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1. Einleitung 

1.1 Frakturheilung 

Die Frakturheilung ist ein komplexer Prozess, der mit einer inflammatorischen Phase beginnt 

[2]. Eine initiale Inflammation kommt nicht nur bei Frakturheilung vor, allgemein beginnen 

regenerative Prozesse mit einer Entzündungsreaktion [3]. Während jedoch z. B. bei der 

Wundheilung der Haut am Ende eine Narbe entsteht, kommt es bei der Frakturheilung zur 

Bildung von neuem Knochen. Das neu entstandene Gewebe ist also nicht nur 

bindegewebiger Ersatz, sondern gleicht der ursprünglichen Gewebezusammensetzung.  

Nach der Fraktur formt sich im Frakturspalt durch Einblutung von Knochenmark und 

peripherem Blut aus zerrissenen Blutgefäßen ein Hämatom, das sogenannte 

Frakturhämatom. Das Frakturhämatom wird als der Ort angesehen, an dem die initiale 

inflammatorische Phase stattfindet [2]. Hier wird der Heilungsprozess initiiert. Im Anschluss 

kommt es während der Granulationsphase zur Ausbildung des sogenannten weichen Kallus, 

der die Frakturenden überbrückt. In der Folge kommt es zur Mineralisierung, und es entsteht 

Geflechtknochen. Im weiteren Verlauf wird dieser durch Lamellenknochen ersetzt und 

schließlich wird mit Abschluss der Frakturheilung die normale Knochenstruktur 

 

Abbildung 1: Übersicht über die Phasen der Frakturheilung, die zeitlich aufeinanderfolgen und 
auch überlappen, aus [2]. 
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wiederhergestellt (Remodeling). Eine Übersicht über die Frakturheilung findet sich in 

Abbildung 1 aus [2]. 

Aus Tiermodellen ist bekannt, dass eine Entfernung des Frakturhämatoms, des Ortes der 

initialen inflammatorischen Phase, eine verzögerte oder nicht erfolgreiche Frakturheilung zur 

Folge hat [4]. Aber auch aus biomechanischer Sicht ist die initiale Phase der Frakturheilung 

sehr empfindlich. Anfänglich fehlende optimale Fixation geht mit einem schlechten klinischen 

Ergebnis der Frakturheilung einher [5, 6]. In Zusammenschau ist es sehr wahrscheinlich, 

dass die klinischen Resultate einer Frakturheilung bereits während der initialen 

inflammatorischen Phase entscheidend beeinflusst und gelenkt werden können.  

Durch das Auftreten einer Fraktur kommt es zu einem Gewebeschaden, der mit einem 

Zerreißen des Gefäßgeflechtes einhergeht. Hierdurch ist die Versorgung mit Sauerstoff 

sowie Nährstoffen vor Ort nicht mehr gewährleistet. Hinzu kommt, dass Knochenmark an 

sich bereits ein hypoxisches Gewebe ist [7]. Auf diese bioenergetisch ungünstigen 

Bedingungen wiesen bereits in der 1970er-Jahren der erniedrigte pH-Wert sowie die erhöhte 

Laktat-Konzentration im Frakturhämatom hin [8, 9]. Um die komplexen Prozesse der initialen 

Frakturheilung einleiten zu können, müssen die hierfür zuständigen Zellen in der Lage sein, 

sich an die bioenergetisch widrigen Bedingungen wie Sauerstoff- und Nährstoffmangel 

anzupassen [2]. Zumindest vorübergehend müssen diese Zellen nicht nur überleben, 

sondern auch ihre Funktionen ausführen. In den meisten Zellpopulationen wird zur 

Anpassung an den vorherrschenden Sauerstoffmangel die α-Untereinheit des Hypoxia 

Inducible Factor (HIF) stabilisiert. Bei ausreichender Sauerstoffverfügbarkeit wird die α-

Untereinheit zwar ständig produziert, aber dann sofort degradiert (Abbildung 2). Die β-

Untereinheit wird konstitutiv exprimiert. Nach Stabilisierung der α-Untereinheit wirkt das 

gesamte Molekül als Transkriptionsfaktor und HIF-regulierte Gene werden induziert. Die 

meisten bekannten Hypoxie-regulierten Gene sind HIF-reguliert. Zur Anpassung an die 

vorherrschende Hypoxie zählt HIF zu den wichtigsten Regulatorproteinen [1]. 

Frakturhämatomzellen sind ebenfalls in der Lage, sich durch HIF an Hypoxie anzupassen, 

wie wir auf RNA-Ebene bereits gezeigt haben [10]. Laktatdehydrogenase A (LDHA), 

Interleukin (IL)-6, IL-8, CXC Chemokine Receptor Type 4 (CXCR-4) und Vascular Endothelial 

Growth Factor (VEGF), die allesamt HIF-Zielgene sind, zeigten sich im Frakturhämatom 

erhöht exprimiert. Daraus kann indirekt auf eine HIF-vermittelte Hypoxie-Adaptation 

geschlossen werden.  
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Die Expression von LDHA, IL-6, IL-8, CXCR-4 und VEGF weist neben der Anpassung an 

Hypoxie auch auf die beginnende Entzündungsreaktion sowie die Weichenstellung für 

Neoangiogenese hin [10]. Darüber hinaus konnte in diesem sehr frühen Stadium im initialen 

Frakturhämatom unter den genannten bioenergetisch widrigen Bedingungen bereits die 

Expression von Markern der Osteogenese, wie Secreted Phosphoprotein 1 (SPP1, 

Proteinprodukt Osteopontin), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und Runt-related 

Transcription Factor 2 (RUNX-2), gezeigt werden [10]. Dies galt für Patienten, die bis auf die 

Fraktur ansonsten gesund waren. In Patienten mit eingeschränkter Immunfunktion, wie z. B. 

bei Patienten mit Autoimmunerkrankungen oder Neoplasien, konnten wir hingegen bereits im 

initialen Frakturhämatom eine Störung dieser Vorgänge nachweisen [11]. Hier zeigte sich im 

Vergleich zu den bis auf die Fraktur gesunden Patienten eine ausgeprägt hohe 

inflammatorische Reaktion, die mit einer Suppression des osteogenen Markers RUNX-2 

einhergeht [11]. Darüber hinaus war in diesen Patienten die Adaptation der 

Frakturhämatomzellen auf die lokale Hypoxie auf Genebene inadäquat niedrig [11].  

In einem in vitro Frakturhämatom-Modell konnten wir nachweisen, dass die Zellen im initialen 

Frakturhämatom unter bioenergetisch widrigen Bedingungen, Hypoxie sowie 

 

Abbildung 2: Sauerstoffabhängige Regulation von HIF. Linksseitig ist die Regulation unter normaler 
Sauerstoffverfügbarkeit dargestellt, auf der rechten Seite ist die Regulation unter Sauerstoffmangel 
dargestellt. Abbildung aus [1]. 
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Nährstoffmangel, in der Lage sind, die initiale inflammatorische Phase ohne ein weiteres 

exogenes Signal zu initiieren [12]. 

 

1.2 Interaktion von Immunzellen und Knochenzellen 

Die Interaktionsmechanismen zwischen Osteoblasten, Osteoklasten, deren Vorläuferzellen 

und Immunzellen sind sehr vielschichtig. Diese Komplexität hat zur Definition dieses 

Forschungsgebietes als Osteoimmunologie geführt [13-16]. Unterschiedliche Immun- und 

Knochenzellen exprimieren eine Reihe von gleichen regulatorischen Molekülen, Rezeptoren 

und Transkriptionsfaktoren. Hierdurch wird die enge Verknüpfung des Knochens mit dem 

Immunsystem betont [14, 16, 17]. Makrophagen und Osteoklasten entwickeln sich aus 

denselben Vorläuferzellen. Aktivierte T-Zellen sind in der Lage, durch die Expression von 

Receptor Activator of NF-!B Ligand (RANKL) die Osteoklastogenese zu fördern [17-20]. Die 

Sekretion von Interleukin-17 unterstützt ebenfalls die Osteoklastogenese [15, 21-23]. 

