 100 X. a Normaler Muskel mit dem

typischen schachbrettartigen enzymbhistochemischen Muster; b normaler Muskel unter

Prednisolonacetat mit leichter Aktivitatssteigerung und besonders deutlicher Faserdifferen-

zierung; ¢ denervierter Muskel mit verminderter Aktivitdt und weitgehend uniformen Re-

aktionsmuster; d denervierter Muskel unter Prednisolonacetat mit wieder deutlich werdender
Faserdifferenzierung

Abb. 3a—d. Phosphorylase-Nachweis, Vergr. 100x. a Normaler Muskel mit dem typischen
Schachbrettmuster und dem reziproken Verhalten gegeniiber den oxydativen Enzymen;
b normaler Muskel unter Prednisolonacetat: Atrophie der Fasern vom Typ IT; ¢ denervierter
Muskel mit fast aufgehobenem Schachbrettmuster, d.h. uniformer Aktivitéit; d denervierter
Muskel unter Prednisolonacetat: wieder deutliche Differenzierung in die beiden Fasertypen

und dadurch eine besonders ausgepriagte Faserdifferenzierung. Auffallend ist dabei
ein Enzymmuster, das vom tblichen Differenzierungsbild der Phosphorylase bei
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einigen Tieren erheblich abweicht. Wahrend am normalen Muskel vor allem die
dickeren Fasern vom Typ II in der histochemischen Darstellung dieses Enzyms
eine stirkere Anfarbung erkennen lassen, findet sich unter dem Einflul von
Prednisolon eine stirkere Reaktion der diinneren Fasern. Dies wiirde bedeuten,
daB es unter der Gabe von Prednisolon isoliert zu einer Atrophie der Fasern vom
Typ II kommen kann. Dieser aufgezeigte Befund 148t sich auf Grund der alleinigen
histochemischen Untersuchungen noch nicht einordnen; weitere Untersuchungen
sind im Gange.

Der denervierte Muskel zeigt unter Prednisolon im Vergleich zum nicht behan-
delten denervierten Muskel ebenfalls eine gesteigerte Reaktionsintensitdt bei
angedeutetem Schachbrettmuster.

Diskussion

Wie die Ergebnisse zeigen, verursacht Prednisolonacetat in der gewahlten
Dosierung von 0,24 mg/kg/die bei den Versuchstieren in keinem Falle das klassische
Bild der Cortisonmyopathie. Der ausgeprigte Katabolismus der Corticosteroide
vermag in vorliegender Versuchsanordnung noch keine Auswirkungen zu erzielen.
Es erschiene verstindlich, wenn die Muskulatur, die als der sog. Haupt-Eiweil3-
..Speicher des menschlichen Kérpers anzusprechen ist, im Rahmen einer kata-
bolen Stoffwechsellage empfindlich geschadigt wiirde. Diese katabole Wirkung
der Corticosteroide auf den Eiweil-Stoffwechsel (Woor und WEINSHELBAUM,
1959) bleibt aber offenbar bei der gewdhlten Dosierung noch ohne wesentliche
Folgen. Ja selbst bei der Denervationsatrophie wird der Katabolismus nicht
‘wesentlich verstarkt. Kine Begriindung fiir dieses Verhalten ist wahrscheinlich
darin zu sehen, dall der Stoffwechsel des denervierten und somit nur mehr wenig
funktionstiichtigen Muskels wesentlich verringert ist und deshalb der katabole
EinfluBl des Prednisolon sich nicht mehr auswirkt.

Die Steigerung der oxydativen Enzyme kénnte man als Ausdruck fir die
cortisoninduzierte Stoffwechsellage ansehen, ohne daB unter den gewihlten Ver-
suchsbedingungen eine manifeste Substanzverminderung des Muskels statthat.
Das erhaltene, beziehungsweise verstirkte Schachbrettmuster am nicht dener-
vierten Muskel 148t schwerwiegende Funktionsstérungen des Muskels von vorne
herein ausschlieBen und das eher regressiv beeinfluite histologische Bild des
denervierten Muskels 148t keine Verschlechterung unter der Glucocorticoid-
therapie erkennen.