Andererseits kann die Osteoklastogenese auch durch regulatorische T-Zellen supprimiert 

werden [24-26]. Weiterhin kann die Osteogenese durch die Sekretion von Zytokinen wie 

Interferon-! und IL-4 beeinflusst werden [13, 18]. Aber auch Osteoblasten werden durch 

Zytokine beeinflusst: Interferon-! hemmt die Kollagensynthese [27], und Interleukin-4 lockt 

Osteoblasten an [28]. 

 

1.3 Die initiale inflammatorische Phase der Frakturheilung 

Es war bislang allgemein anerkannt, dass die inflammatorische Phase die Frakturheilung 

beeinflusst. Allerdings wurde lange von der inflammatorischen Phase als der Phase 

ausgegangen, in welcher Immunzellen einwandern und den Entzündungs- sowie 

Abräumungsprozess beginnen. Dabei wurde bislang übersehen, dass bereits initial im 

primären Frakturhämatom Immunzellen vorhanden sind [2]. Das Frakturhämatom bildet sich 

nämlich aus als ein Gemisch des einblutenden Knochenmarks sowie nach Gefäßruptur des 

peripheren Blutes. Welche Rolle diese bereits von Beginn an vorhandenen Immunzellen in 

der inflammatorischen Phase spielen, war bislang weitgehend unbekannt. Es ist jedoch 

nachgewiesen worden, dass gerade dieses initiale Frakturhämatom bei der Frakturheilung 
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eine entscheidende Rolle spielt [29-33]. Es ist daher klar, dass das initiale Frakturhämatom 

wichtig ist für eine effektive Heilung [4, 34], die genaue regulatorische Rolle bei der Initiierung 

der Regeneration ist jedoch weitgehend unklar. Bislang war ebenfalls wenig über die 

immunologische Zusammensetzung in Bezug auf Zellen und humorale Faktoren bekannt.  

Die Entfernung von Frakturhämatomen zwischen den Tagen 2 und 4 aber eben auch 

zwischen den Tagen 1 und 2 führt im Tiermodell zu einer verzögerten Frakturheilung oder 

einer Pseudarthrose [4, 34]. Wie wichtig das initiale Frakturhämatom ist, wird auch daraus 

ersichtlich, dass offene Frakturen durch ihre Art selbst, jedoch auch durch die zur 

Reduzierung des Infektionsrisikos notwendige Säuberung, mit einer Entfernung des 

Frakturhämatoms einhergehen. Offene Frakturen haben wahrscheinlich auch durch diese 

notwendige Entfernung des Frakturhämatoms ein schlechteres Ergebnis mit erhöhter Rate 

von verzögerten Frakturheilungen und Pseudarthrosen.  

Interessanterweise ist ein frühes, 2 Tage altes Frakturhämatom offenbar nur in der Lage, 

erfolgreich eine Knochenneubildung zu initiieren, wenn eine Nachbarschaft mit dem 

Periosteum besteht. Hingegen kann ein 4 Tage altes Frakturhämatom bereits ektop Knochen 

produzieren, auch nach Implantation in einen Muskel, und somit ohne Kontakt zum 

Periosteum [35, 36]. Die gereiften Frakturhämatome beinhalten mesenchymale 

Stammzellen, die in der Lage sind, in die adipogene oder osteogene Richtung zu 

differenzieren [37, 38]. Ebenso wichtig ist, dass das humorale Frakturhämatom-Milieu 

(zellfreier Überstand) osteoinduktiv wirkt [36, 38]. Daher ist anzunehmen, dass in den 

gereiften Frakturhämatomen bereits sämtliche Weichen zur erfolgreichen Frakturheilung 

gelegt wurden.  

 

1.4 Frakturheilung bei Patienten mit eingeschränkten Immunfunktionen 

Patienten, die unter Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis oder dem 

Systemischen Lupus erythomatodes leiden, zeigen gehäuft verzögerte Frakturheilung oder 

sogar die Entwicklung von Pseudarthrosen [39-42]. Aber auch Patienten mit anderweitig 

eingeschränkten Immunfunktionen wie Patienten mit Diabetes mellitus, Patienten unter einer 

immunsuppressiven Therapie bei malignen Grunderkrankungen oder Alkoholiker leiden 

gehäuft unter nicht optimaler Frakturheilung [11, 43-45]. Ob und inwieweit sich bis auf die 
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Fraktur gesunde Patienten von der Patientengruppe mit eingeschränkten Immunfunktionen 

bereits in der initialen Phase der Frakturheilung unterscheiden, war bislang unklar. 
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1.5 Fragestellung 

Die initiale inflammatorische Phase der Frakturheilung ist weichenstellend für das Ergebnis 

der Heilung. Allerdings ist bislang wenig über die Zusammensetzung und die Vorgänge im 

initialen Frakturhämatom bekannt. Im Rahmen dieser Arbeit soll das initiale Frakturhämatom 

näher beleuchtet werden, insbesondere unter Beachtung der bioenergetisch widrigen 

Bedingungen zum Beginn der Frakturheilung. Weiterhin soll in dieser Arbeit berücksichtigt 

werden, dass Patienten mit eingeschränkten Immunfunktionen zu einer schlechteren 

Frakturheilung neigen. Zu dieser Patientengruppe gehören auch Patienten mit 

Autoimmunerkrankungen, wie wir sie in der Rheumatologie betreuen.  

Insgesamt bleibt die Erforschung des initialen Frakturhämatoms ein sehr spannendes 

Forschungsfeld, deren Erkundung dabei helfen wird, nicht nur die initialen Vorgänge besser 

zu verstehen, sondern diese möglicherweise auch therapeutisch beeinflussen zu können.  
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2. Eigene Arbeiten 

2.1 Das frühe humane Frakturhämatom ist charakterisiert durch Inflammation und 

Hypoxie 

Kolar P, Gaber T, Perka C, Duda GN, Buttgereit F (2011) Human Early Fracture Hematoma 

Is Characterized by Inflammation and Hypoxia. Clin Orthop Relat Res 469:3118-26 [46] 

 

Immunologisch korrekt ablaufende Vorgänge spielen bei Regenerationsvorgängen eine 

große Rolle. Dies ist auch der Fall bei der Frakturheilung. Im Rahmen dieser Untersuchung 

sollte geklärt werden, inwieweit die initiale Inflammation bereits im frühen Frakturhämatom 

nachweisbar ist. Hierzu wurde die lokale Genexpression in Zellen des Frakturhämatoms 

untersucht. Aus dem Expressionsmuster wurden Rückschlüsse in Bezug auf Anpassung an 

Hypoxie, Migration, Angiogenese und Osteogenese gezogen. Um eine Vorstellung über die 

zeitlichen Abläufe der Genexpressionen zu bekommen, wurden neben Frakturhämatomen 

von bis auf die Fraktur gesunden Patienten auch Hämatome untersucht, die nach einer 

Osteotomie im Rahmen einer totalen Hüftendoprothese entstanden sind. Diese wurden als 

ein Modell für Frakturhämatome zum Zeitpunkt 0h definiert. Als Modell für eine 

eingeschränkte immunologische Kompetenz bei einem Frakturhämatom wurden Hämatome 

nach einer Osteotomie mit vorhergehender Hüftbestrahlung gewählt. Es wurden also die 

folgenden drei Gruppen untersucht [46]: 

1. Frakturhämatome von ansonsten gesunden Patienten 

2. Hämatome nach Osteotomie des Femurs (Modell für Zeitpunkt 0h = Hämatom bei 

Frakturentstehung von ansonsten gesunden Patienten) 

3. Hämatome nach Osteotomie des Femurs mit vorheriger Bestrahlung der Hüftregion 

(Modell für Zeitpunkt 0h = Hämatom bei Frakturentstehung von immunologisch 

eingeschränkten Patienten) 

In den Zellen des Frakturhämatoms (6–72 Stunden nach Fraktur) konnten deutlich erhöhte 

LDHA Genexpressionswerte im Vergleich zum peripheren Blut gefunden werden. Die 

erhöhte LDHA Genexpression wies auf eine Adaptation an Hypoxie hin. Darüber hinaus 

konnten höhere Expressionslevel von IL-6, IL-8 und VEGF im Sinne einer Hypoxie-
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vermittelten Inflammation und Angiogenese gezeigt werden. CXCR-4 zeigte ebenfalls 

erhöhte Expressionslevel in den Zellen des Frakturhämatoms. Als Hinweis auf osteogene 

Differenzierung fanden sich bereits erhöhte Level an SPP1 und RUNX-2 mRNA. Der zeitliche 

Verlauf der Genexpression wurde durch den Vergleich der Expressionslevel im Osteotomie-

Hämatom (Modell Zeitpunkt 0h) mit dem Expressionslevel im Frakturhämatom rekonstruiert. 

Im Zeitverlauf wurden LDHA, VEGF, IL-8, SPP1 und RUNX-2 induziert. Die Bestrahlung von 

Hüften vor Entnahme des Osteotomie-Hämatoms führte zu supprimierter Expression von 

HIF-1A, IL-6, IL-8, CXCR-4 und RUNX-2 mRNA [46].  

Insgesamt zeigen die Daten, dass Frakturhämatomzellen in der Lage sind, sich an Hypoxie 

anzupassen, und dass Entzündungsvorgänge, aber auch Regenerationsvorgänge, bereits im 

initialen Frakturhämatom auf mRNA Level nachweisbar sind. Insofern kann man auf eine 

frühe Beteiligung des Immunsystems an den Vorgängen der Frakturheilung schließen. Das 

initiale Frakturhämatom legt die Weichen für den Beginn der Angiogenese, Chemotaxis und 

Osteogenese [46].  
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http://dx.doi.org/10.1007/s11999-011-1865-3 
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2.2 Anpassung und Überleben von humanen Immunzellen unter bioenergetisch 

widrigen Bedingungen in einem in vitro Frakturhämatom-Modell 

Hoff P*, Maschmeyer P*, Gaber T, Schutze T, Raue T, Schmidt-Bleek K, Dziurla R, 

Schellmann S, Lohanatha FL, Rohner E, Ode A, Burmester GR, Duda GN, Perka C, 

Buttgereit F (2013). Human immune cells' behavior and survival under bioenergetically 

restricted conditions in an in vitro fracture hematoma model. Cell Mol Immunol;10: 151-8. 

[12] 

 

Da aus der vorherigen Arbeit in ex vivo Frakturhämatomen eine Adaptation an 

bioenergetisch widrige Bedingungen anzunehmen ist, sollten die Immunzellen im 

Frakturhämatom diesbezüglich näher beleuchtet werden. Darüber hinaus wird zwar 

allgemein angenommen, dass die frühe inflammatorische Phase der Frakturheilung das 

Ergebnis des Regenerationsprozesses beeinflusst. Im Detail ist die frühe inflammatorische 

Phase des Frakturhämatoms jedoch nicht verstanden. Zum besseren Verständnis dieser 

frühen Phase haben wir in dieser Studie ein in vitro Frakturhämatom-Modell etabliert. Hierzu 

wurden Hämatome, die nach einer Osteotomie im Rahmen einer Hüfttotalendoprothese 

entstanden, in vitro unter bioenergetisch definierten Bedingungen kultiviert. Dabei wurden die 

Wirkungen von sowohl Hypoxie als auch Nährstoffmangel beleuchtet. Die 

Zusammensetzung der Immunzellpopulationen, deren Überleben sowie die Zytokin-

Expression wurden in unserem Modell ebenfalls untersucht [12].  

Wir konnten nachweisen, dass die kultivierten Immunzellen eine Anpassung an Hypoxie 

vornahmen. Angiogene Faktoren, Chemokine sowie pro-inflammatorische Moleküle wurden 

induziert und auf RNA- und Proteinebene nachgewiesen. Hierzu zählen insbesondere VEGF, 

Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP-1), IL-8, IL-6 und Interferon-!. Interessanterweise 

wurden diese Faktoren nur bei Nährstoffmangel in signifikanten Konzentrationen gefunden. 

Unter Nährstoffsubstitution ließ sich dieser Effekt nicht nachweisen und auch die 

Sauerstoffverfügbarkeit hatte auf diesen Effekt nicht den entscheidenden Einfluss. Hingegen 

wurde durch die Kombination aus Hypoxie und Nährstoffmangel das selektive Überleben von 

Lymphozyten begünstigt. Diese Effekte zeigten sich nicht, wenn die Zellen unter 

bioenergetisch günstigen Bedingungen kultiviert wurden [12]. Interessanterweise entsprach 

dieses selektive Überleben von Lymphozyten der in ex vivo Frakturhämatomen gefundenen 

Zellzusammensetzung, sodass davon auszugehen ist, dass eine Kombination von Hypoxie 

und Nährstoffmangel die initialen Bedingungen im Frakturhämatom gut imitiert. 
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Insgesamt konnten wir in unserem Modell nachweisen, dass die Bioenergetik die initiale 

inflammatorische Phase der Frakturheilung durch die Lenkung des Überlebens und der 

Immunzellfunktion entscheidend beeinflusst [12]. 
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http://dx.doi.org/10.1038/cmi.2012.56 
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2.3 Immunologisch eingeschränkte Patienten zeigen eine ausgeprägte 

Inflammation sowie inadäquate Anpassung an Hypoxie im Frakturhämatom 

Hoff P, Gaber T, Schmidt-Bleek K, Senturk U, Tran CL, Blankenstein K, Lutkecosmann S, 

Bredahl J, Schuler HJ, Simon P, Wassilew G, Unterhauser F, Burmester GR, Schmidmaier G, 

Perka C, Duda GN, Buttgereit F (2011) Immunologically restricted patients exhibit a 

pronounced inflammation and inadequate response to hypoxia in fracture hematomas. 

Immunol Res 51:116-22 [11] 

 

In ex vivo Frakturhämatomen von bis auf die Fraktur gesunden Patienten konnten wir zuvor 

eine Adapatation an die im Frakturhämatom vorherrschenden bioenergetisch widrigen 

Bedingungen zeigen. Darüber hinaus zeigte sich in unserem in vitro Frakturhämatom-Modell 

sogar, dass sowohl Sauerstoffmangel als auch Nährstoffmangel notwendig sind, um die 

frühe Inflammation zu initiieren und das in vivo Frakturhämatom nachzuahmen. Inwieweit 

auch Zellen in Frakturhämatomen von Patienten mit Einschränkungen der Immunfunktion 

dazu in der Lage sind, sich an die vorherrschenden bioenergetisch widrigen Bedingungen zu 

adaptieren, sollte nun geklärt werden. 

In Patienten mit Funktionsstörungen des Immunsystems kommt es gehäuft zu ineffektiver 

oder verzögerter Frakturheilung. Hierzu gehören Patienten mit Autoimmunerkrankungen, 

immunsuppressiver Therapie, Diabetiker oder auch z. B. Patienten, die unter Neoplasien 

leiden. Daher wird angenommen, dass ein effektiv funktionierendes Immunsystem wichtig ist 

für eine zeitgerechte und erfolgreiche Frakturheilung. Über die initiale inflammatorische 

Phase bei Patienten mit eingeschränkter Immunfunktion ist allerdings bislang wenig bekannt. 