Der auffallendste Befund der histochemischen Untersuchungen ist die ésolierte
Atrophie der Fasern vom Typ IT unter der Steroidapplikation, so dal} in diesen
Fasern eine erhohte Phosphorylase-Aktivitdt vorgetduscht wird. Kiirzlich be-
schrieben ExcEL und BrookxE (1966) bei der myotonischen Dystrophie, die ja
mit sehr vielen Stérungen von seiten des Endocrinium und des Stoffwechsels ein-
hergehen kann, eine vorherrschende Typ-I-Faser-Atrophie. Es scheint also, dal
moglicherweise bei Stoffwechselstérungen, bei denen der Muskel in seiner Gesamt-
heit nicht einer signifikanten Atrophie anheimfillt, jeweils nur einzelne Fasern
von dem Prozel betroffen werden. Im Gegensatz zu den Befunden von ENGEL
und BrooxkE lieB sich in unserem Falle das Vorliegen einer Typ-II-Faser-Atrophie
wahrscheinlich machen. Uber die Deutung dieses Befundes bei der eigentlichen
Cortisonmyopathie, bei der ja auch mit konventionellen histologischen Methoden
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Veranderungen gefunden werden, sind noch Untersuchungen im Gange. Offen-
sichtlich sind die Fasern, die mit dem Glykogenstoffwechsel in Beziehung stehen,
besonders betroffen.

Ein weiterer pathogenetischer Faktor fiir die Auslésung myopathischer Pro-
zesse ist die Fahigkeit der Corticosteroide, die Kaliumausscheidung zu fordern.
Besonders interessant erscheint in diesem Zusammenhange, dafl im Falle eines
experimentellen Kaliummangels dbnliche myopathische Prozesse manifest wer-
den, wie bei der Cortisonmyopathie (HorE, HERNDON, 1955). Allerdings gestattet
die Elektromyographie, beide Prozesse voneinander zu differenzieren.

In vorliegender Arbeit war das Augenmerk insbesondere darauf gerichtet, ob
am denervierten Muskel, bei dem besonders in den Anfangsstadien der Atrophie
ein deutlicher Kaliumverlust zu beobachten ist (Gurmanw, 1962), durch die
gleichzeitige Prednisolontherapie in einer Dosierung, die erfahrungsgeméfl nicht
imstande ist, eine Myopathie hervorzurufen, eine Potenzierung beziiglich der
Kaliumverarmung statthat. Es konnten aber nirgends morphologische Befunde
des Kaliummangels, etwa eine vacuolidre Degeneration, beobachtet werden, so
daf zumindest unter vorliegenden Versuchsbedingungen ein gefahrlicher Kalium-
verlust auf Grund des normalen histologischen Befundes nicht wahrscheinlich
gemacht werden kann.

Wie die Untersuchungen insgesamt zeigen, ist bei einer Langzeittherapie mit
Glucocorticoiden in der Gréfenordnung von etwa 15 mg Prednisolon pro Tag mit
keinen wesentlichen myopathischen Komplikationen zu rechnen. Es treten weder
wesentliche atrophische, noch nekrotische Verdnderungen auf. Das ganze Problem
der Cortisonmyopathie erweist sich damit als sehr stark dosisabhingig. Daraus
ergibt sich, dafl man mit den stérker wirksamen fluorhaltigen Steroiden, wie die
Literatur zeigt, schon mit geringeren Mengen myopathische Verénderungen er-
zielt. Es darf also somit extrapoliert werden, daf bei Langzeitbehandlung mit
Prednisolon in der GroBenordnung von etwa 15 mg/die, sowie bei den anderen
Glucocorticoiden in wirkungsentsprechenden Dosen mit dem Auftreten einer sog.
Cortisonmyopathie auch dann nicht zu rechnen ist, wenn es sich um einen Dener-
vationsprozell handelt.
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