In dieser Arbeit wurden daher Frakturhämatome von immunologisch eingeschränkten 

Patienten mit denen von bis auf die Fraktur gesunden Patienten verglichen.  

Auf Genebene konnten wir bei immunologisch eingeschränkten Patienten im Vergleich zu bis 

auf die Fraktur gesunden Patienten eine erniedrigte RUNX-2 Expression nachweisen. 

Hieraus ergibt sich bereits zu diesem frühen Zeitpunkt der Hinweis auf gestörte osteogene 

Differenzierung im Frakturhämatom. Es zeigte sich eine ausgeprägte inflammatorische 

Reaktion mit sehr hoher Expression von IL-8 und CXCR-4 in immunologisch 

eingeschränkten Patienten. Darüber hinaus konnten wir eine inadäquate Anpassung an 

Hypoxie auf Genebene nachweisen. HIF-1A mRNA wurde hoch exprimiert, was bereits 

ungewöhnlich ist, denn die !-Untereinheit von HIF wird auf Proteinebene, nicht auf mRNA 
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Ebene, reguliert. Trotz der hohen mRNA-Expression von HIF-1A wurde keine adäquate 

damit einhergehende Expression der Zielgene nachgewiesen. LDHA und 

Phosphoglyceratkinase (PGK-1) als Zielgene von HIF waren in den immunologisch 

eingeschränkten Patienten insgesamt erniedrigt.  

In Zusammenschau passen sich die Zellen im Frakturhämatom von immunologisch 

eingeschränkten Patienten zwar ebenfalls an die vorherrschenden bioenergetisch widrigen 

Bedingungen an. Allerdings verläuft die Adaptation an Hypoxie nicht adäquat und die 

Initiierung der osteogenen Differenzierung verläuft nicht zeitgerecht. Insgesamt zeigen sich 

bereits während der frühen inflammatorischen Phase im Frakturhämatom Hinweise auf einen 

inadäquaten Beginn des Regenerationsprozesses.  
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2.4 Durch präoperative Bestrahlung der Hüftregion zur Prävention von heterotoper 

Ossifikation vor einer Hüfttotalendoprothese-Operation wird lokal eine 

Entzündungsreaktion initiiert 

Hoff P, Rakow A, Gaber T, Hahne M, Sentürk U, Strehl C, Fangradt M, Schmidt-Bleek K, 

Huscher D, Winkler T, Matziolis D, Matziolis G, Badakhshi H, Burmester GR, Duda GN, 

Perka C, Buttgereit F (2013). Preoperative irradiation for the prevention of heterotopic 

ossification induces local inflammation in humans. Bone 55:93-101 [47] 

 

In immunologisch eingeschränkten Patienten zeigten sich im Frakturhämatom Defizite in 

Bezug auf die Initiierung der osteogenen Differenzierung. Zuvor konnten wir bereits zeigen, 

dass eine Bestrahlung der Hüftregion zur Suppression der Genexpression von osteogenen 

Markern führt. Daraus ergab sich die Frage, ob eine Bestrahlung der Hüftregion zur 

Verhinderung einer heterotopen Ossifikation nach Einsatz einer totalen Endoprothese die 

Vorgänge bei immunologisch eingeschränkten Patienten imitieren könnte, was deren gehäuft 

schlechtere Frakturheilung mit erklären könnte. Darüber hinaus sollte aus immunologischer 

Sicht die ausbleibende Knochenneubildung nach Bestrahlung im Operationsgebiet geklärt 

werden. 

Zur Prävention einer heterotopen Ossifikation nach dem operativen Einsatz einer 

Hüfttotalendoprothese werden standardmäßig eine Bestrahlung der Hüftregion mit 7 Gray 

(GY) oder die postoperative Behandlung mit NSAR eingesetzt. Da anzunehmen ist, dass 

inflammatorische Prozesse die Entwicklung einer heterotopen Ossifikation triggern sowie im 

allgemeinen Regenerationsprozesse wie auch die Neubildung von Knochen mit einer 

Entzündungsreaktion beginnen, sind wir davon ausgegangen, dass die präoperative 

Bestrahlung zur Einschränkung der lokalen Immunantwort führt. Um dies zu untersuchen, 

wurden Zellpopulationen und Zytokine in Hämatomen untersucht, die im Rahmen der 

Osteotomie bei Patienten entstanden, die eine Hüfttotalendoprothese erhielten. Dabei 

wurden Hämatome untersucht und verglichen von Patienten, die präoperativ bestrahlt 

wurden, mit denen von Patienten, die postoperativ NSAR erhalten sollten und somit keine 

Bestrahlung erhielten.  

Die präoperative Bestrahlung führte zu einem Anstieg der Häufigkeit von T-Zellen, 

zytotoxischen T-Zellen, Natürlichen Killer-T-Zellen (NKT-Zellen) und CD25+CD127- 

regulatorischen T-Zellen im Osteotomie-Hämatom. Hingegen zeigte sich der Anteil von 
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naiven CD45RA exprimierenden zytotoxischen T-Zellen nach der Bestrahlung erniedrigt. Pro-

inflammatorische Zytokine, wie z. B. IL-6 und Interferon-!, und auch Chemokine, wie z. B. 

MCP-1 und das Protein Regulated on Activation, normal T cell expressed and secreted 

(RANTES), fanden sich in den Hämatomen der bestrahlten Gruppe in signifikant höherer 

Konzentration als in denen der unbestrahlten Gruppe. Hingegen zeigte sich die 

Konzentration des Angiogenesefaktors VEGF in der bestrahlten Gruppe signifikant erniedrigt.  

Präoperative Bestrahlung führt zu signifikanten Veränderungen der lokalen 

Zellzusammensetzung sowie der lokalen Zytokinsekretion. Durch Bestrahlung wird ein eher 

pro-inflammatorisches Milieu generiert. Insgesamt scheint die Bestrahlung der Hüftregion 

nicht nur wegen der gestörten Angiogenese zur Verhinderung der heterotopen Ossifikation 

beizutragen. Möglicherweise entsteht eine Wirkung auch insbesondere durch die zu frühe 

und zu starke Inflammation, die einen geordneten Knochenaufbau verhindert, wie es in 

diesem Fall zur Verhinderung der heterotopen Ossifikation gewünscht ist.  
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2.5 Hypoxie fördert Osteogenese und unterdrückt Adipogenese in humanen 

mesenchymalen Stammzellen 

Wagegg M, Gaber T, Lohanatha FL, Hahne M, Strehl C, Fangradt M, Tran CL, Schonbeck K, 

Hoff P, Ode A, Perka C, Duda GN, Buttgereit F. (2012) Hypoxia promotes osteogenesis but 

suppresses adipogenesis of human mesenchymal stromal cells in a hypoxia-inducible factor-

1 dependent manner. PLoS One 7:e46483 [48] 

 

Im Rahmen der Frakturheilung ist eine Anpassung an lokale Hypoxie unumgänglich. Hierbei 

spielt als Schlüsselfaktor HIF-1 eine wichtige Rolle. In unseren Arbeiten konnten wir zeigen, 

dass sich die initial im Frakturhämatom vorhandenen Zellen an Hypoxie anpassen. Es ist 

bekannt, dass mesenchymale Stammzellen zur Frakturheilung vonnöten sind und in das 

Frakturhämatom einwandern. Daher haben wir im Rahmen dieser Arbeit den Einfluss von 

Hypoxie und der Expression von HIF-1! auf die Differenzierung von humanen 

mesenchymalen Stammzellen untersucht.  

Mesenchymale Stammzellen wurden aus dem Knochenmark gewonnen. Sie wurden unter 

Normoxie bzw. Hypoxie in Kultur genommen und anschließend auf die Expression Hypoxie-

induzierter Gene untersucht. Darüber hinaus wurden durch Zusätze zum Kulturmedium 

Adipogenese bzw. Osteogenese induziert. Im Anschluss wurde überprüft, ob eine 

Differenzierung in Richtung Adipogenese oder Osteogenese stattfand. Mittels eines Knock-

Down-Systems sollte die Rolle von HIF-1! geklärt werden.  

Durch Hypoxie konnten HIF-1! sowie Zielgene von HIF-1 in mesenchymalen Stammzellen 

induziert werden. Darüber hinaus führte eine Kultivierung unter Hypoxie zu einer 

supprimierten Adipogenese und zu einer verstärkten Osteogenese. Dieses Phänomen wurde 

auf Genebene, aber auch auf Proteinebene gezeigt. Der Knock-Down von HIF-1! verstärkte 

Adipogenese sowohl unter Normoxie als auch Hypoxie und supprimierte die Hypoxie-

vermittelte Osteogenese. 

In Zusammenschau konnten wir zeigen, dass Hypoxie die Osteogenese in humanen 

mesenchymalen Stammzellen fördert und die Adipogenese supprimiert. Das heißt, dass die 

initialen bioenergetischen Bedingungen nicht nur an der Induktion der Inflammation beteiligt 

sind, sondern durch die Beeinflussung der für die Frakturheilung unerlässlichen 

mesenchymalen Stammzellen entscheidend zur Osteogenese beitragen. Insgesamt sehen 
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wir die in der frühen Phase der Frakturheilung herrschende Hypoxie als einen der wichtigen 

Faktoren zur Initiierung einer effektiven Frakturheilung.  
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3. Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Erkenntnisse zu immunologischen Vorgängen während der 

initialen Phase der Frakturheilung gewonnen. Dabei wurde insbesondere der Einfluss der 

bioenergetischen Bedingungen, wie Hypoxie und Nährstoffmangel, berücksichtigt. Sämtliche 

hier dargestellten wissenschaftlichen Untersuchungen fanden im humanen System statt. 

Dadurch konnten auch wertvolle Ergebnisse zu Störungen der initialen Phase der 

Frakturheilung gewonnen werden. Insbesondere konnten Patienten mit erhöhter 

Wahrscheinlichkeit für verzögerte oder nicht gelungene Frakturheilung untersucht werden. 

Eine Simulation der gestörten immunologischen Funktion fand mittels Verarbeitung von 

Material aus der bestrahlten Hüftregion statt. Darüber hinaus wurde ein in vitro 

Frakturhämatom-Modell etabliert, das die initialen Vorgänge im Frakturhämatom nachstellt 

und auch aktuell weiterhin erfolgreich für Forschungszwecke eingesetzt wird. Aber auch die 

für die Frakturheilung wichtigen mesenchymalen Stammzellen wurden unter Bedingungen 

wie im Frakturhämatom vorherrschend beleuchtet. 

 

Die initiale Phase der Frakturheilung ist durch eine Entzündungsreaktion gekennzeichnet 

[29, 30, 32]. Allgemein wird angenommen, dass in dieser Phase bioenergetisch widrige 

Bedingungen herrschen. Darauf gibt es bereits seit den 70er-Jahren des 20. Jahrhunderts 

Hinweise in Form von erniedrigtem pH sowie erhöhten Laktatwerten [2, 49]. Bereits damals 

wurden diese Erkenntnisse als ein Hinweis auf Sauerstoffmangel gewertet [8, 9]. Insgesamt 

ist es auch logisch, bioenergetisch widrige Bedingungen anzunehmen, denn aufgrund der 

Fraktur ist die Gefäßstruktur zerstört und damit die Versorgung mit Sauerstoff und 

Nährstoffen eingeschränkt. Darüber hinaus ist eine Entzündungsreaktion ein bioenergetisch 

hoch aktiver Prozess, der mit Einschränkung der Sauerstoffverfügbarkeit einhergeht [1, 50, 

51]. Durch Vergleich der Genexpression in Zellen des frühen Frakturhämatoms mit der 

Genexpression in einem Modell für Zeitpunkt 0h (Osteotomie-Hämatom) konnte 

nachgewiesen werden, dass Zielgene des Schlüsselregulators der Hypoxieanpassung (HIF-

1) hoch exprimiert wurden. Die Hypoxie-regulierten Gene LDHA, IL-8 und VEGF fanden sich 

im frühen Frakturhämatom (<72 Stunden post Fraktur) erhöht. Dies zeigt nicht nur die 

Anpassung an die vorhandene Hypoxie, sondern bereits den Beginn der Inflammation sowie 

Angiogenese [52-54]. Darüber hinaus fand sich CXCR-4 erhöht. Die Hypoxie-induzierte 

Hochregulation von CXCR-4 könnte zu der Immigration von Granulozyten und Makrophagen 

beitragen, die bekanntermaßen innerhalb von 48 Stunden stattfindet [55-57]. Aber auch das 
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osteogene Potenzial der initialen Frakturhämatome war bereits früh an der Expression von 

SPP1 sowie RUNX-2 erkennbar [10]. SPP1 als Osteogenesemarker gehört zu den HIF-

regulierten Genen [58, 59]. RUNX-2 ist ein Transkriptionsfaktor, der die 

Osteoblastendifferenzierung steuert, und der auf einem deutlich erhöhten Expressionsniveau 

nachgewiesen werden konnte [59-61]. 

Als ein Modell für Patienten mit eingeschränkter immunologischer Leistung im initialen 

Frakturhämatom wurden Osteotomie-Hämatome untersucht, die von zuvor in der Hüftregion 

bestrahlten (7 GY) Patienten stammten [10]. Diese Patienten erhielten die Bestrahlung zur 

Prophylaxe einer heterotopen Ossifikation vor Einsatz einer Hüfttotalendoprothese. Die 

Osteotomie-Hämatome von bestrahlten Patienten wurden mit den Osteotomie-Hämatomen 

von Patienten ohne Bestrahlung verglichen. Das ex vivo Frakturhämatom enthält 

insbesondere Leukozyten, sodass davon auszugehen ist, dass diese besonders durch die 

Bestrahlung beeinflusst werden, da es sich um metabolisch hoch aktive Populationen 

handelt. Auf Genebene fanden sich Marker der Inflammation (IL-6, IL-8) deutlich erniedrigt. 

Scheinbar widerspricht die niedrige mRNA Expression von IL-6 und IL-8 den später auf 

Proteinebene gewonnenen Daten, wo sich erhöhte Konzentrationen pro-inflammatorischer 

Marker wie eben auch IL-6 und IL-8 zeigen [47]. In Zusammenschau ist zu vermuten, dass 

die Zellen im bestrahlten Osteotomie-Hämatom initial aktiviert werden und überschießend 

Zytokine und weitere Faktoren produzieren. Allerdings gehen sie dann im Anschluss in 

Apoptose und stellen zuvor die mRNA Produktion ein, daher können wir auf mRNA Ebene 

nur noch wenig IL-6 und IL-8 nachweisen. Außerdem sind die sezernierten Proteine stabiler 

und somit länger nachweisbar als die mRNA. Zusätzlich werden die hohen Zytokinmengen 

wahrscheinlich nur von Subpopulationen gebildet, die möglicherweise selektiv länger 

überleben und auch dann länger mRNA dieser Faktoren bilden. Da die mRNA Analysen 

jedoch im Gesamtzellgemisch stattfanden, gingen die Signale von prozentual weniger Zellen 

insgesamt unter. 

Studien zur Untersuchung der frühen inflammatorischen Phase der Frakturheilung waren 

bislang selten. Die vorhandenen Studien konzentrierten sich eher auf die Einwanderung von 

Immunzellen in bereits existierende Frakturhämatome [55, 56, 62, 63]. Das initiale 

Frakturhämatom entwickelt sich jedoch unmittelbar nach einem Trauma und enthält bereits 

zahlreiche Immunzellpopulationen aus dem Knochenmark sowie aus dem zerstörten 

Gefäßsystem [57, 64]. Um die Rolle dieser Immunzellen besonders in Augenschein zu 

nehmen, entwickelten wir ein in vitro Frakturhämatom-Modell [12]. Dazu wurden Osteotomie-

Hämatome als Modell für ein Frakturhämatom zum Zeitpunkt 0 Stunden benutzt und für 6 
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bzw. 24 Stunden unter hypoxischen versus normoxischen Bedingungen in vitro ohne weitere 

Zufuhr von Nährstoffen kultiviert. HIF-1-regulierte Gene, wie PGK-1 und VEGF, fanden sich 

in den unter Hypoxie kultivierten Zellen erhöht. Pro-inflammatorische Faktoren, wie 

Interferon-γ, IL-6 und IL-8, fanden sich auf Genebene unter Hypoxie ebenfalls signifikant 

erhöht. Dies war unter Normoxie nicht der Fall, sodass die Hypoxie hier als ein wichtiger 

Trigger der Inflammation angesehen wird [12]. Auf Genebene korrespondierten die 

Ergebnisse mit den von uns gewonnenen Ergebnissen aus ex vivo Frakturhämatomen [10]. 

Auch die mRNA von angiogenen Faktoren, wie VEGF, zeigte sich signifikant erhöht, erneut 

passend zu unseren ex vivo Ergebnissen [10]. Der frühe Beginn der Angiogenese kann nicht 

nur in Form von erhöhtem VEGF gefunden werden. Auch IL-8 wirkt sich proangiogen aus 

[65-67]. IL-8 ist allerdings auch ein wichtiges Chemokin, das die Einwanderung weiterer 

Immunzellen steuert, wie z. B. Granulozyten [65-67]. Die Ergebnisse auf Genebene konnten 

jedoch auch auf Proteinebene bestätigt werden. Die Konzentration von VEGF, Interferon-!, 

IL-6 und IL-8 zeigten sich nach einer 24-stündigen Inkubation deutlich erhöht. 

Interessanterweise zeigte sich die Konzentration dieser Faktoren im Frakturhämatom-Modell 

nicht erhöht, wenn ausreichend Nährstoffe zugeführt wurden. Daher ist dieser Vorgang auch 

abhängig von der Nährstoffzufuhr. Insgesamt konnten wir also nicht nur die Hypoxie, sondern 

insbesondere deren Kombination mit Nährstoffmangel identifizieren als entscheidende 

Faktoren zur Initiierung der frühen Inflammation ohne weitere Triggerfaktoren [12]. MCP-1 

wurde ebenfalls unter Hypoxie in erhöhter Konzentration gefunden und könnte zusammen 

mit IL-8 für die notwendige Anlockung von phagozytierenden Zellen verantwortlich sein [68, 

69]. Auf Proteinebene konnte jedoch kein Unterschied zwischen hypoxischen und 

normoxischen Bedingungen in Bezug auf die Initiierung der inflammatorischen Faktoren 

unter Nährstoffmangel gefunden werden. Daher gehen wir davon aus, dass die Bedingungen 

unter Hypoxie und Nährstoffmangel in Zusammenschau mit den eindeutig unter Hypoxie 

erhöhten mRNA Werten für die inflammatorischen und proangiogenen Faktoren ein 

selektives Überleben der Zellen fördern, die diese Faktoren produzieren.  

In unserer Untersuchung haben wir uns daher auch insbesondere der Analyse der 

Immunzellen und deren Zusammensetzung im in vitro Frakturhämatom-Modells gewidmet 

[12]. Die Zellzahl blieb über die ersten 6 Stunden konstant, war jedoch nach 24 Stunden 

bereits halbiert. Unter Hypoxie und Nährstoffmangel kam es selektiv zu einem deutlich 

besseren Überleben der Lymphozyten, während Granulozyten untergingen. Diese 

Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen aus Frakturhämatomen im Schaf gut überein [64]. 

Im humanen System konnten wir diesen Effekt in noch nicht publizierten Daten ebenfalls 

beobachten. Darüber hinaus ist bekannt, dass CD4 positive T-Zellen, die zu den 
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Lymphozyten gehören, auch unter Sauerstoffmangel überleben und ihre Effektorfunktion 

aufrecht erhalten, passend zu der gefundenen Sekretion der genannten Zytokine/Chemokine 

[51, 70]. 

In unserem Frakturhämatom-Modell konnten wir bestätigen, dass Sauerstoff- und 

Nährstoffmangel die frühe inflammatorische Phase initiieren. Aber auch Angiogenese und die 

Anlockung weiterer Immunzellen werden bereits innerhalb von 24 Stunden nach Fraktur 

induziert [12].  

Patienten mit Autoimmunerkrankungen, Krebserkrankungen wie auch Alkoholiker weisen 

eine eingeschränkte Immunabwehr auf [71-76]. Es ist bekannt, dass Frakturen in 

immunsupprimierten Patienten verzögert heilen oder sogar in Pseudarthrosen resultieren 

[39-41]. Um zu untersuchen, ob sich Unterschiede zwischen bis auf die Fraktur gesunden 

Patienten und Patienten mit eingeschränkter Immunantwort im initialen Frakturhämatom 

zeigen, wurden diese beiden Gruppen verglichen [11].  

Interessanterweise zeigte sich der Transkriptionsfaktor RUNX-2, der die 

Osteoblastendifferenzierung induziert, in immunologisch eingeschränkten Patienten auf 

Genebene deutlich supprimiert. Hingegen zeigte sich kein Unterschied in Bezug auf die 

Expression von SPP1. Daraus lässt sich folgern, dass nicht alle Wege zur Osteogenese 

generell in dieser Patientengruppe eingeschränkt sind, sondern selektiv bestimmte Pathways 

betroffen sind. Die bereits zuvor aus unseren Ergebnissen bekannte Expression der HIF-1-

regulierten Gene IL-8, CXCR-4 sowie VEGF konnte auch in der Patientengruppe mit 

eingeschränkter Immunfunktion detektiert werden [10, 12]. Interessanterweise konnten IL-8, 

CXCR-4 und VEGF in der immunologisch eingeschränkten Gruppe im Vergleich zu 

Normalspendern auf einem deutlich erhöhten Expressionsniveau gefunden werden [11]. 

Bereits hier zeigte sich der Verdacht auf eine Deregulation des zeitlichen Ablaufs im 

Frakturhämatom von immunologisch eingeschränkten Patienten.  

In den immunologisch eingeschränkten Patienten konnte jedoch auch eine höhere 

Expression der HIF-1! mRNA nachgewiesen werden. Dies war überraschend, denn der 

Faktor HIF-1! wird auf Proteinebene, nicht auf mRNA Ebene reguliert [1, 50]. Dieser 

Umstand weist auf eine sehr hohe metabolische Aktivität hin, wie auch bereits zuvor die 

deutliche Erhöhung der inflammatorischen und angiogenen Marker sowie Marker für 

Einwanderung (IL-8, CXCR-4, VEGF). Eine gestörte Begrenzung der Immunantwort kann 

vermutet werden, diese kommt oft bei immunologischen Störungen vor [77, 78]. Insgesamt 

liegt also am ehesten eine gestörte inflammatorische Reaktion in immunologisch 
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eingeschränkten Patienten vor, was zumindest zum Teil die erhöhte Wahrscheinlichkeit einer 

verzögerten oder nicht erfolgreichen Frakturheilung erklärt [39, 41-45]. Darüber hinaus 

zeigten sich typische HIF-1 Zielgene, die die Anpassung an Hypoxie vermitteln, wie LDH-1 

und PGK-1, erniedrigt im Vergleich zu Normalspendern. Daher ist insgesamt nicht nur eine 

gestörte initiale Inflammation wahrscheinlich, sondern auch von einer Unfähigkeit einer 

adäquaten Anpassung an Hypoxie [11].  

Um die interessanten Ergebnisse, die sich aus der Untersuchung der immunologisch 

eingeschränkten Patienten ergaben, weiter zu untersuchen, widmeten wir uns der 

Untersuchung der heterotopen Ossifikation [47]. Heterotope Ossifikation tritt häufig im 

Operationsgebiet auf in Patienten nach einer Hüftgelenkstotalendoprothese, wenn sich diese 

keiner Prophylaxe unterziehen. Dabei kommt es zu Knochenneubildung in Weichteilen. Ohne 

Prophylaxe tritt heterotope Ossifikation in 25–60 % der Patienten auf [79-81]. Es gibt jedoch 

auch Literaturstellen, die die Inzidenz von heterotoper Ossifikation ohne Prophylaxe auf bis 

zu 90 % angeben [82]. Standardisiert wird daher die Hüftregion bei einer geplanten 

Hüftgelenkstotalendoprothese bestrahlt oder aber die Patienten werden postoperativ 

prophylaktisch mit NSAR behandelt. In Patienten, die präoperativ bestrahlt wurden, konnte 

im Vergleich zu präoperativ unbestrahlten Patienten in den Osteotomie-Hämatomen eine 

deutlich erhöhte Konzentration pro-inflammatorischer Faktoren wie IL-6, IL-8 und Interferon-! 

gefunden werden. Interessanterweise zeigten sich in den Zellen der Osteotomie-Hämatome 

aus bestrahlten Patienten auch eine Reihe von Chemokinen erhöht, wie MCP-1, 

Macrophage Inflammatory Protein (MIP-1)!, MIP-1!, Eotaxin, Basic Fibroblast Growth Factor 

(FGF basic) und RANTES (Protein-Ebene). Dies passt zu unseren Voruntersuchungen, wo in 

unserem in vitro Frakturhämatom-Modell die Proteinkonzentration von MCP-1 erhöht war 

[12]. Insgesamt bestätigt sich die Hypothese, dass bei Patienten mit Einschränkung der 

Immunfunktion eine Störung der initialen Inflammation mit überschießender Produktion von 

pro-inflammatorischen Faktoren und Chemokinen besteht [12, 47]. Die genannten 

Chemokine werden von Monozyten/Makrophagen, zytotoxischen T-Zellen, aber auch NKT-

Zellen produziert [68, 83]. Hierzu passen auch die Erkenntnisse auf zellulärer Ebene, wo wir 

in Osteotomie-Hämatomen von präoperativ in der Hüftregion bestrahlten Patienten eine 

erhöhte Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen nachweisen konnten. Interessanterweise 

konnten wir aber nicht nur eine Erhöhung aller untersuchten Zytokine und Chemokine 

nachweisen, vielmehr handelt es sich um einen selektiven Prozess. In der Gruppe der 

bestrahlten Patienten zeigten sich IL-2, IL-7, IL-15 und VEGF in signifikant erniedrigter 

Konzentration. IL-2 und IL-15 sind überlebens- und proliferationsinduzierende Faktoren in T-

Zellen und in NKT-Zellen [84, 85]. Die geringe Konzentration von IL-2 und IL-15 ging jedoch 
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nicht einher mit einer Reduktion von T- und NKT-Zellen. Vielmehr waren T-Zellen und NKT-

Zellen in erhöhter Anzahl zu finden, daher gehen wir davon aus, dass es hier zu einem 

selektiven Verbrauch der Zytokine kommt. IL-7 ist wichtig für die Knochenmarkshomöostase 

[86]. Durch die Bestrahlung könnte die Sekretion von IL-7 hier eingeschränkt sein. Ebenso ist 

die Induktion des proangiogenen VEGF reduziert. Dieses Protein spielt jedoch eine wichtige 

Rolle beim Knochenaufbau durch Angiogeneseinduktion [65, 87, 88]. Bei der Bestrahlung der 

Hüftregion könnte dieser Effekt entscheidend zur Verhinderung der heterotopen Ossifikation 

beitragen. Es wurden jedoch auch zahlreiche Effekte auf Immunzellpopulationen gefunden. 

Naive B-Zellen fanden sich nach Bestrahlung erniedrigt, sodass wir von einer Aktivierung von 

B-Zellen durch die Bestrahlung ausgehen [89, 90]. Dies könnte auf eine Rolle von B-Zellen 

während der Osteogenese hinweisen, z. B. durch bestimmte, von diesen Zellen produzierte 

Zytokine [91]. Nach Bestrahlung zeigten sich auch CD3+CD8+ zytotoxische T-Zellen und 

CD3+CD56+ NKT-Zellen signifikant erhöht. Beide Zellpopulationen sind in antivirale und 

antitumorale Immunantworten involviert [92, 93]. Möglicherweise sind ähnliche Mechanismen 

zur Prävention von heterotoper Ossifikation günstig. Darüber hinaus sind die genannten 

Populationen dazu in der Lage, Interferon-! in hoher Konzentration zu produzieren [92, 93], 

und scheinen daher in Zusammenschau mit den Zytokindaten verantwortlich zu sein für die 

erhöhte Interferon-! Konzentration nach Bestrahlung. Aus der Wundheilung ist bekannt, dass 

die Depletion von zytotoxischen T-Zellen mit einer verbesserten Regenerationskapazität 

assoziiert ist [3, 85, 94, 95]. Daher könnte auch die erhöhte Anzahl von CD8+ zytotoxischen 

T-Zellen in diesem Fall mit einer Verhinderung von Knochenneubildung und somit mit 

Verhinderung der heterotopen Ossifikation assoziiert sein (hier ein gewünschter Effekt).  

Ebenso konnten CD25+CD127- regulatorische T-Zellen in signifikant erhöhter Häufigkeit 

nach Bestrahlung nachgewiesen werden. Zur Beschränkung der Immunantwort geht 

normalerweise die eingeleitete Inflammation auch mit einer Erhöhung der Zahl 

regulatorischer T-Zellen einher [96, 97]. Daher passt dieser Fund erneut zu der dargestellten 

starken Inflammationsreaktion. 

Insgesamt konnten wir nachweisen, dass lokale Bestrahlung als Modell für gestörte 

Immunfunktion mit einer starken, aber gestörten Inflammation einhergeht [12, 47]. In diesem 

Fall ist dies ein gewünschter Effekt zur Verhinderung der heterotopen Ossifikation. In 

immunologisch eingeschränkten Patienten stellt dies bereits ein initiales Problem dar, das 

mit einer gestörten Frakturheilung assoziiert ist. 
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Es ist bekannt, dass mesenchymale Stammzellen zur Frakturheilung beitragen und bereits 

nach 24 Stunden in das Frakturhämatom angelockt werden [98-101]. Durch in vitro Kultur 

von ex vivo Frakturhämatome lassen sich mesenchymale Stammzellen mit chondrogenen 

und osteogenen Eigenschaften gewinnen [37, 38]. Inwieweit sich die zuvor nachgewiesenen 

bioenergetisch widrigen Bedingungen wie Hypoxie auf mesenchymale Stammzellen 

auswirken, war bislang unbekannt. Wir konnten nachweisen, dass unter Hypoxie die 

Adipogenese supprimiert wird, während sich Hypoxie fördernd auf die Osteogenese 

auswirkt. Mesenchymale Stammzellen stabilisieren unter Hypoxie den Faktor HIF-1! und 

sind daher in der Lage, sich an Hypoxie anzupassen [1, 102-105]. HIF-1 regulierte Gene 

konnten nach Inkubation unter Hypoxie in mesenchymalen Stammzellen nachgewiesen 

werden. Hierzu zählen Glucose Transporter 1 (GLUT-1), LDHA und PGK-1 [106]. Passend 

hierzu wurde bereits demonstriert, dass Hypoxie zu verstärkter Proliferation von 

mesenchymalen Stammzellen führt [107, 108]. Der Effekt der Hypoxie auf verstärkte 

Osteogenese und erniedrigte Adipogenese konnte auf zellulärer Ebene mittels Färbungen 

dargestellt werden. Hierzu passend zeigte sich jedoch auch, dass unter Hypoxie der für 

Adipogenese wichtige Transkriptionsfaktor Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 

Gamma (PPARG) auf mRNA Ebene supprimiert war. Hingegen zeigte sich die Expression 

der mRNA des osteogenen Markers RUNX-2 unter Hypoxie signifikant erhöht. Unter Hypoxie 

und Einfluss von osteogenem Medium wird auch die mRNA Expression von VEGFA deutlich 

erhöht nachgewiesen.  

Auch mittels chemisch induzierter Hypoxie konnten mesenchymale Stammzellen in Richtung 

Osteogenese getriggert werden. Daher könnte dieser Weg ebenfalls ein therapeutisches 

Potenzial für zukünftige Behandlung bei Risikopatienten für Frakturheilungsstörungen bieten.  

Insgesamt gehen wir davon aus, dass das initiale Frakturhämatom zur Anlockung von 

mesenchymalen Stammzellen beiträgt und dass diese vor Ort durch das Frakturhämatom-

Milieu in die osteogene Differenzierungsrichtung getrieben werden. Dieser Vorgang wird 

darüber hinaus durch die vorhandene Hypoxie unterstützt. Insgesamt wird das Milieu des 

initialen Frakturhämatoms mit den vor Ort vorhandenen bioenergetischen Bedingungen auch 

für die korrekte Triggerung der mesenchymalen Stammzellen zur adäquaten Frakturheilung 

benötigt. Eine schematische Zusammenfassung wird in Abbildung 3 dargestellt. 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der initialen Vorgänge im Frakturhämatom. 

 



Zusammenfassung 

  

 

72 

4. Zusammenfassung 

Das Immunsystem und die Regulation des Knochens sind eng miteinander verknüpft. In den 

letzten Jahren wurde dieser Umstand immer besser verstanden, und das Forschungsfeld der 

Osteoimmunologie wurde etabliert [14-16]. In dieser Arbeit wurde insbesondere die frühe 

inflammatorische Phase der Frakturheilung untersucht. Diese findet örtlich im 

Frakturhämatom statt [2]. Das Frakturhämatom formt sich innerhalb des Frakturspalts direkt 

nach dem Trauma und enthält bereits zahlreiche Immunzellpopulationen aus dem 

Knochenmark und durch Einblutung aus dem zerrissenen Gefäßsystem auch aus dem 

peripheren Blut [3, 109]. Diese bereits initial vorhandenen Immunzellen wurden bislang 

wenig untersucht. Wir konnten zeigen, dass bereits das initiale Frakturhämatom eine hohe 

inflammatorische Aktivität aufweist. Zahlreiche pro-inflammatorische Zytokine finden sich hier 

deutlich erhöht. Darüber hinaus ist bereits in dieser Phase ein angiogenes Potenzial 

nachweisbar, das sich u. a. an der Expression von IL-8 und VEGF zeigt. Aber auch 

osteogene Marker wie SPP1 und RUNX-2 werden bereits initial exprimiert. Wir konnten 

darüber hinaus in einem in vitro Frakturhämatom-Modell zeigen, dass eine hohe 

entzündliche Aktivität besteht und dass angiogene und osteogene Faktoren induziert werden. 

Diese Vorgänge sind abhängig von den bioenergetisch widrigen Bedingungen im initialen 

Frakturhämatom. Die beeinflussenden bioenergetischen Bedingungen sind der lokale 

Sauerstoff- und Nährstoffmangel. Darunter wird die Inflammation im Frakturhämatom auch 

ohne weitere exogene Faktoren induziert. Interessanterweise ist die initiale inflammatorische 

Phase des Frakturhämatoms bei Patienten mit Neigung zu verzögerter Frakturheilung 

deutlich gestört. Dabei handelt es sich um Patienten mit Autoimmunerkrankungen oder 

anderweitig gestörter Immunfunktion. Hier konnte in ex vivo Frakturhämatomen nicht nur 

eine überschießende Inflammation gezeigt werden, sondern auch eine inadäquate Antwort 

auf die lokale Hypoxie. Diese spannenden Ergebnisse konnten wir wiederum in Osteotomie-

Hämatomen bestätigen, die aus Patienten gewonnen wurden, die vor einem geplanten 

Einsatz einer totalen Hüftgelenksendoprothese in der Hüftregion bestrahlt wurden. In diesem 

Fall geht dieser Effekt mit der gewünschten Verhinderung der heterotopen Ossifikation 

einher. Das bedeutet, dass in diesem Fall eine Knochenneubildung verhindert wird. Bei den 

immunologisch eingeschränkten Patienten können daher die gefundene gestörte 

Inflammation und inadäquate Antwort auf Hypoxie ebenfalls mit der gehäuft auftretenden 

Frakturheilungsstörung assoziiert werden.  

Die ausgesprochene Wichtigkeit der initial bioenergetisch widrigen Bedingungen konnten wir 

auch in mesenchymalen Stammzellen nachweisen. Mesenchymale Stammzellen tragen zu 
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einer effektiven Frakturheilung bei. Unter Hypoxie werden diese in die osteogene Richtung 

differenziert, während die Adipogenese supprimiert wird. Hiermit einhergehend zeigen sich 

angiogene Marker erhöht, sodass die in das Frakturhämatom einwandernden 

mesenchymalen Stammzellen auch zum angiogenen Potenzial beitragen. Eine effektive 

Neoangiogenese ist essenziell für eine erfolgreiche Frakturheilung.  

Insgesamt konnten in dieser Arbeit wichtige initiale Vorgänge im Frakturhämatom dargestellt 

werden. Hierzu zählen nicht nur die Einleitung des inflammatorischen Prozesses, die 

Initiierung der Angiogenese und der Migration von weiteren Zellpopulationen; sondern 

insbesondere auch die initialen bioenergetischen Bedingungen konnten als wichtige 

Faktoren für die Initiierung einer Frakturheilung identifiziert werden. Durch Modulation der 

initialen inflammatorischen Phase lassen sich möglicherweise zukünftig die Ergebnisse einer 

Frakturheilung in Risikopatienten beeinflussen. Dadurch sollten wir in der Lage sein, bessere 

Therapiemöglichkeiten insbesondere für Patienten mit erhöhtem Risiko für eine 

Frakturheilungsstörung zu entwickeln. 
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6. Abkürzungsverzeichnis 

 

CXCR-4  CXC Chemokine Receptor Type 4 

FGF basic  Basic Fibroblast Growth Factor 

GLUT-1  Glucose Transporter 1  

GY   Gray 

HIF   Hypoxia Inducible Factor 

IL   Interleukin 

LDHA   Laktatdehydrogenase A 

MCP-1   Monocyte Chemotactic Protein 1 

MIP-1   Macrophage Inflammatory Protein 

NKT-Zellen  Natürliche Killer-T-Zellen 

PGK-1   Phosphoglyceratkinase 

PPARG  Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma 

RANTES  Regulated on Activation, normal T cell expressed and secreted 

SPP1   Secreted Phosphoprotein 1 (Proteinprodukt Osteopontin) 

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

RANKL  Receptor Activator of NF-!B Ligand 

RUNX-2  Runt-related Transcription Factor 2 
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